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Introduction générale

Les enzymes sont des molécules présentes dans toutes les cellules des organismes

vivants et elles sont indispensables a la survie de ces organismes (Benkahoul et a/ ., 2017).

Les enzymes remplissent plusieurs fonctions dans les cellules des différents
organismes vivants (Agarwal ,2006), elle interviennent dans la catalyse des réactions
métaboliques (Hallez et al ., 2016),la réparation cellulaire (Thorin-Trescases et al.,2010), le

développement cellulaire (Fagard ef al., 1989).

Ces enzymes peuvent étre également extraites des cellules des différents organismes
vivants et utilisées dans une diversit¢ de processus industriels (Robinson et al., 2015), tels
que des processus de 1’industrie alimentaire (humaine et animale), de 1'agriculture, du papier,

du cuir et des textiles (Beilen et al.,2002).

Pour faire face a la forte demande industrielle, de nombreux efforts ont
été fournis pour la recherche d’enzymes possédant des propriétés industriels et résistantes aux
contraintes physico-chimiques des procédés industriels (température élevées , pH extrémes,
salinité...) (Littlechild et al., 2015).Parmi ces enzymes recherchées en industrie, les
hydrolases, qui occupent une position trés importante comparé aux autres classes d'enzymes
(Robinson,2015 ;Nissen,1982) et constituent environ 75% des enzymes industrielles

(Assamoi et al., 2008 ;Fulzele et al.,2011 ;Rao et al., 1998).

L’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser les activités enzymatiques,
chez le gingembre, de deux hydrolases (gélatinase et lipase) et une oxydoréductase

(catalases).

Les résultats obtenus montrent la présence d’activité enzymatique, chez le gingembre,
de ces 2 hydrolases et de I’oxydoréductase. Par contre, les résultats ont montré que la stabilité
de ces 3 enzymes est affectée par les traitements de 2h aux conditions extrémes de

température, de pH et de CaCl,.
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1. Les enzymes

Les enzymes sont des molécules biologiques de nature protéique qui agissent comme
catalyseur des réactions biochimiques essentielles au maintien de la vie. Les enzymes sont
omniprésentes chez les différents organismes vivants (les animaux, les plantes et les
microorganismes) (Rao et al, 1998), et elles permettent d’augmenter considérablement la vitesse
des réactions catalytiques (Poshyvailo et al ., 2017), en atteignant 1'équilibre réactionnel plus

rapidement(Robinson, 2015).

2. La réaction catalysée par les enzymes
La réaction catalytique est possible suite a la formation d’un complexe Enzyme-Substrat. Le

substrat se lie au niveau d’un site spécifique qui se trouve sur I’enzyme appel¢ le site actif.

Le site actif des enzymes est une région spécifique ou se lie le substrat pour former le

complexe Enzyme-Substrat et catalyser la réaction biochimique (Lakna, 2017).

Suite a la formation du complexe Enzyme-Substrat, le substrat sera convertit en un produit

(Benkahoul et al ., 2017), selon la réaction suivante:
S+E—~ES—P

3. Classification des enzymes

Selon le NC-IUBMB les enzymes sont groupées, selon la réaction qu’elles catalysent en 6
classes : les Oxydoréductases (EC1), les Transférases (EC2), les Hydrolases (EC3), les Lyases
(EC4), les Isomérases (ECS) et les Ligases (EC6) . Le tableau suivant regroupe les différentes
classes, les réactions qu’elles catalysent ainsi que des exemples d’enzymes appartenant a chaque
classe.

Tableau 1 : Tableau représentatif des six classes d’enzymes (Singh et a/ ., 2016)

Classes Réactions Exemples d’enzymes

appartenant a chaque classe

EC1 | Oxydoréductases | Transfert d'hydrogéne ou Déshydrogénases, oxydases,
d'oxygene ou d'électrons entre oxygénases, peroxydases

les molécules.
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EC2 | Transférases Transfert de groupes d'atomes Acyltransférases, transaminases

d'une molécule a une autre.

EC3 | Hydrolases Clivage hydrolytique des Protéases, amylases, lipases,
liaisons phosphatases, acylases

EC4 | Lyases Clivage non hydrolytique par lyases, hydratases,
réactions d'élimination ou déshydratasses, décarboxylases,
d'addition fumarase,

ECS5 | Isomérases Transfert de groupe d'une Isomérases, épimérases,

position a une autre au sein d'une

molécule

EC6 | Ligases Assemblage covalent de deux Synthétases, ligases
molécules couplé a I'hydrolyse
d'une liaison riche en énergie

(ATP)

4. Localisation des enzymes

Les enzymes peuvent étre classées, aussi selon qu’elles soient retenues a 1’intérieur des
cellules (enzymes intracellulaires) ou excrétées a D’extérieur des cellules (enzymes

extracellulaires).

Les enzymes intracellulaires jouent un role important dans des réactions et des processus
cellulaires (walter et Schaneider ,1946).Les enzymes extracellulaires sont responsables, entre
autres, de la décomposition de la matiere organique (Jackson et al ., 2013) qui se trouve dans

I’environnement extracellulaire.

4.1 Enzymes intracellulaires
Les enzymes intracellulaires Sont des enzymes qui agissent a l'intérieur des cellules,
responsables de la catalysent de plusieurs réactions métaboliques (anabolisme et catabolisme)

(Malgorzata et al., 2011).

L’anabolisme représente l'ensemble des réactions impliquées dans la synthése des
molécules complexes, a partir des petites molécules (Lakna , 2017) telles que la synthése de

polypeptides a partir des acides aminés, du glycogene a partir de glucose et de triglycérides a
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partir des acides gras. Le catabolisme, représente 1'ensemble des réactions de dégradation des
molécules en plus petites molécules pour étre utilisées pour la synthése d’autre constituant
cellulaire (Deberardinis et al .,2012), telles que la dégradation des protéines en acides aminés, du

glycogene en glucose et des triglycérides en acides gras (Lakna,2017).

4.2 Enzymes extracellulaires
Les enzymes extracellulaires sont des enzymes qui permettent la dégradation des
polymeéres complexes présents dans l'environnement extracellulaire, en sous-unités plus petites qui

peuvent étre récupérées par la cellule (Jackson et al ., 2013).

Ces enzymes interviennent dans la catalyse de plusieurs types de réactions chez les
différents organismes vivants (Burns et Wallenstein, 2010) chez les microorganismes (comme par
exemple, les protéases extracellulaire implique dans la dégradation des protéines de défense de
I’hdte lors de 1’association hote-microorganismes (Culp et Wright, 2017)). Ces enzymes
interviennent aussi chez les animaux(comme par exemple les trypsines extracellulaire une des
protéases qui intervient dans le processus de digestion des protéines alimentaires (Goldberg et al.,
1969 ; Simonet al ., 1971) et chez les végétaux (comme par exemple ,les amylases extracellulaires
, impliquées dans la digestion des granules d'amidon libérés des plastes pour produire le maltose

qui va servir dans le développement de la plante (Thalmann,2019).

5. Importance des enzymes

Les enzymes remplissent une grande importance de fonctions au sein des cellules des
différents organismes vivants, elles sont indispensables dans la régulation de divers processus
cellulaires (Holliday et al., 2011). Elles peuvent également étre extraites des cellules des
différents organismes vivants puis utilisées pour catalyser une large gamme de réactions a intérét

industriel (Robinson, 2015).

5.1 Importance des enzymes au niveau cellulaire
Les enzymes sont des macromolécules (Luisi, 1979) présentes dans toutes les cellules
des organismes vivants, elles sont essentielles a la vie et remplissent une diversité¢ de fonctions
importantes au niveau des différentes cellules des organismes (Agarwal, 2006).
Les enzymes peuvent remplir des fonctions a la fois cataboliques (décomposition des

molécules) et anaboliques (synthése de nouvelles molécules)(Panawala ,2017).
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5.1.1 Importance des enzymes au niveau des cellules microbiennes
Comme c’est le cas chez d’autres organismes, les enzymes jouent un réle important dans

des processus importants et des fonctions essentielles a la vie des microorganismes.

Les enzymes des microorganismes jouent un role important dans la catalyse des réactions
métaboliques (Mukhtar et al.,2017), ils permettent la décomposition de la matiére organique
(Mukhtar et al.,2017), la dégradation des molécules comme par exemple les protéases qui
dégradent les protéines en peptides et acides aminés (Sharma et al.,2017).Ces enzymes
participent, chez les microorganismes, dans la régulation transcriptionnelle (Galinier ef al .,2018),
la synthése, la croissance, le développement de la paroi, le maintien des processus physiologiques

(Lee et al ., 2013) et interviennent dans des processus de pathogénicité (CulpefWright ,2017).

5.1.2 Importance des enzymes au niveau des cellules animales
Dans la cellule animale, les enzymes jouent un role important dans des processus
importants et des fonctions essentielles a la vie tels que la transduction du signal, la régulation de
l'expression des génes (Buchou et al., 2003) , la prolifération, la survie et la transformation
cellulaire(sous 1’action des kinases et phosphatase qui jouent le rdole des stimulants spécifiques

dans le mécanisme du développement cellulaire (Fagardet al .,1989).

Ces enzymes interviennent aussi dans la digestion des macromolécules, telles que les
protéines en acides aminés par les protéases (Elgendy et Al-rvweidi ,2016) et les lipides en acides

gras par les lipases (Ribeiro et al., 2011).

L’addition d’enzymes spécifiques dans les aliments améliore sa valeur nutritionnelle par
augmentation de sa capacité a é&tre digéré et sa capacité a décomposer des facteurs
antinutritionnels (Walsh et al.,1993) comme l'acide phytique (forme de stockage du phosphore)
qui a la capacité a se lier aux minéraux présents dans les nutriments (fer, zinc, calcium,
magnésium...) dans le tube digestif et empécher leur absorption par le corps ( Nissar ef al .,2017).

Cet acide phytique peut étre dégradé par les phytases (Dersjant-Liet a/ ., 2015).

5.1.3 Importance des enzymes au niveau des cellules végétales
Comme c’est le cas des autres organismes, les enzymes végétales jouent un réle important dans
des processus importants et des fonctions essentielles a la vie des cellules végétales parmi
lesquelles le métabolisme, la différenciation, la croissance, la maturation, la réparation des parois

des cellules végétales (Frankova et Fry ,2013). Ces enzymes sont impliquées dans la dégradation
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de la chlorophylle (chlorophyllase) (Hortensteiner, 1999), lors de la sénescence des feuilles et la

maturation des fruits (Fang et al ., 1998).

Les enzymes des plantes peuvent intervenir aussi dans la défense contre des
microorganismes pathogenes (Van Emden, 1999). Par exemple, les chitinases et les
endoglucanases présentes dans les tissus des plantes comme la tomate (Pegg et al ., 1973),et dans
les racines et les tiges d'arbres forestiers (Wargo ef al ., 1975), sont capables de dégrader des

polysaccharides des parois cellulaires des champignons phytopathogénes (Touzé ef al .,1979).

