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Résumé

L’objectif de cette étude est l’obtention des peptides antimicrobiens issus de l’hydrolyse
caséinolytique par une métalloprotéase pure de Lactococcus lactis subsp lactis isolée à partir de
lait de ferme de la région de Chlef.

La protéase a été purifiée essentiellement par les méthodes chromatographiques, la
chromatographie échange de cations sur SP-Sépharose et la chromatographie sur gel filtration G-
50SF. La masse moléculaire de la protéase a été estimée à 38KDa par gel filtration G-100 et
SDS-PAGE. L’enzyme appartient à la classe des métalloprotéase, rarement signalée chez les
lactocoques.

Le mode d’action de la protéase de Lc.l16 sur la caséine a été révélée similaire que celui
de la pepsine (protéase de référence). Ce mode adopte le mécanisme « one by one ». Ainsi, les
peptides antimicrobiens sont considérés des produits d’hydrolyse intermédiaires.

Le cinétique d’hydrolyse été suivi par chromatographie liquide en phase inverse (CLHP-
PI, colonne C18) et par électrophorèse type SDS-PAGE à 15%. Les peptides actifs ont été
identifiés par spectrométrie de masse (LC/MS et MALDI-TOF), après fractionnement et
purification en utilisant la méthode d’adsorption/désorption et la CLHP-PI. Ces sont caractérisés
par la détermination de leurs concentrations minimales d’inhibition (CMI) et de la nature,
bactériostatique ou bactéricide, de leur activité.

Des extraits enrichis en peptides antimicrobiens sont préparés par l’action d’une pepsine
(enzyme de référence) et la protéase pure de Lc.l16 sur la caséine bovine. Les peptides actifs
obtenus du modèle pepsine/caséine correspondent à ceux déjà connus de la caséine αs2 (164-179 ;
148-166 ; 180-207 ; 183-207 et 176-207) et à de nouveaux fragments identifiés et dont certains
sont des précurseurs de peptides actifs : (131-174), (153-196), (99-137) (99-163/100-164), (114-
176) (115-174), (126-184), (28-90) et (138-184) pour la caséine αs2 et (9-68/70-126) pour la
caséine αs1. L’extrait enrichi en peptides antimicrobiens ainsi que le peptide αs2 (164-207) séparé
à l’état pur, ont présenté des valeurs de CMI plus faibles sur les souches à Gram-positif
comparées à celles déterminées sur les souches à Gram-négatif. A la CMI, ils présentent un effet
bactériostatique sur les bactéries à Gram-positif et un effet bactéricide sur les souches à Gram-
négatif.

Par contre, pour le modèle métalloprotéase de Lc.l16/caséine, un seul peptide actif
identifié et généré de la caséine αs2 de masse moléculaire égale à 851,385 Da avec une séquence
en peptides de type SSSEESII correspondant au fragment (24-31). Ce peptide a démontré une
activité antibactérienne contre deux bactéries Gram-positive Listeria innocua ATCC 33090 et
Micrococcus luteus ATCC 4698, et deux bactéries Gram-négative: Escherichia coli ATCC
25922 et Salmonella enteritidis ATCC13076. La prédiction de la structure secondaire du peptide
indique qu’il est anionique et adopte une structure en hélice aléatoire, avec une région
d’hydrophobicité courte, ce qui lui confère un comportement particulier comparé aux celui des
peptides antimicrobiens conventionnels. Ce peptide n’a jamais été signalé dans la littérature et
considéré comme un nouveau peptide antibactérien qui va s’ajouter au groupe des peptides
antimicrobiens.

Mots clés : peptides antimicrobiens, caséine bovine, métalloprotéase, Lactococcus lactis, RP-
HPLC, MALDI-TOF, CMI.



Abstract

The objective of this study is the obtaining of antimicrobial peptides derived from hydrolysis
caseinolytic by a metalloprotease of Lactococcus lactis subsp lactis isolated from farm milk in
the region of Chlef.

The protease was purified essentially by the chromatographic methods, the cation
exchange chromatography SP-Sepharose chromatography and gel filtration on a G-50SF. The
molecular weight of the protease is equal to 38KDa estimated by G-100 gel filtration and SDS-
PAGE. The enzyme belongs to the class of metalloproteinase rarely reported in lactococci.

The action of the protease pepsin (reference protease) and Lc.l16 protease on casein
follows a mechanism named "one by one". According to the results, antimicrobial peptides are
intermediate hydrolysis products.

The hydrolysis is carried out by the action of three gastrointestinal proteases; pepsin,
trypsin and chymotrypsin. The hydrolysis is followed by chromatographic (RP-HPLC, C18
column) and electrophoresis (SDS-PAGE, 15 %) analysis. The active peptides were identified by
mass spectrometry (LC/MS and MALDI-TOF), after split and purification on RP-HPLC. They
are characterized by determination of the Minimum inhibitory concentration (MIC) and
bactericidal or bacteriostatic properties.