Aussi, les phospholipases interviennent dans la défense des plantes contre les
microorganismes pathogenes, en générant un acide gras (I’acide linoléique)(Staswick et al.,2004)
qui est l'origine de la production d'importantes molécules de signalisation et de défense contre les

pathogenes, tels que les oxylipines et les jasmonates (Blee ,2002).

5.2 Importance des enzymes au niveau industriel
Les enzymes industrielles peuvent provenir des différents organismes vivants, les

végétaux, les animaux ou les microorganismes (Lambert et al ., 1983).

Les enzymes sont utilisées comme produits finaux mais aussi comme agents de fabrication

industrielle d’autres produits (Assamoi et al ., 2009).

Les enzymes sont utilisées dans divers procédés industriels et dans la fabrication de
plusieurs produits (Figure 1) comme par exemple les produits alimentaires (jus de fruit, additifs,
laits, pain),les produits pharmaceutiques (antibiotiques, vitamines),les produits de soins
personnels, les industries du nettoyage et de la décontamination (lessives, détergents) et les
industries du papier (Kumar et Singh , 2013 ; Raza et al/ ., 2016 ; Signh ,2016 ; Chapman et
al.,2018).
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B Produits
pharmaceutiques

B Denrées alimentaires
et aliments pour les
animaux

Fabrication de
détergents

Figure 1 : Représentation des ventes mondiales des enzymes industrielles selon Chandel et al.,
(2017).

Les microorganismes sont considérés comme la principale source d'enzymes, les levures et
les moisissures contribuent d’avantage de 50% des enzymes industrielles et les bactéries de 30%.
Environ 8% des enzymes sont de sources animales et 4% de sources végétales (Thapa et al .,

2019).

5.2.1 Importance des enzymes microbiennes au niveau industriel
La majorité des enzymes a usage industriel sont extracellulaires provenant soit de sources

fongiques soit de sources bactériennes (Robinson ,2015).

De plus, les enzymes provenant des microorganismes représentent une grande importance
dans le développement de divers bioprocédés industriels (Raza et al ., 2016),tels que celui du
brassage, des détergents, des produits fermentés, des textiles et de la transformation du cuir (Signh

2016).

Ces enzymes peuvent aussi étre utilisées dans la dégradation ou dans la conversion des
composés chimiques toxiques des déchets industriels ou domestiques (composés phénoliques,

nitriles, amines, etc...) (Signh ,2016).

Aussi ces enzymes sont largement utilisées dans plusieurs préparations alimentaires pour

améliorer le gotit et la texture (Raveendran et al., 2018).

Les enzymes microbiennes sont les plusprivilégiées dans les procédés industriels du fait

qu’elles sont plus actives et plus stables que les enzymes végétales et animales (Raveendran et al.,
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2018) et elles fonctionnent a une large gamme de température, pH, salinité, et méme sous des

conditions extrémes (Mukhtar et al.,2017).

De plus, les microorganismes sont faciles a cultiver, a conserver ainsi la possibilité¢ d’étre
manipulés génétiquement ce qui permet de produire des enzymes possédant des propriétés

nouvelles (Anbu et al ., 2015).

5.2.2 Importance des enzymes animales au niveau industriel
Les enzymes d’origine animales ont des applications dans de nombreux produits et
procédés de différents secteurs industriels tels que le secteur agro-alimentaire, le secteur des
détergents, du cosmétique... (Prasad et Roy., 2018). Ces enzymes sont révélées tres efficaces dans

les réactions qu’elles catalysent (Cherry et al ., 2003).

Cependant, ces enzymes présentent 1’inconvénient qu’elles ne soient pas stables aux
changements de pH ou de températures de réaction et lors de leur récupération et réutilisation

(AbolpourHomaei et al ., 2013) .

De plus, certaines des enzymes de la cellule animale sont attachées a la structure du
cytosquelette, a la membrane et aux organites, ce qui rend difficile leur récupération (Kress et a/ .,

2002).

Par exemple, les protéases animales telles que la chymotrypsine et la rénine, sont utilisées
dans I’industrie agro-alimentaire (Rao et al.,1998) comme par exemple pour la désagrégation des
hydrolysats des protéines de lait, afin de produire un caillé stable avec une bonne saveur pour les
produits laitiéres(Gaertner et al ., 1982).Dans I’industrie des détergents, les catalases animales
jouent un role d’un agent blanchissant des tissus en coton(Tzanov et al., 2001)utilisé¢ dans les

industries (Campanella ef al .,1998).

5.2.3 Importance des enzymes végétales au niveau industriel
Comme c’est le cas des enzymes d’autres organismes vivants, celles des végétaux trouvent
leurs applications dans plusieurs industries comme par exemple, les enzymes lignocellulolytiques
qui sont utilisées dans la texturation et I'aromatisation des jus de fruits et Iégumes, et les enzymes
pectinolytiques qui dégradent les parois cellulaires lors de l'extraction des huiles végétales et
améliore la qualité de 1'huile en augmentant I'extraction des composés phénoliques (Toushik et al

., 2017).
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Aussi l'amylase et la cellulase des végétaux, sont trés souvent utilisés pour les opérations

d’extraction ou de clarification des jus ou pulpes de fruits (Dupaigne , 1973).

L’holocellulase (dégrade I'holocellulose) est utilisée dans le traitement des déchets, la

production de carburant et la fabrication de papier (Siqueira et Filho , 2010).
6. Les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent 1'addition d’une molécule d'eau a des
substrats telles que les amidons, les protéines, les esters, les lipides... (Paul et al., 2019). (La
réaction catalysée par les hydrolases).

Les hydrolases sont des enzymes physiologiquement nécessaires pour les différents
organismes vivants, les plantes, les animaux et les microorganismes (Rao et a/ ., 1998). Elles sont
largement utilisées dans différents domaines industriels tels que 1’industries alimentaires,

I’industries des détergents et les industries textiles (Setati , 2010 ).

7. La réaction catalysée par les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes, indépendantes des cofacteurs (Gaber ,2012), qui catalysent
I'hydrolyse, en présence d’une molécule d’eau, diverses liaisons chimiques (Gaber, 2012) dans
divers substrats de tailles et de complexité différentes telles que les protéines, les glucides, les

lipides .... (Bornscheuer ef al ., 2002 ; Sousa et al ., 2015), selon la réaction suivante :

A-B+H,0 — AH+BOH

A-B : le substrat sur lequel agissent les hydrolases.

8. Classification des hydrolases
Selon le NC-IUBMB, les hydrolases sont regroupées dans la troisiéme classe (EC3) des

enzymes et comprennent 13 sous-classes, qui sont représentées comme suit :

(EC 3.1) : agissent sur les liaisons esters (Tipton et Boyce, 2000 ; Prymula et al., 2011).

(EC 3.2) : agissent sur les liaisons glycosidiques (Tipton et Boyce ,2000 ; Prymula et a/., 2011).
(EC 3.3) : agissent sur les liaisons éthers (Prymula ez al., 2011).

(EC 3.4) : agissent sur les liaisons peptidiques (peptidases) (Tipton et Boyce, 2000 ;Prymula et
al.,2011).
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(EC 3.5) : agissent sur les liaisons carbone-azote, autres que les liaisons peptidiques (Prymula et
al .,2011).

(EC 3.6) : agissent sur les liaisons anhydrides acides (Tipton et Boyce ,2000 ;Prymula et
al.,2011).

(EC 3.7) : agissent sur les liaisons carbones — carbones (Prymula et al., 2011).

(EC 3.8) : agissent sur les liaisons halogénures (Caparros-Macia et al., 2013).

(EC 3.9) : agissent sur les liaisons phosphore — azote (Ohmori et al ., 1993).

(EC 3.10) : agissent sur les liaisons soufre — azote(Fulton et Cooper.,2005).
(EC 3.11) : agissent sur les liaisons carbone — phosphore (Quinn et a!/ ., 2007).

(EC 3.12) : agissent sur les liaisons soufre — soufre (Sauvé et al ., 2009).

(EC 3.13) : agissent sur les liaisons carbone-soufre (Dunbar et a/ ., 2017).

9. Importance des hydrolases
Les hydrolases sont des enzymes qui jouent un role important aussi bien dans différents

processus cellulaires (Lee ef al., 2013)que dans des processus industriels (Garcia ef al.,2012).

9.1 Importance des hydrolases au niveau cellulaire
Les enzymes hydrolytiques jouent un role essentiel dans le métabolisme (Ficher, 1991), le
développement et la régulation cellulaire (Ficher ,1991), ces enzymes sont présents chez tous les

organismes vivants, les microorganismes, les animaux et les végétaux (Bornscheuer et al ., 2002)

9.1.1 Importance des hydrolases au niveau des cellules microbiennes
Les hydrolases microbiennes jouent un rdle important dans plusieurs processus, par
exemple chez les bactéries, elles sont impliquées dans leur croissance et aussi dans la synthese,
I’expansion et le développement de leur paroi cellulaire (Vollumer et a/ ., 2008 ; Lee et Huang,
2013). Elles sont impliquées aussi dans l'adhésion bactérienne, la formation de biofilm , la

conjugaison, la virulence.... (Popowska, 2004 ; Rolain et a/ ., 2012).

Les hydrolases, en raison de leur capacité a fonctionner dans des conditions physico-
chimiques différentes, permettent aux microorganismes de s'adapter aux changements des

conditions environnementales (Do et al ., 2020).
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9.1.2 Importance des hydrolases au niveau des cellules animales
Dans la cellule animale, les hydrolases occupent une position importante dans divers
processus, elles sont impliquées dans le métabolimes, la signalisation, la croissance... (Stael et

al ., 2019).

Les hydrolases animales jouent un rdle important dans la digestion des aliments, par
exemple 1’a-amylase salivaire, hydrolyse I'amidon alimentaire en maltose qui sera transformé par
la maltase en glucose (source d'énergie pour le fonctionnement de I’organisme) (Rani et al .,
2015 ;Gachons et al ., 2016 ). Aussi, les protéases gastriques digerent les protéines alimentaires

(Menard et Basque, 2001), en peptides pour faciliter leurs absorption (Simonetal., 1971).

Les hydrolases interviennent dans la synthése des hormones telles que la prostaglandines
(Lefebvre, 1975), qui jouent un role important dans de nombreuses fonctions biologiques, comme

la régulation des réponses anti inflammatoires (Scher et al., 2009).

9.1.3 Importance des hydrolases au niveau des cellules végétales
Les hydrolases jouent un rdole important dans la cellule végétale, elles interviennent dans de
nombreux processus biologiques, tels que le métabolisme, la division cellulaire, la croissance...

(Westfall et al ., 2013).

Les hydrolases des végétaux jouent un rdle important dans le mécanisme et le controle de
I'expansion, de la différenciation, de la maturation et de la réparation des parois des cellules
végétales (par exemple, les glycosylhydrolases qui interviennent dans la restructuration des parois
pendant la croissance et le développement des plantes) (Frankova et Fry., 2013). Aussi, les
hydrolases sont impliquées dans la mobilisation de l'énergie (par exemple, les a-Amylases qui
interviennent dans le métabolisme des glucides et la fourniture de I’énergie)(Price ef al .,
2003 ;Sivaramakrishnan et al., 2006), la signalisation (par exemple, les phospholipases qui
interviennent dans la synthése d’acide jasmonique responsable de la voie de signalisation de
défense de la plante contre les pathogénes) (Minic, 2007 ; Mindrebo et al .,2016) et la régulation
hormonale (par exemple, les phosphoribohydrolases qui interviennent dans l’activation des

cytokinines (phytohormones)(Kurakawa et al ., 2007).

9.2 Importance des hydrolases au niveau industriel
En industrie, la classe d’enzyme la plus exploitée est celle des hydrolases et constituent

environ 75% des enzymes industrielles (Rao et al., 1998 ;Assamoi et al., 2008 ;Fulzele et
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al.,2011) Ces hydrolases sont impliquées dans diverses industries telles que I’industrie
alimentaire, I’industrie des détergents, du textile, du papier, du cuir et du cosmétique (fiker et al .,

2008).

9.2.1 Importance des hydrolases microbiennes au niveau industriel
Les hydrolases microbiennes jouent un réle majeur dans des différents secteurs industriels
comme par exemple I’industrie boulangere pour I’amélioration de la texture et la saveur du pain)
(Raveendran et al ., 2018) ou I’industrie des détergents pour 1’¢limination des graisses et des

huiles(Chapman et al.,2018).

Aussi, les hydrolases microbiennes sont utilisées dans les industries pharmaceutiques
comme par exemple dans les produits permettant 1’élimination des peaux mortes et le soin des
brilures (Signh et al ., 2016 ). Ces enzymes sont utilisés en syntheése organique telle que la

synthese d'alcools, d'acides, d'esters (Signh et al ., 2016 ,Paul et al ., 2019 ).

9.2.2 Importance des hydrolases animales au niveau industriel
Les connaissances acquises sur le fonctionnement et le réle des hydrolases d’origine

animales ont permis le développement de nombreuses applications industrielles (Li et al., 2012).

Dans les industries alimentaires, ces enzymes sont utilisées par exemple dans

I’attendrissement de la viande et la coagulation du lait (Raveendran ,2018).

Les protéases par exemple sont utilisées dans 1’amélioration de la saveur, la valeur
nutritionnelle, la solubilité et la digestibilité des protéines alimentaires (Raveendran, 2018). La
protéase chymosine extraite de la muqueuse gastrique de roussette et du veau, posseéde une activité
coagulante vis-a-vis du lait avec des propriétés compatibles des présures avec ceux de I’industrie

fromagere (Guérard, 1985).

Les kératinases (protéase) extraites des volailles sont utilisées en industrie agricole pour la
production d'engrais azotés (Mazotto ef al ., 2011 ;Galuh ef al.,2016). Par exemple, la dégradation
de la kératine de plume par les kératinases permet le développement d'une source riche en azote
et riche en minéraux bon marché, rentable, écologique et facilement disponible en tant qu'engrais

organiques potentiels (Tamreihao et al., 2018).

12



Synthese bibliographique

9.2.3 Importance des hydrolases végétales au niveau industriel
Les hydrolases végétales jouent un role important dans de nombreuses industries telles que
I’industrie agro-alimentaire, 1’industrie du cosmétique, 1’industrie du textile... (Rowanet al .,

1990).

En industrie agro-alimentaire les protéases telles que la bromélaine peut améliorer la
relaxation de la pate et empécher le rétrécissement (Kong et al ., 2007), les pectinases sont
utilisées par exemple pour la clarification des jus de fruits, la clarification du vin, I'extraction

des huiles, la fermentation du café et du thé... (Jacob , 2009).

Aussi, les phospholipases sont utilisées pour 1’¢élimination des phospholipides (afin de
réduire la teneur en phosphore de 1'huile) (Jiang, 2014) de diverses huiles végétales (Raveendran .,
2018) et les phytases participent dans I’amélioration (par dégradation de 1’acide phytique) de la

valeur nutritive du riz (Afinah et al.,2010).

En industrie du cosmétique la papaine et la bromélaine (deux protéases) sont des
ingrédients actifs de certains produits cosmétiques et peuvent traiter efficacement des problémes
de la peau (Arshad et al., 2014) tels que les rides, 1'acné et la peau seéche par digestion des
protéines des cellules mortes ce qui permet leur remplacement par des cellules cutanées plus

jeunes (Ozlen et al ., 1995).

Vu P’importance grandissante des enzymes et en particulier les hydrolases d’origine
végétale dans les différents secteurs industriels, I’objectif de notre travail est de rechercher et
caractériser deux hydrolases (protéase et lipase) chez le gingembre et une oxydoréductase

(catalase).
10. Le gingembre (Zingiber officinale Roscoe)

Le gingembre, botaniquement connu sous le nom de Zingiber officinale Roscoe(Figure 2)
est une plante herbacée vivace de la famille des Zingiberaceae (Sharma,2017 ;Stanisiere et
al.,2018). Cette famille comprend environ 53 genres et plus de 1200 especes (Johnkress et al.,
2002 ; Ujang et al.,2015 ; Korga et al ., 2016 ). Les especes largement cultivées, de cette famille
sont Curcumalonga (curcuma), Zingiberzerumb et (gingembre amer) , Elettaria cardamomum
(cardamome), alpniagalanga et Zingiber officinale (gingembre) . (Chan et al .,2011 ; Ujang et
al.,2015 ; Korga et al ., 2016).Cette dernicre , Zingber officinale (gingembre), est I’espece la plus

connue , la plus consommée et la plus utilisée par ’homme, elle appartient au genre Zingiber
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renferme environ 150 espéces (Kzhakkayl ef saskumar , 2011 ; Chan et al ., 2011 ; Korga et al.,
2016).

Le gingembre est une plante tropicale qui pousse bien dans les climats humides, il est cultivé
un peu partout dans le monde (Chine, Népal, Etats-Unis, Bangladesh, Taiwan, Jamaique, Nigéria,
Indonésie et en Inde), I’Inde est le plus grand producteur de Zingiber officinale (Zadeh et Kor,
2014 ;Syafitri et al., 2018 ).

Figure 2 : le rhizome du gingembre (Singh et al., 2017).

Le gingembre est une épice populaire utilisée dans le monde entier et en particulier dans
les pays asiatiques (Prasad ef Tyagi ,2015).Le gingembre est utilisé aussi comme aliment, agent
aromatisant, plante médicinale... (Sharma,2017).Le gingembre joue un réle important dans de
nombreuses industries telles que 1’industrie agro-alimentaire (fabrication de boissons, du pain
d'épices et les patisseries (Crassina e Saudha,2014 ; Prasad et Tyagi, 2015), ’industrie du
cosmétique (parfums, savons) (Choi,2019) et I’industrie pharmaceutique (sous différents formes
galéniques pour faciliter ’administration de 1’ensemble des principes actifs)(Rahmani et al.,

2014).

Le gingembre contient des composés terpéniques(le zingibéréne, le S -bisaboléne, 1' a-
farnésene, le S -sesquiphellandrene et I' a- curcumene ) et des composés phénoliques (gingérols et
shogaol et paradol) qui donnent 1I’aréme, 1'odeur, le gott et la saveur du gingembre (Koo et Gang,

2012 ; Prasad et Tyagi ,2015 ; Sharma,2017; Mele , 2019).
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Le gingembre, en raison de ses activités biologiques on été aussi utilis¢é comme plante

médicinale pour traiter certaines pathologies (Malhotra et Singh, 2003).

Le gingembre possede diverses propriétés importantes pour la santé humaine telles que des
propriétés antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Grzanna et a/ ., 2005, Norajit et
al., 2007, Terry et al.,2011 ; Khan et al., 2012). Le gingembre est considéré comme un stimulant
digestif en raison des enzymes qu’il contient (amylase, trypsine, phosphatase alcaline) et qui

peuvent jouer un role dans la digestion (RahimiYadkoori et a/ ., 2015).

Le gingembre posséde aussi divers effets bénéfiques pour la santé, tels que les effets
antiémétiques ce qui permet de soulager les symptdmes des nausées et des vomissements
(Singletary, 2010), des effets contre les troubles digestifs en général (Rahmani ef al ., 2014) , et
des effets antidiabétiques par amélioration du bon fonctionnement du foie et du pancréas(Semwal

et al.,2015).

Le gingembre contient plusieurs enzymes telles que des protéases (Choi et Laursen ,2000),
des phosphatases alcalines (RahimiYadkoori ef al ., 2015) et des enzymes anti oxydantes (catalase
et la superoxidedismutase)(Sarhat., 2011). Les rhizomes du gingembre contiennent aussi des
enzymes telles que les zingibaines (protéase a cystéine) (Nafi et al ., 2014) qui ont des activités

similaires a celles des papaines (associées a la maturation des fruits)(Gongalves et al .,2014).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biochimie du Centre Universitaire
Belhadj Bouchaib - Ain Temouchent (CUBBAT) durant le second semestre du Master 2 de

I'année universitaire 2019/2020.

1. L’échantillon du gingembre

La poudre du gingembre utilisée, pour la caractérisation d’activités enzymatiques,

dans cette étude a été procurée du marché local d’Ain Temouchent (Figure 3).

Figure 3: la poudre du gingembre utilisée dans cette étude
2. Caractérisation de I’échantillon du gingembre

2.1 Mesure de pH de la solution gingembre

La mesure du pH du gingembre a été effectuée par utilisation des bandelettes de

mesure du pH.

La préparation de la solution du gingembre a été effectuée par la dissoute de 5g de la
poudre de gingembre dans 10 ml d’eau distillée, ensuite la solution est filtrée en utilisant un

papier filtre. Le pH est mesuré par immersion des bandelettes a I’intérieur de la solution.

2.2 Détermination de la teneur en glucides du gingembre
La méthode utilisée pour doser la teneur en glucide du gingembre est celle développée

par (Dubois et al ., 1956).

Sont ajoutés a 2 ml de solution gingembre dilué¢ a 1%, 1mL de phénol a 5% et SmL

d’acide sulfurique concentré. Le mélange est laissé¢ pendant 10 min a température ambiante,
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vortex¢ pendant 30s et incubé au bain marie a 30C° pendant 20 min. Ensuite, 1’absorbance est
mesurée au spectrophotomeétre (Jenway) a 490 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions sans ’addition de la solution de gingembre (Dubois et al., 1956 ; Albalasmeh et al

., 2013).