Extracts enriched antimicrobial peptides are prepared by the action of a reference enzyme
(porcine pepsin) and the purified protease Lc.l16 Bovine casein. The active peptides obtained for
the case of the reference protease correspond to those already known to the αs2 casein (164-179;
148-166; 180-207; 183-207 and 176-207) and new fragments identified and whose some are
precursors of active peptides: (131-174) (153-196) (99-137) (99-163 / 100-164), (114-176) (115-
174) (126-184 ), (28-90) and (138-184) for the αs2 casein (9-68 / 70-126) for αs1 casein. The
enriched extract antimicrobial and αs2 the peptide (164-207), separated in the pure state, and
showed lower MIC values against Gram-positive strains compared with those determined on the
strains Gram negative. At the MIC, they exhibit a bacteriostatic effect against Gram-positive
bacteria and a bactericidal effect on gram-negative strains.

However, in the case of the purified protease of Lc.l16, only one active peptide identified
and generated from the αs2 casein with a molecular mass equal to 851.385 Da having a sequence
of peptide of the SSSEESII type. This peptide demonstrated antibacterial activity against two
Gram-positive bacteria: Listeria innocua ATCC 33090 and Micrococcus luteus ATCC 4698, and
two Gram-negative bacteria: Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella enteritidis
ATCC13076. Prediction of peptide secondary structure indicated that this peptide is anionic and
must have random coil structure with a small region of hydrophobicity, which confers to the
peptide unusual behavior compared to conventional antimicrobial peptides. This peptide has
never been reported in the literature and is considered a novel antibacterial peptide which will be
added to the group of antimicrobial peptides.

Key words: antimicrobial peptides, bovine casein, metalloprotease, Lactococcus lactis, RP-
HPLC, MALDI-TOF, CMI.



ملخص

ɪࢫ ɨȨ ȗɦȄࢫɪ ɐɘȉࢫȲȆɜȉכ ȑࢫ ʊɨȧ ɵࢫ ʈȴȆɠࢫɵ ɭࢫȔ ȆȋɼȳɡɮɨɦࢫȒȮȆɄ ɭࢫȔ ȄȯʊȘȍȉࢫɪ ɏࢫɤɽɀ ȓȷࢫɽɸࢫȄݍݰ ȄȲȯɦȄࢫɷȯɸࢫɵ ɭࢫɖ ȯɺɦȄ

Ⱦࢫ؅ɡȍɦȆȉفȆʆࢫȓʊɴȍɨɦȄࢫ ȆݍݵȄ׿ܣࢫ ʈȵɱכLactococcus lactis subsp lactisࢫə ɨȼ ɦȄࢫȓɜɈ ɳࢫםȓɏȲȵםȄࢫȳɜȉࢫȑ ʊɨȧ ɵࢫ ɭࢫȒȆɜȗɳםȄ.

ɪࢫȄȳɓɽȕȆɭɼȳɡɦȄࢭʏࢫ ʊɨȨ ȗɦȄࢫɚȳɇ ȓɈࢫ ȷ Ȅɽȉࢫɯ ʈȵɱכ ɯࢫɤȵɏࢫ ȕࢫʎɲɽʆכ ɤࢫ ȮȆȍȗɨɦࢫʏࢭȄȳɓɽȕȆɭɼȳɡɦȄࢫɪ ʊɨȨ ȗɦȄࢫࢫ Ȇ֗ȷ Ȇȷ ǷSP-

Sépharoseࢫʅ ȰɽɘɳɦȄࢫɬֺ ɺɦȄࢫɼ.ʏࢭȄȳɓɽȕȆɭɼȳɡɦȄࢫɪ ʊɨȨ ȗɦȄࢫȓɈ ȷ ȄɽȉࢫɷȯʆȯȨ ȕࢫɯ ȕࢫɯ ʈȵɱֿ ɰࢫȄݍݨǽȵࢫ ȴɽɦȄG-100وSDS-PAGE

ȆʈɼȆȸ ɭ38KDa.ࢫȾ ɽɀ Ȭ ȉࢫȆٕڈɦǻࢫɚȳɈ ȗɦȄࢫɯ ȕࢫȆɭࢫȄȲȰȆɱܣۘࢫ ɦȄࢫȓʊɱȯɐםȄࢫȔ Ȇɮʈȵɱכ ɯࢫ ȸ ɛࢫʄڲȄ׿ܣࢫ ȗɴʆࢫɯ ʈȵɱכLactococcus lactis.