Le glucose est utilisé comme références afin de déterminer la teneur en glucides du
gingembre. Pour cela, une gamme étalon est préparée (40 a 200 pg/ml) a partir d’une solution

mere 200 pg/ml du glucose pour établir la courbe étalon DO=f ([glucose]) (Tableau 02).

Tableau 2 : Différentes concentrations utilisées pour la préparation de la courbe

é¢talon du glucose

0 40 80 120 160 200
pg/mL pg/mL pg/ mL pg/mL pg/ mL
Solution de glucose 0 0.4 0,8 1,2 1,6 2
a200pg/mL (mL)
Eau distillé (mL) 2 1,6 1,2 0,8 0,4 0

2.3 Détermination de la teneur en eau (taux d’humidité) du gingembre
Pour déterminer le taux d’humidité du gingembre, 5 g de gingembre découpés en fines
tranches sont déposés dans un dessiccateur puis séchés au four a 105°C. Apres 5h au four les
tranches de gingembre sont récupérées, refroidies puis pesées. L’abaissement du poids est

suivi jusqu’a sa stabilisation (Fallbeye et a/ ., 2019)

La teneur en eau est calculée selon la formule suivante (Raponi et al ., 2017)

(p initial—pfinal)

H (%)= «100

pinitial
H (%) : taux d’humidité

Pinitiar - Poids de 1’échantillon avant mise a I’étuve en gramme.

Prinai : Poids de I’échantillon apres mise a I’étuve en gramme.
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3. Caractérisation d’activités enzymatiques du gingembre

Les activités enzymatiques recherchées et caractérisées au niveau du gingembre sont

les activités gélatinase , lipase (hydrolases) et catalase (une oxydoréductase).

Cette caractérisation inclut la détermination de 1’influence du temps, du pH , de la
température et du CaCl, sur I’activité enzymatique, ainsi que la détermination de 1’influence

du pH, de la température élevés et du CaCl, sur la stabilité¢ des enzymes.

3.1 Recherche et caractérisation de ’activité gélatinase
Ce test permet de déterminer I’activité gélatinase qui est détectée par 1'hydrolyse de la

gélatine (Edison et al ., 2012).

Les gélatinases sont des protéases qui hydrolysent la gélatine en polypeptides qui a

leurs tours seront convertis en acides aminés selon la réaction suivante :

H.O T H,O -
= (Felatinase = (Gelatinase

S

Gelatine » Polvpeptides » Acides amines

Figure 4 : Réaction d'hydrolyse de la gélatine par la gélatinase (Edison et al., 2012).

L’activité gélatinase et I’hydrolyse de la gélatine est détectée par 1’utilisation d’un
milieu réactionnel préparé dans un tube a essai et constitu¢ de tampon phosphate a 0.2 M et
pH 7, gélatinisé a 15%. La gélatine sert a la fois comme agent solidifiant et un substrat pour
I’activité gélatinase.

Afin de détecter 1’activité gélatinase , 1 mL de la solution de gingembre a 0.05g /mL
est ajouté a ce milieu gélatiné et incubé a 30 °C pendant 30 minutes , contre un blanc incubé
dans les mémes conditions sauf les 1 mL de la solution de gingembre qui seront remplacés

par 1 mL tampon phosphate a 0.2 M et pH 7.

Le milieu a gélatinases positives, hydrolysent la gélatine et le milieu devient liquide,

et si les milieu sont gélatinases négatives, le milieu reste solide (Edison et al ., 2012) .
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3.1.1. Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du CaCl, sur

P’activité gélatinase

3.1.1.1 Influence du temps d’incubation sur Pactivité gélatinase
Pour déterminer I’influence de la durée d’incubation sur ’activité gélatinase, les tubes
a essai contenant du tampon phosphate gélatinisé¢ a 15% sont incubés a 30 °C a différents

temps 30, 60 et 120 minutes.

3.1.1.2 Influences du pH sur ’activité gélatinase
Pour déterminer I’influence du pH sur 1’activité protéolytique, le tampon phosphate a
0.2 M et pH 7du milieu réactionnel, est remplacé par un tampon phosphate a 0,2M et pH 5 et
du tampon glycine NaOH a 0,2 M et pH 9. Les tubes contenant le milieu réactionnel sont

incubés a 30°C pendant 30min. (Lenoir et Aubergeral ., 1977).

3.1.1.3 Influence de la température d’incubation sur ’activité gélatinase
Pour déterminer I’influence de la durée d’incubation sur I’activité gélatinase, les tubes
a essai contenant du tampon phosphate gélatinisé a 15% sont incubés a 4, 20, 30 et 45°C,

pendant 30 minutes. (Lenoir e Aubergeral, 1977).
3.1.1.4 Influence du CaCl; sur P’activité gélatinase

Pour déterminer I’influence du CaCl, sur I’activité gélatinase, le tampon phosphate a
0.2 M et pH 7 du milieu réactionnel est additionné de 1% de CaCl,. Les tubes contenant le

milieu réactionnel sont incubés a 30°C pendant 30min.

3.1.2 Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité de
I’enzyme
3.1.2.1 Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’enzyme
La thermo stabilité de I’enzyme est déterminée par incubation, dans un bain-marie, de
solution de gingembre a 90°C pendant lh et 2h. Apres traitement thermique, I’activité
résiduelle de I’enzyme est testée en suivant le protocole utilis€¢ précédemment pour tester
I’activité gélatinase, sauf la solution non-traitée est remplacée par la solution traitée (Lenoir

et Aubergeral ,1977).
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3.1.2.2 Effet du pH sur la stabilité de I’enzyme
L’influence du pH sur la stabilité¢ de I’enzyme est déterminée par pré-incubation des
solutions de gingembre dans des tampons phosphate (pH 5 et pH 7) et tampon glycine NaOH
a2 M (pH 9) pendant 1h et 2 h a température ambiante. Apres traitement au pH, I’activité

résiduelle de I’enzyme est testée comme décrit précédemment (Lenoir e Aubergeral ,1977).

3.1.2.3 Effet du CaCl, sur la stabilité de ’enzyme
L’influence du CaCl; sur la stabilité de I’enzyme est déterminée par addition de 1% de
CaCl, aux solutions de gingembre, aprés 1 h et 2 h de traitement a température ambiante,

I’activité résiduelle de ’enzyme est testée comme décrit précédemment.

------

Les lipases sont I’'une des grandes classes d’hydrolases (EC 3.1.1.3, triacylglycérol
hydrolases) (Bornscheuer et al ., 2002). Elles sont principalement actives contre les substrats
insolubles dans 1’eau, tels que les triglycérides composés d'acides gras a longue chaine

(Lopes et al ., 2011).

Triglycéride + H20 —» Di glycéride + acide gras

L'activité lipasique a été¢ déterminée en utilisant 1'huile d'olive comme substrat.

Le milieu réactionnel contient, ImL de tampon phosphate a pH 7 et 0.2 M, 2.5 mL
d’eau distillée, 3mL d’huile d’olive et ImL de solution gingembre a 0.05g /mL. Le mélange
réactionnel est incubé a 37°C pendant 30min. Apres incubation, 3 mL d’éthanol a 95 % est
ajouté pour stopper la réaction. Le phénolphtaléine est utilis¢ comme indicateur de virage de

pH (Calando et al ., 2002).

Pour quantifier les acides gras libérés sous I’action des lipases, le NaOH (qui va
neutraliser ’acidité générée par la libération des acides gras sous 1’action des lipases) a 0.2 M

est ajouté par la burette jusqu’a virage de couleur.
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3.2.1 Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du CaCl, sur
Pactivité des lipases
3.2.1.1 Influence du temps sur ’activité des lipases
Pour déterminer I’influence du temps sur ’activité des lipases, le milieu réactionnel

(décrit précédemment) est incubé a 30° a différent temps 5, 10, 15, 20 et 30min.

La quantification des acides gras libérés est effectuée de la méme manicére que

précédemment (Lopes et al ., 2011).

3.2.1.2 Influence de pH sur Pactivité des lipases
Pour déterminer I’effet de pH sur cette activité, le tampon phosphate a 0.2 M (pH 7) du
milieu réactionnel, est remplacé par un tampon phosphate a 0,2M (pH 5) et du tampon
glycine NaOH a 0,2 M (pH 9). Le mélange réactionnel est incubé a 30°C pendant 30min. La
quantification des acides gras libérés sous I’action des lipases, sous ses conditions, est

effectuée de la méme maniere que précédemment (Lopes et a/ ., 2011).

3.2.1.3 Influence de la température sur P’activité des lipases
Pour déterminer I’effet de la température sur cette activité, le milieu réactionnel
(décrit précédemment) est incubés a 4, 20, 30 et 45°C, pendant 30 minutes. (Lopes et al .,
2011).La quantification des acides gras libérés est effectuée de la méme manicre que

précédemment.

3.2.1.4 Influence du CaCl, sur Pactivité des lipases
Pour déterminer I’influence du CaCl, sur I’activité des lipases, le tampon phosphate a 0.2 M
(pH 7) du milieu réactionnel (décrit précédemment) est additionné de 1% du CaCl,, le milieu
réactionnel est incubé a 30°C pendant 30min. La quantification des acides gras libérés est

effectuée de la méme maniere que précédemment.

3.2.2 Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité des
lipases
3.2.2 1 Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases
La thermo stabilité de I’enzyme est déterminée par incubation, dans un bain-marie, de
solution de gingembre a 90°C pendant 1h et 2h. Aprés traitement thermique, I’activité

résiduelle de I’enzyme est testée en suivant le protocole utilis€¢ précédemment pour tester

......
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3.2.2.2 Effet du pH sur la stabilité des lipases
L’influence du pH sur la stabilit¢ de I’enzyme est déterminée par pré-incubation des
solutions de gingembre dans des tampons phosphate (pH 5 et pH 7) et tampon glycine
NaOHa 2 M (pH 9) pendant 1h et 2 h a température ambiante. Apres traitement au pH,

I’activité résiduelle de I’enzyme est testée comme décrit précédemment.
3.2.2.3 Effet du CaCl, sur la stabilité des lipases

L’influence du CaCl; sur la stabilité de I’enzyme est déterminée par addition de 1% de
CaCl, aux solutions de gingembre, aprés 1 h et 2 h de traitement a température ambiante,

I’activité résiduelle de I’enzyme est testée comme décrit précédemment.

3.3 Recherche et caractérisation de ’activité des catalases

Les catalase sont des oxydoréductases qui catalysent la réduction du peroxyde
d'hydrogene en molécule d> H,O et d’O, (Roggenkamp et al ., 1974 ;Goth et al., 2004 ),

selon la réaction suivante :
2H,0, —» 2H,0+0,

Afin de caractériser 1’activité de catalase, 0.5mL de la solution de gingembre a 0.05g/mL est
ajouté a 1.5mL de milieu réactionnel d” H,O, (tampon phosphate a 50mM et pH 7 et H,O, a
30%), contre un blanc préparé dans les méme conditions sauf le 1.5mL de milieu réactionnel

d’ H,O, sera remplacé par 1.5mL tampon phosphate a 50mM et pH7.

A T’aide du spectrophotomyetre (Janway), la cinétique de dégradation du H,O, est
suivie par mesure de la DO a 240 nm (Roggenkamp et a/ ., 1974).

3.3.1 Courbe étalon de I’H,0;

Afin d’établir la courbe étalon Do=f ([H,0;]) et déterminer la quantité¢ d’H,O, dégradé
par la catalase du gingembre, une gamme étalon est préparée (1mM a 15mM) a partir d’une

solution mere d’H,O, (30mM).
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3.3.2 Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du CaCl, sur
P’activité des catalases
3.3.2.1 Influence du temps sur P’activité de catalase
Pour déterminer I'influence du temps d’incubation sur cette activité¢, le milieu
réactionnel (décrit précédemment) est incubé a 30° a différent temps 0, 5, 10, 15, 20 et 30
min. La dégradation du H,0,, sous ces conditions, est suivie par mesure de la DO a 240 nm

(Satav et al ., 2000 ).

3.3.2.2 Influence du pH sur Pactivité des catalases
Pour déterminer I’effet de pH sur cette activité, le tampon phosphate a 50mM (pH 7) du
milieu réactionnel, est remplacé par un tampon phosphate a 50mM (pH 5) et du tampon
glycine NaOH a 50mM (pH 9). Le mélange réactionnel est incubé a 30°C. La dégradation du
H,0,, sous ces conditions, est suivie par mesure de la DO a 240 nm aprés 0 et 30min

d’incubation (Satav et al ., 2000 ).

3.3.2.3 Influence de la température d’incubation sur ’activité des catalases

Pour déterminer I’effet de la température sur cette activité, le milieu réactionnel
(décrit précédemment) est incubés a 4, 20, 30 et 45°C, pendant 30 minutes. La dégradation du
H,0, , sous ces conditions, est suivie par mesure de la DO a 240 nm apres 0 et 30 minutes

d’incubation (Satav et al ., 2000 ).

3.3.2.4 Influence de CaCl, sur P’activité des catalases
Pour déterminer I’effet de pH sur cette activité, le tampon phosphate du milieu
réactionnel (décrit précédemment) est additionné de 1% du CaCl,, Le mélange réactionnel
est incubé a 37°C. La dégradation du H,O,, sous ces conditions, est suivie par mesure de la

DO a 240 nm apres 0 et 30 min d’incubation.

3.3.3 Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité de
I’enzyme

3.3.3.1 Effet du traitement thermique sur la stabilité des catalases

La thermo stabilité de I’enzyme est déterminée par incubation, dans un bain-marie, de
la solution du gingembre a 90°C pendant lh et 2h.Aprés traitement thermique, I’activité

résiduelle de I’enzyme est testée en suivant le protocole utilis€ précédemment pour tester
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I’activité de catalase, sauf la solution non-traitée est remplacée par la solution traitée (Satav et

al., 2000 ).
3.3.3.2 Effet du pH sur la stabilité des catalases

L’influence du pH sur la stabilité de I’enzyme est déterminée par pré-incubation des
solutions de gingembre dans des tampons phosphate (pH 5 et pH 7) et tampon glycine NaOH
a2 M (pH 9) pendant 1h et 2 h a température ambiante. Apres traitement au pH, I’activité

résiduelle de I’enzyme est testée comme décrit précédemment (Satav et al ., 2000 ).

3.3.3.3 Effet du CaCl, sur la stabilité des catalases

L’influence du CaCl, sur la stabilit¢ de I’enzyme est déterminée par addition de la
solution gingembre de 1% de CaCl,, aprés 1 h et 2 h de traitement a température ambiante,

I’activité résiduelle de I’enzyme est testée comme décrit précédemment.
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Résultats et discussion

1. L’échantillon du gingembre

La poudre du gingembre utilisée, dans cette étude, pour la caractérisation d’activités
enzymatiques, a ¢été procurée du marché local d’Ain-Temouchent. L’objectif de notre travail
est de rechercher et caractériser les activités enzymatiques, chez le gingembre, de deux

hydrolases (gélatinase et lipase) et une oxydoréductase (catalases).
2. Caractérisation de I’échantillon du gingembre
2.1 Mesure du pH de la solution gingembre

La mesure du pH du gingembre a été effectuée par utilisation des bandelettes de

mesure du pH.

Le résultat de cette mesure, montre que la poudre du gingembre utilisée dans cette

¢tude présente un pH de 7 (figure 5).

Les études qui ont été faites ont montré que le gingembre présente un pH de 6.4

(Praveen et al ., 2019) et de 6.58 (Cuevas et al ., 2004).

Le pH du gingembre peut étre influencé par exemple par son origine, en effet, les
¢tudes ont montré que le gingembre récupéré de la région indo-malaise (Kizhakkayil e Bhas
,2011) avait un pH de 6,4 ( Trimanto ,2017) tandis que 1’ espéce Zingibermontanum
récupéré du Bangladesh (Mahadi ef al. ,2019) avait un pH de 6,2 (Trimanto ,2017).

Figure S : mesure du pH de la solution du gingembre
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2.2 Détermination de la teneur en glucides du gingembre
Le dosage de la teneur en glucides du gingembre a été effectué¢ par la technique

colorimétrique de Dubois et al (1956).

Une courbe d’étalon DO=f ([glucose]) a été préparée, pour convertir les DO obtenues

en concentration de glucose (figure6).

0,3
y =1,340x L 2
2 _
0,25 RZ=0,904
L)
E 02
g S
S o1s
Qo /
" 0,1
0 ’ T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Glucose]mg/mL

Figure 6: Courbe étalon du glucose

Le résultat de ce dosage a révélé que la teneur en glucides du gingembre est de 0.66
mg de glucides par mg de gingembre, c’est a dire la poudre de gingembre qu’on a utilisé
contenait 66% (p/p) de glucides. Ces résultats sont proches de ce qui a été trouvé dans
certaines études. En effet, les travaux de Ghasemzadeh et al ., (2014) et Ajayi et al., (2013),
ont montré que la teneur du gingembre en glucides est respectivement de 63,39 % et 64,71%,

ce qui signifie que les glucides sont les composants les plus dominant.

Il a été signalé que le gingembre est considéré comme une source nutritive riche en
glucides (Ugwoke et Nzekwe, 2010). Les travaux de Ghasemzadeh et al ., (2014) ont montré
que la teneur du saccharose dans les feuilles et le rhizome de gingembre est la plus élevée

suivie du glucose et du fructose.

De plus, Rayes et al ., (1982) ont montré que les racines du gingembre auraient une

teneur en amidon comprise entre 40,4 et 59%. Ces résultats sont supérieurs a ce qui a été
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trouvé par Moreschi et al ., (2006), et qui ont montré que la quantit¢ de 1’amidon se situe

entre 25 a 29.8 %.

2.3 Détermination de la teneur en eau (taux d’humidité) du gingembre

Ce test permet de déterminer le taux d’humidité au niveau du gingembre. Le résultat

obtenu montre une teneur en eau de 78.2%.

Ce résultat, proche de celui obtenu par Jayashree et al ., ( 2012) ; Suryanti ef al .,
(2015) , qui ont trouvé un taux d’humidité au niveau du gingembre, respectivement, de 75 %

et de 81,3% .
3. Caractérisation d’activités enzymatiques chez le gingembre

Les activités enzymatiques recherchées et caractérisées au niveau du gingembre sont

les activités gélatinase, lipase (hydrolases) et catalase (une oxydoréductase).

Cette caractérisation inclut la détermination de ’influence du temps, du pH, de la
température et du CaCl, sur I’activité enzymatique, ainsi que la détermination de I’influence

du pH, de la température ¢élevés et du CaCl, sur la stabilité des enzymes.

3.1 Recherche et caractérisation de ’activité gélatinase dans la solution du gingembre

La recherche d’activité gélatinase dans la solution du gingembre, a été effectuée par le
test de I'hydrolyse de la gélatine (Balan et a/ ., 2012).Un résultat positif se traduit par un

liquéfaction de la gélatine.

Gélatinase Positive

GélatinaseNégative

Figure 7:Test de I’hydrolyse de la gélatine par gélatinase
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La gélatinase est une enzyme qui appartiennent a la classe des hydrolases (Steffen et a/
., 1981) et la sous classe des peptidases (Maiti et al.,2017). Cette enzyme permet 1’hydrolyse
de la gélatine, en présence d'une molécule d’eau, en acides aminés (Edison et al ., 2012
Ekpenyong et al.,2016), comme le montre la réaction suivante :

H:D HED
Gélatinase Gélatinase

K‘

Gélatine » Polypeptides » Acides aminés

La gélatinase est présente chez les différents organismes vivants (Balan et al,.
2012).Chez les végétaux, par exemple, elles interviennent pendant la croissance et le

développement de la plante (Marino et al .,2001).

Comme c’est le cas d’autres enzymes, la gélatinase est une enzyme, utilisée dans
différentes industries tels que, I’industrie agro-alimentaire comme par exemple pour
I’attendrissement de la viande (Su et al ., 2009).Dans industrie pharmaceutique pour le

développement des médicaments (Balan et al.,2012) .

3.1.1 Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du CaCl, sur
Pactivité gélatinase
Ces tests ont ¢été effectués afin de déterminer 1’influence du temps d’incubation, le

pH, température, et le CaCl, sur I’activité gélatinase .

3.1.1.1 Détermination du temps d’incubation nécessaire pour I’hydrolyse de
la gélatinase

Les résultats de ce test a permis de révéler que le gingembre est doté d’une activité
gélatinase. L’influence du temps d’incubation sur I’hydrolyse de la gélatine a été testée a 30,
60 et 120 min. Les résultats obtenus montrent que 30 minutes sont suffisantes pour révéler la

présence d’une activité gélatinase qui s’est révélé par une hydrolyse de la gélatine.

28



Reésultats et discussion

3.1.1.2 Influences du pH sur ’activité gélatinase du gingembre

L’influence du pH sur P’activité gélatinase a été testée a pH acide (pH 5), pH neutre

(pH 7) et pH basique (pH 9).

Ce test a révélé que le pH influence sur I’activité gélatinase. En effet a pH 5 et pH 9,
I’hydrolyse de la gélatine n’a pas été détectée, par contre, cette activité a été détectée a pH 7.
Des activités protéasiques optimales a des pHs qui se situent entre 6,5-7,3 ont été trouvées
chez le gingembre (Thompson et al ., 1973)(Su et al.,2009).D’autres travaux ont montré aussi
que des protéases végétales, avaient des pH optimum situé entre7 a 8 (Mehrnoush et

al.2011),

A pH 5 et 9, il y a absence de I’hydrolyse de la gélatine. Le pH acide ou basique
semble influencer I’activité gélatinase. Ce résultat est proche de ce qui a été montré pour les

protéases du gingembre, qui étaient moins actives a pH 5 et 9 (Nafi et al ., 2014).

3.1.1.3 Influence de la température d’incubation sur P’activité gélatinase du
gingembre
L’influence de la température sur I’activité gélatinase a été testée a 4 °C, 20°C, 30 °C

et 45°C.

L’activité gélatinase est observée aux températures d’incubation de 20°C et 30 °C, et

elle est absente aux températures d’incubation de 4 °C et de 45°C.

Ces résultats sont en corrélation avec ce qui a été trouvé par Nafi et a/ (2013), qui ont
rapporté que la protéase de gingembre a présenté¢ une activité protéolytique a 20°C. Aussi
Huang et al., (2011) ont montré que les protéases du gingembre sont actives a des

températures qui se situent entre 3040 °C.

A des températures plus élevées de 40° C une perte d’activité des protéases a été
observée (Huang et al ., 2011).Ce qui est en accord avec le résultat de la perte de 1’activité de

la gélatinase qu’on a trouvé a la température d’incubation de 45°C.

A la température d’incubation de 4 °C, la gélatinase du gingembre ne présente aucune
activité, des résultats similaires en été¢ rapportés par Zhao et al ., (2018) qui ont montré que
I’activité des protéases de gingembre diminue considérablement a des températures basses. La

température de 4 °C est généralement utilisée pour conserver I’enzyme (Nafi et al ., 2014).
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3.1.1.4 Influence du CaCl, sur P’activité gélatinase du gingembre

L’influence du CaCl, sur DP’activité¢ gélatinase a été testée par addition au milieu

réactionnel du CaCl, a une concentration finale de 1 %.

La concentration de 1 % de CaCl, semble affecter I’activité gélatinase, une diminution
de Dactivité gélatinase a ¢été observée. Plusieurs travaux ont montré que [’activité
protéolytique du gingembre est affectée en présence du CaCl, (Falii et al ., 1918 ; Kiitemeyer

et al., 2005 ; Demir et al., 2008 ; Huang et al.,2011).

3.1.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité de la
gélatinase
Ces tests ont été effectués, par recherche d’activité résiduelle de la gélatinase, apres les

différents traitements : thermique, pH et CaCl,.

3.1.2.1 Effet du traitement thermique sur la stabilité de la gélatinase
La thermo stabilit¢ des gélatinases du gingembre a été testée aprés un traitement

thermique, de la solution du gingembre, a 90° C pendant 1h et 2h.

Il a été montré que le traitement thermique modifié la structure des protéines et affecte

la stabilité des enzymes (Pierre et al ., 1977 ; Sanchez et al.,2003).

Les résultats de ce test montrent que I’activité gélatinase est toujours présente apres un
traitement de 1 h a 90°C, par contre, cette activité a disparu aprés 2h de traitement a 90°C.
D’aprés ce résultat la gélatinase du gingembre semble étre thermostable aprés 1 h de

traitement mais elle devient thermosensible aprés 2 h de traitement.

Des étude sont montré que les protéases de gingembre sont stables a 70 ° C et
conservent 70% de leurs activités aprés 1h de traitement (Huang ef a/.,2011).Cependant, a
des températures supérieures a 75 © C, la protéase ne conserve que 10% de son activité et a
100°C, cette enzyme est complétement dénaturée (Murtala e al.,2017).Ce qui est en accord
avec le résultat qu’on a trouvé de la perte d’activité de la gélatinase apres traitement de 2h a

90°C.

Les enzymes protéolytiques thermostables sont trés importantes au niveau industriel

(Rigoldi et al ., 2018). Les enzymes thermostables peuvent étre utilisées dans diverses
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industries nécessitant des températures élevées comme par exemple les industries alimentaires

(Huanget al., 2011).

3.1.2.2 Effet du pH sur la stabilité de la gélatinase
L’influence du pH sur la stabilit¢ des gélatinases a été testée par pré-incubation

d’enzyme pendantlh et 2h dans des tampons a pH 5, 7, 9a 2 M a température ambiante.

Les résultats obtenus montrent que D’activité gélatinase du gingembre est affectée
apres une pré-incubation de la solution du gingembre pendant 1h a pH 5 et pH 9. Des résultats
similaires rapportés par Nafi et al. En (2013) et en (2014) ont montré que les protéases du

gingembre sont affectées par des pHs acides et basiques.

Par contre, le traitement de la solution du gingembre pendant 1h a pH 7 n’affecte pas
la stabilit¢ des gélatinases. Des travaux sur des protéases de gingembre ont montré que le

traitement a pH 7 n’affecte pas la stabilité¢ de ’enzyme (Denis et al ., 1980).

L’activité gélatinase est affectée par la pré-incubation de la solution du gingembre

pendant 2h aux pH 5, pH 7 et pH 9.

Les traitements acide ou basique peuvent altérer la structure des protéines et affecter la

stabilité des enzymes (Talley et al ., 2010 ;Hidaka et al .,2015).

Ces enzymes protéolytiques sont largement utilisées dans les industries alimentaires

(Nafi et al ., 2014; Gagaoua ,2015).

3.1.2.3 Effet du CaCl, sur la stabilité de la gélatinase
L’influence du CaCl, sur la stabilité des gélatinases a été testée par addition de 1% de
CaCl, aux solutions de gingembre. Apreslh et 2h a température ambiante 1’activité gélatinase

est testée.

La concentration de 1 % deCaCl, semble affecter 1’activité gélatinase, une faible

hydrolyse de la gélatine a été observée.

Des travaux ont montré que le CaCl, a un fort effet négatif sur la stabilité¢ des
protéases du gingembre (Nafi et al ., 2013).Aussi il a été observé que le traitement au CaCl,
affecte la stabilité des protéases est elles que celles de Bromeliahieronymi et Moringaoleifera

(Bruno et al., 2010 ; Emmanuel et al., 2012).
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3.2. Recherche et caractérisation de I’activité des lipases dans la solution du gingembre
La recherche d’activité lipolytique dans la solution du gingembre, a été effectuée par

la titration des acides gras libérés dans le milieu réactionnel grace a 1’action des lipases.

Les lipases sont des enzymes qui font partie de la sous-classe des hydrolases (Lanka et
al ., 2015), elles sont responsables du catabolisme des triglycérides en acide gras et en

glycérol (Jaeger et al., 1994 ; Alloue et al.,2007 ; Reis et al., 2009).selon la réaction suivante :
Triglycéride + HO — Di glycéride + acide gras

Les lipases sont présentent chez les différents organismes vivants(Heitz, 2010). Elles sont
largement répondues au sein de la plante, elles sont présentes dans les tissus de réserve alimentaire,
en particulier dans ceux qui contiennent de grandes quantités de triacylglycérols comme les graines
(Fickers et al., 2008).Elles interviennent ¢galement dans la production de 1’énergie nécessaire a la
germination de la graine et au développement de la plante par 1’hydrolyse des triglycérides

(Adlercreutzet al.,1997).

3.2.1 Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du CaCl, sur
Pactivité des lipases
Ces tests ont été effectués afin de déterminer 1’influence du temps d’incubation, le

pH, température, et le CaCl, sur I’activité des lipases du gingembre.

3.2.1.1 Influence du temps sur P’activité des lipases du gingembre
Ce test a révélé que la solution du gingembre présente une activité lipasique.
L’influence du temps d’incubation sur I’hydrolyse des lipides en acides gras a été testée a
différents temps (0, 5, 10, 15, 20 et 30 min). Les résultats de la cinétique de dégradation sont

représentés dans la figure suivante :
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Figure 8: Influence du temps sur I’activité des lipases du gingembre

3.2.1.2 Influence du pH sur P’activité des lipases du gingembre
L’influence du pH sur Pactivité des lipases a été testée a pH acide (pH 5) tampon
phosphate a 0,2M, pH neutre (pH 7) tampon phosphate a 0,2M et pH basique (pH 9) tampon
glycine NaOH a 0,2 M.

Ce test a révélé que ’activité lipasique du gingembre est présente aux différents pHs
testés (figure9). Aussi, le pH semble influencer cette activité. En effet a pH 7, la concentration
d’acide gras libérée et supérieure a celle libérée a pH 5 et a pH 9, ce qui montre quelle pH 7
est le pH optimal de cette activité. Des travaux ont montré que des lipases végétales ont une
activit¢ optimale a pH7, 5 (polizeli et al., 2013).Aussi, on remarque que cette activité

lipasique est supérieure a pH 5 qu’a pH 9.

A pH 9, I’activité des lipases du gingembre est la plus faible comparé, respectivement,
au pH 5 et 7. Le pH alcalin semble influencer 1’activité des lipases du gingembre. Akova et a/
., (2000) ont rapporté que les lipases de la plante Nigellasativa avaient une activité réduite a

pH alcalin.
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Figure 9 : Influence du pH sur I’activité des lipases du gingembre

3.2.1.3 Influence de la température d’incubation sur ’activité des lipases du

gingembre

L’influence de la température sur I’activité de lipase a été testée a 4 °C, 20°C, 30 °C et

45°C. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante :

L’activité lipasique du gingembre est observée aux différentes températures testées.
La température optimale de cette activité est 30 °C, la concentration d’acide gras libérée, a
cette température est supérieure a celle libérée a 20°C et 45°C. La plus faible activité est

observée a 4 °C (figurel0).

Ces résultats sont en corrélation avec ce qui a été trouvé par Eze et Ezema, (2012), qui
a rapporté que les lipases des graines de Cucumeropsismannii présentaient une activité
lipolytique entre 20 et 37°C. Aussi Polizelli et al ., (2013)ont montré que les lipase des

graines de Jatrophacucas sont actives a des températures qui se situent entre 30—40 °C.

Aussi, des activités de lipases ont été observées a 45°C (Eze et Ezema ., 2012), ce qui

est en accord avec le résultat de ’activité des lipases du gingembre qu’on a trouvé.
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Figure 10 : Influence de la température d’incubation sur I’activité des lipases du

gingembre

3.2.1.4 Influence du CaCl; sur P’activité des lipases du gingembre
L’influence du CaCl, sur I’activité de lipase a été testée par addition au milieu

réactionnel du CaCl, a une concentration finale de 1 %.

Le résultat obtenu montre que la concentration de 1 % de CaCl, n’affecte pas ’activité

des lipases du gingembre, 1’activité lipasique est resté identique en présence et en absence du
CaCl, (figurell)

[AG]mM

sans CaCl2 avec CaCl2

Ca(l,

Figure 11: Influence du CaCl, sur Iactivité des lipases du gingembre
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Des travaux ont montré que le CaCl, n’affecte pas I’activité des lipases de I'huile de
soja (Yesiloglu et al ., 2008), et de graine de Brassicanapus (Barros et al.,2010), ce qui est en

accord avec les résultats obtenus.

3.2.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité des lipases

3.2.2.1 Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases
La thermo stabilit¢ des lipases du gingembre a été testée aprés un traitement

thermique, de la solution du gingembre, a 90° C pendant 1h et 2h.

Le traitement thermique affecte 1’activité des lipases (Figure 12), en effet, les lipases
ne gardent que 50% de leur activité aprés lh de traitement a 90°C et 24,96% apres 2h de
traitement a 90°C. Ce qui indique que les lipases du gingembre qu’on a testées ne sont pas

stables surtout apres 2h de traitement a 90°C.

Par contre, il a été démontré que le traitement thermique n’affecte pas la stabilité des
lipases des végétaux tels que le haricot, ce qui explique I’avantage de les utiliser dans les
industries (Barros et al.,2010) telles que les industries alimentaires, les industries des

détergents et les industries pharmaceutiques (Jaeger et Eggert ., 2002).
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Figure 12 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases du gingembre
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3.2.2.2 Effet du pH sur la stabilité des lipases
L’influence du pH sur la stabilit¢ des lipases a été testée par pré-incubation de la
solution du gingembrependantlh et 2h dans des tampons a pH 5, 7, 9 4 2M a température

ambiante.

Les résultats de ce test montrent que I’activité lipolytique est toujours présente apres
un traitement de 1 h et 2h dans des tampons a pH 5, 7, 9 4 2M a température ambiante (Figure

13(A, B et C).
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Figure 13 : Effet du pH sur la stabilité des lipases.(A) : Effet du pHS sur la stabilité des
lipases.(B) : Effet du pH7 sur la stabilité des lipases .(C) :Effet du pH9 sur la stabilité des

lipases du gingembre
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Les résultats obtenus montrent que le traitement de 1h aux différents pHs ne semble
pas affecter 1’activité des lipases du gingembre. En effet, les lipases, aprés 1h traitement,
présentent une activité résiduelle de 79,93% a pH 7, de 75,03% a pH 5, et de 66,54% a pH 9
ce qui montre une bonne stabilité aux pHs acide, neutre et basique .Ce qui est en accord avec
des travaux qui ont montré que les lipases des végétaux tels que le Laurusnobilis sont
extrémement stables a une gamme de pH allant de 7 a 10 (Barros et al .,2010). D’autres étude
sont montré que les lipases de Arabidopsis sont stable a des pHs entre 5.8 et 8.0 (Li et al,,

2015).

Par contre, les résultats obtenus, du traitement pendant 2h aux différents pHs,
montrent que 1’activité des lipases du gingembre est plus affectée que pour le traitement de
1h. En effet, les lipases, aprés 2h traitement, présentent une activité résiduelle de 59, 97% a
pH 7, de 49,93% a pH 5, et de 33,27 % a pH 9.Ce résultat confirme la bonne stabilité de
I’enzyme a pH neutre. Ce qui est en accord avec des travaux qui ont montré que les lipases

des graines d’haricot sont stables a un pH proche de la neutralité¢ (Enujiugha et al ., 2004).

3.2.2.3 Effet du CaCl, sur la stabilité des lipases
L’influence du CaCl, sur la stabilité des lipases a été testée par addition de 1% de
CaCl, aux solutions de gingembre. Aprés 1h et 2h de traitement a température ambiante,

I’activité résiduelle a été testée.

Les résultats obtenus (Figure 14) montrent que les lipases du gingembre ont gardé
75,03 % de leur activité apres lh de traitement et 49,93% de leur activité aprés 2h de
traitement. Ce qui montre que le CaCl, n’affecte pas, séveérement, la stabilité de 1’enzyme

surtout apres 1h de traitement.

39



Résultats et discussion

80
Q
x
z 70
°
® o 60 -
= 3
q.aE 50 -
T 2 10
== i
s &
ww30_
ng:
w S 20 -
=
& 10 -
[P]
< 0 - .
1h 2h
CaCl,

Figure 14: Effet du CaCl, sur la stabilité des lipases du gingembre

Des travaux sur la lipase d’haricot sont montré que l'ajout de CaCl, n’affecte pas la
stabilité des lipases qui gardent 64% de leur activité apres traitement (Enujiugha et al ., 2004),

ce qui est en accord avec les résultats qu’on a obtenus.

3.3 Recherche et caractérisation de ’activité des catalases dans la solution du gingembre

La recherche d’activité de catalase dans la solution du gingembre, a été effectuée par
la mesure de la concentration en H,O, restante aprés la réaction. Un résultat positif se traduit

par la disparition d’H,O; en fonction du temps.

Les catalases sont des enzymes qui appartiennent a la classe des oxydoréductases, ces
enzymes catalysent la conversion du peroxyde d'hydrogeéne en une molécule d’eau H,O et une

molécule d’oxygeneO, (Alfonso-Prieto ef al., 2009), selon la réaction suivante :
2H,O0, — 2H,0+0,

Les catalases sont des enzymes présentes chez les différents organismes vivants
(Nichols et al ., 2001). Les catalases sont essentielles dans la défense antioxydant et dans le
maintien de 1'équilibre redox (Willekens et al ., 1997).Chez les végétaux, les catalases sont
impliquées dans un réseau de métabolisation du peroxyde d'hydrogéne qui agit dans la
transduction de signaux cellulaires (Rindler et a/ ., 2016). Elles jouent également un role

important dans la défense, le vieillissement et la sénescence des plantes (Yang et al ., 2002).
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Aussi, ces enzymes permettent la protection des cellules contre les dommages d'oxydation en

convertissant ces especes d'oxygene en oxygene et 1'eau (Dincler et a/ ., 2001).

Les catalases sont utilisées dans divers processus industriel, par exemple, elles sont
utilisées dans l'industrie alimentaire pour éliminer le peroxyde d'hydrogéne du lait avant la
production de fromage ou dans les emballages alimentaires pour empécher les aliments de
s'oxyder (Sepasi et al., 2018). Ces enzymes sont utilisées aussi en cosmétique dans les
produits de traitement du vieillissement (Sepasi et al ., 2018) et dans la préparation des
cremes, émulsions et solutions désinfectantes (Campanella et al, 1998). Les catalases sont
¢galement utilisées dans l'industrie du textile, éliminant le peroxyde d'hydrogéne des tissus

pour s'assurer que le matériau est exempt de peroxyde (Amorim et al ., 2002).

3.3.1. Courbe étalon de I’H,0,
Un courbe étalon DO=f ([H,0,]) a été établit pour déterminer la quantit¢ d’ H,O,

dégradeé par les catalases du gingembre(Figurel3).
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Figure 15 : Courbe étalon de I’ H,O,

3.3.2. Influence du temps, du pH, de la température d’incubation et du sur P’activité des
catalases
Ces tests ont été effectués afin de déterminer I’influence du temps d’incubation, du

pH, de la température, et du CaCl, sur ’activité catalasique du gingembre.
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3.3.2.1 Influence du temps sur ’activité des catalases du gingembre
Ce test a permet de mettre en évidence la présence d’activité catalasique chez le
gingembre. L’influence du temps d’incubation sur la dégradation du H,O, a été testée a
différent temps 0, 5, 10, 15, 20 et 30 min. Les résultats obtenus sont représentés dans la

Figure suivante :
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Figure 16 : Influence du temps d’incubation sur ’activité catalasique du gingembre

Les résultats de ce test a permis de révéler la présence d’activité catalasique chez le
gingembre. Les résultats obtenus montrent que la quantit¢ d’H,O, dégradée augmente en

fonction du temps (Figure 16), ce qui signifie la présence d’une activité catalasique chez le

gingembre.

3.3.2.2 Influence du pH sur Pactivité des catalases du gingembre
L’influence du pH sur I’activité des catalases a été testée a pH 5, pH 7 et pH 9 aprés

30 minutes d’incubation.

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure suivante :
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Figure 17: Influence du pH sur ’activité catalasique du gingembre

Ce test a réveélé que I’activité de catalase du gingembre est présente aux différents pHs

testés.

Le pH semble influencer cette activité catalasique. En effet, a pH 7 (pH optimal), la
quantité¢ du H,O, dégradé est de S90uM, supérieure a celle dégradé a pH 9 et a pH 5 et qui ne

représente, respectivement, que 490 et 450uM aprés 30 min d’incubation.

Des catalases avec des activités optimales a pH neutres ont été étudiées. Des travaux
ont montré que les catalases de la plante Malvasylvestri sont une activité optimale a pH 7.5
(Arabaciet al ., 2013). D’autres travaux aussi en montre que les catalases des choux ont un

optimum d’activité a des pH qui se situent entre 6.8 et 7 par (Williams ,1928).

3.3.2.3 Influence de la température d’incubation sur P’activité des catalases du
gingembre

L’influence de la température sur 1’activité de catalase a été testée a 4 °C, 20°C, 30 °C

et 45°C apres 30 minutes d’incubation. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure

suivante :
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Figure 18: Influence de la température d’incubation sur I’activité des catalases du

gingembre

Les résultats obtenus montrent que la température d’incubation influence cette activité
catalasique du gingembre. En effet, a 20°C et 30°C, la quantit¢ d’H,O, dégradée est,
respectivement, de 520 et 550 uM, qui est supérieure a celle dégradée a 4°C et 45°C et qui

sont, respectivement, de 430 et 470uM.

Ce résultat montre que la catalase du gingembre et plus active a 20°C et 30°C, qu’a
4°C et 45 °C, ce qui révele que la température optimale de 1’activité catalasique situe entre 20

et 30°C.

Les travaux de Matters et al (1986), ont montré que les catalases du Mais présentaient
une activité optimale entre 20°C et 40°C, ce qui est en accord avec les résultats obtenus et qui
montrent que les catalases du gingembre sont actives aux températures d’incubation de 20°C

et 30 °C.

Des ¢études ont montré, aussi, que des températures supérieures a 40° C, influencées
I’activité des catalases (Scandalios et al ., 2000), ce qui est en accord avec notre résultat qui

montre que ’activité des catalase est plus faible 45°C.

A la température d’incubation de 4 °C, la catalase présente une faible activité, des
résultats similaires rapportés par Arabaci et al ., (2013) ont montré que [’activité des

catalasesde la plante Malvasylvestris est faible a 4 °C.
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3.3.2.4 Influence du CaCl, sur P’activité des catalases du gingembre
L’influence du CaCl, sur I’activité de catalase a été testée par addition au milieu
réactionnel du CaCl, a une concentration finale de 1 %. Les résultats obtenus sont représentés

dans la Figure suivante :
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Figure 19 : Influence du CaCl, sur I’activité des catalases du gingembre.

Une diminution de ’activité catalasique a été observée apres ajout del % de CaCl,, la
quantité¢ d’ H,O, dégradée est passée de 590uM a 450 uM apres ajout de 1 % de CaCl,. Ce

résultat montre que le CaCl, a influencé I’activité du catalasique du gingembre.

Des études ont montré que le CaCl, a 1%, perturbe I’activité des catalase du
Phyllanthus amarus, ou une réduction de cette activité a été observée en présence de CaCl,

(Liu et al.,1999)(Cheruth et al., 2008).

Un résultat similaire a été rapporté par Benkaddour et al.,(2013) ou I’activité des

catalases du blé Dur Triticum Durum et diminue en présence du CaCl,.

3.3.3. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la stabilité catalases
Ces tests ont été effectués, par recherche d’activité résiduelle de catalase, aprés

différents traitements (thermique, pH et CaCl,).
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3.3.3.1 Effet du traitement thermique sur la stabilité des catalases
La thermo stabilité des catalases du gingembre a été testée aprés un traitement

thermique, de la solution du gingembre, a 90° C pendant 1h et 2h.

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure suivante :
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Figure 20 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des catalases du gingembre

Le traitement thermique affecte 1’activité des catalases (Figure 21), en effet, les
catalase ne gardent que 48.57 % de leur activité aprés 1h de traitement a 90°C et 37.5% apres
2h de traitement a 90°C. Ce résultat indique que les catalases du gingembre qu’on a testé ne
sont pas stables surtout aprés 2h de traitement a 90°C Il a ét¢ démontré que le traitement
thermique affecte la stabilité des catalases des Beta vulgavisvav, aprés traitement de 80°C

(Dincler et al ., 2000).

3.3.3.2 Effet du pH sur la stabilité des catalases
L’influence du pH sur la stabilité des catalase a été testée par pré-incubation de la
solution du gingembrependant 1h et 2h dans des tampons a pH 5, 7, 9 a 2M et a température

ambiante.

Les résultats de ce test montrent que I’activité des catalases est toujours présente apres

un traitement de 1 h et 2h dans des tampons a pH 5, 7, 9 a 2M Figure 21 (A, B et C).
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Figure 21 : Effet du pH sur la stabilité des catalases du gingembre.(A) :Effet du pHS sur la
stabilité des catalases du gingembre.(B) :Effet du pH7 sur la stabilité des catalases du
gingembre. (C) Effet du pH9 sur la stabilité des catalases du gingembre.

Les résultats obtenus montrent que le traitement de 1h et 2h aux différents pHs affecte
I’activité des catalases du gingembre. En effet, les catalases, aprés 1h de traitement, présentent
une activité résiduelle de 53.84% a pH 7, de 53.06% a pH 9, et de 44.5 % a pH 5 et de
40.38% apH 7,de 32.77% apH 9, et de 37.5 % a pHS apres 2h de traitement. Dés travaux
ont montré que les catalases des végétaux tels que Lycopersiconesculentum Mill perdent de
leur stabilité a une gamme de pH allant de 5 a 9 (Lokhandwala et al ., 2014), ce qui en accord
avec les résultats obtenus. D’autres travaux ont montré que les catalases de Malvasylvestris L
est plus stable a pH neutre, cependant, elles perdent de leur stabilité¢ rapidement a des pHs

alcalins et acides (Arabaci ef al ., 2013).
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3.3.3.3 Effet du CaCl, sur la stabilité des catalases
L’influence du CaCl, sur la stabilité¢ des catalases a été testée par addition de 1% de
CaCl, aux des solutions de gingembre. Apres 1h et 2h de traitement a température ambiante,
Iactivité¢ résiduelle a été testée. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure

suivante :
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Figure22: Effet du CaCl, sur la stabilité des catalases du gingembre

Les résultats obtenus montrent que la stabilité¢ des catalases du gingembre est affectée
apres un traitement, pendant 1h et 2h, avec du CaCl,. En effet, les catalases, aprés 1h de

traitement, présentent une activité résiduelle de 47.5% et de 35% apres 2h de traitement.

Des études ont montré que le prétraitement des catalases de Viciafaba, par le CaCl, a 2
% affecté leur stabilité (Issam ef a/ ., 2012), de méme que Afiyanti et al (2014) ont rapporté

que le CaCl, affecte significativement les catalases des feuilles de Ipomoeabatatas
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Conclusion et perspectives

Comme il ét¢ mentionné dans la partie synthése bibliographique les enzymes
présentent une grande importance aussi bien au niveau cellulaire qu’au niveau industriel.
L’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser, chez le gingembre, 1’activité de
deux hydrolases (gélatinase et lipase), qui peuvent avoir un intérét industriel, et de les

comparer avec les catalases.

Les résultats des tests effectués ont montré la présence d’activités des 2 hydrolases
(gélatinases et lipases). L’étude de I’influence des températures sur 1’activité de ces
hydrolases a révélé, pour les gélatinases , la présence d’activité aux températures de 20°C et
30°C, une activité absente a 4 °C et a 45°C, alors que les lipases présentent une activité

optimale a 30°C, une bonne activité a 20°C et 45°C et une faible activité a 4 °C.

L’influence du pH sur [Dactivit¢ des 2 hydrolases a ¢été testéte a pH 5
pH7 et pHY9, les résultats de ce test montrent que des hydrolases ont
une activité optimale a pH7. L’influence du CaCl, sur I’activité des hydrolases a été aussi
testée a une concentration de 1%, les résultats montrent que 1’activité des gélatinases est

affectée par la présence du CaCl,, ce qui n’est pas le cas de I’activité des lipases.

Concernant les tests de stabilit¢é de ces hydrolases, les résultats du traitement
thermique a 90°C pendant 1h ont montrés une stabilité des deux hydrolases, alors qu’elles

sont thermosensibles apres 2 h de traitement.

Pour ce qui est traitements aux  différents pH, les résultats
montrent que la stabilité de ces hydrolases est affectée aux traitements pH 5 et pH 9. Pour le
traitement avec le CaCl,, la stabilité des gélatinases et lipases sont affectées par la présence

du CaClz.

Le 2™ objectif de notre travail est de rechercher et caractériser, chez le gingembre,
I’activité des enzymes de la famille des oxydoréductases (catalases). Les tests de recherche
des catalases ont révélés la présence de cette activité chez le gingembre. L’étude de
I’influence des températures sur I’activité¢ des catalases a révélé des températures optimales
de 20°C et 30°C, une activité plus faible est détectée a 4 °C et a 45°C.L’influence du pH sur

I’activité des catalases a révélé une activité optimale a pH7. Les résultats I’influence du
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CaCl, sur I’activité catalases a montré que la présence du CaCl, a influencé 1’activité des

catalases.

Concernant les tests de stabilité des catalases, les résultats du traitement thermique a

90°C ont montrés une faible stabilité des catalases apres ce traitement, avec, respectivement,

48.57 % et 37.5% d’activité résiduelle aprés 1h et 2h de traitement. Pour ce qui est stabilité

des catalases a des traitements pHs et CaCl,, les résultats obtenus montrent que ces catalases

sont affectées par ces différents traitements.

Afin de mieux caractériser les enzymes du gingembre, d’autres activités catalytiques

seront recherchées, ensuite ces enzymes peuvent €tre extraites et purifiées pour rechercher

des propriétés demandées dans les différents secteurs industriels.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des résultats de la caractérisation des enzymes chez

le gingembre

Gélatinases | Lipases Catalases
Activité pH optimal 7 7 7
enzymatique | Température optimale Dégradation | 30°C 30°C
de la
gélatine a
20°C et a
30°C
Activité en présence du | Activité Activité non | Activit¢ un peu
CaCl, fortement affectée affectée
affectée
Stabilité Stabilité pH S5 Instable Instable Instable
enzymatique | au pH 7 Instable Stable Instable
apres 2 h de | différents | pH 9 Instable Instable Instable
traitement pHs
Stabilité a 90°C Instable Instable Instable
Stabilité en présence de | Instable Moins Instable
CaCl, stable
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Résumé

Comme c’est le cas chez les autres organismes vivants, il a été montré que les enzymes jouent un role trés
important chez les plantes. Ces molécules interviennent dans de nombreux processus biologiques, tels que le
meétabolisme, le développement, ..., etc. Le présent travail est mené dans le but de rechercher et de caractériser
lactivité enzymatique de 2 hydrolases (gélatinases et lipases) et d’une oxydoréductase (catalases) chez
Zingiber officinale(gingembre), une plante qui appartient a la famille des Zingiberaceae et représente 'une des
plantes les plus utilisées par I’homme, en raison de ces propriétés anti oxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes. ...

La caractérisation de ces enzymes a été effectuée par étude de I’influence de la température, du pH et du
CaClpsur lactivité et la stabilité de ces enzymes a été testée. Les résultats obtenus montrent la présence
d’activité enzymatique des gélatinases, des lipases et des catalases avec des activités optimales a 30°C et a
pH 7. Le CaClz n’influence pas I’activité des lipases, par contre, il influence I’activité des catalases et fortement
celle des gélatinases.

Pour la stabilité, les resultats ont montré que les 3 enzymes perdaient de leur stabilité enzymatique apres
des traitements de 2h a des conditions extrémes de température, de pH et de CaClo.

Mots-clés :Zingiber officinale, activité enzymatique, stabilité enzymatique, hydrolases, oxydoréductases,
gélatinases, lipases, catalases.

Abstract

As with other living organisms, enzymes have been shown to play a very important role in plants. These
molecules are involved in many biological processes, such as metabolism, development, etc. The present work
is carried out with the aim of researching and characterizing the enzymatic activity of 2 hydrolyses
(gelatinasesand lipases) and of an oxidoreductase (catalases) in Zingiber officinale(ginger), a plant which
belongs to the Zingiberaceae family and represents one of the plants most used by man, because of its
antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial properties....

The characterization of these enzymes was carried out by studying the influence of temperature, pH and CacCl;
on the activity and the stability of these enzymes was tested. The results obtained show the presence of
enzymatic activity of gelatinases, lipases and catalases with optimal activities at 30 ° C and at pH 7. CaCl, does
not influence the activity of lipases; on the other hand, it influences the activity catalasesand strongly that of
gelatinases.

For stability, the results showed that the 3 enzymes lost their enzymatic stability after treatments of 2
hours at extreme conditions of temperature, pH and CaClo.

Keywords: Zingiber officinale, enzymatic activity, enzymatic stability, hydrolyses, oxidoreductase ,gelatinases,
lipases, catalases.
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