ɵࢫ ɭࢫȒȆɜȗɳםȄࢫɯ ʈȵɱכ ɰࢫɼࢫ ȸ؈ ȎʊȍɦȄࢫɰ כɮʈȵɱ؈ ɰࢫ ǻLc.l16ࢫࢫࢫȓʊɦך ɰࢫ ȓɈࢫȉ؈ ʊȷ ɼࢫȓʊɦֽ ɵࢫȆɜɗɼࢫ ʈȴȆɢɦȄࢫʄڴɏࢫɰֺ ɮɐȖ)ࢫɽɨȕࢫȯȧ Ȅɼ

ȳȫכ.(ȓɈ ʊȷ ɼࢫɪ ɨȨ ȗɦȄࢫȔ Ȇȣ ȗɳɭࢫʏۂ Ȕࢫ ȆȋɼȳɡʊɮɨɦࢫȒȮȆɄ ȔࢫȄם ȄȯʊȗȎʊȍɦȄ֗ࢫ ɪࢫɨɏڈȆٕࢫ ɀ Ȩ ȗםȄࢫȥǾȆȗɳɦࢫȆɜɗɼ.

ʏࢭȄȳɓɽȕȆɭɼȳɡɦȄࢫɪ ʊɨȨ ȗɦȄࢫɝ ʈȳɇ ɵࢫ ɏࢫɪ ɨȨ ȗɦȄࢫɑȍȘʆ)(RP-HPLC C18،ʎǿȆȋȳɺɡɦȄࢫɼ)ࢫ٪(SDS-PAGE ȯʆȯȨࢫ.15 ȕࢫɯ ȕ

əࢫȗɡɦȄڴʏࢫ ʊɈ ɦȄࢫȶ ȆʊɜȉࢫȓɈ ȼ ɴɦȄࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȍɦȄ)LC/MSوࢫMALDI-TOF(ࢫɼࢫࢫʏࢭȄȳɓɽȕȆɭɼȳɡɦȄࢫɪ ʊɨȨ ȗɦȄࢫȓɈ ȷ ȄɽȉࢫȆْڈʊɜɳȕࢫȯɐȊ

ɉࢫࢫ ȍȝםȄࢫʃɲȮכ ȯʆȯȨࢫɟȳȕ؈قࢫȄݍݰȯࢫ ȕࢫɝ ʈȳɇ ɵࢫ ɏࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȍɦȄࢫɷȯɸࢫȒ؈قɭ(MIC)ࢫࢫȆʆ؈فȗɡȍɦȄࢫʄڴɏࢫȆɸ؈فțǸȕࢫȓɜʈȳɇ .ɼࢫ

כȲȆɜȉا ɵࢫ ʈȴȆɠࢫɵ ɭࢫȔ ȆȋɼȳɡʊɮɨɦࢫȒȮȆɄ ɭࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȉࢫȥ ȗɴʆࢫɰ ȸ؈ ȎȍɦȄࢫɪ ɐɘȉࢫɪ ɨȨ ȗɦ.ɵ ɭࢫɁ ɨȬ ȗȸ ɭ؈فࢫɄ Ȩ ȕࢫɯ ȕࢫȔ ȄȯȗȎʊȍɦȄ

ɵࢫʅȳɜȍɦȄࢫ؅ɱȆȉقɎȄࢫɷȯɸࢫ ʈȴȆɢɦȄࢫȓɭֺ ȧ ɵࢫ ɭࢫࢫȒȮȆɄ כȓʊɱɽʆࢫɼࢫȓȡȲȮࢫȄם șࢫțǸȕ؈فࢫȒɽɜɦȄࢫ Ȩ ȕࢫȑ ʋȷ ɝࢫ؅ɦȄف ʈȳɇ ɵࢫ ɏࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȍɦȄ

ȓɃ ɽɮݍݰȄ.ɵ ʈȴȆɠࢫɵ ɭࢫȓɈ ȼ ɴɦȄࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȍɦȄࢫȯɮȗȸ Ȗ2αsࢫɵ ʈȴȆɠࢫɼαs1ࢫࢫȆʆȆɌ ȼ ɦȄࢫɑɭࢫɝ ɗȄɽȗȕࢫȆٰڈ ǻ)164-179) (148-166) (180-

207) (183-207) (176-207(ɵ ʈȴȆɠαs2.ࢫȒȯʆȯȡ ȓɈࢫ ȼ ɲࢫȔ ȄȯʊȗȎʊȉࢫȯʆȯȨ ȕࢫɯ ȕࢫȯɛɼ) :132-174) (153-196) (99-137(

)100-164) (114-176) (115-174) (126-184) (28-90) (138-184(ɵ ʈȴȆɠࢫɵ ɭαs2ࢫɼ)9-68) (70-126(ɵ ʈȴȆɠࢫࢫɵ ɭαs1..ࢫ

ɯࢫȄݍݰȯࢫ)ȯʊȗȎʊȍɦȄαs2)164-207ࢫ ʊɛࢫʏࢫࢭɂ ȆɘȬ ɱȄࢫɼȳɸȮǷࢫȓɈ ȼ ɴɦȄࢫȔ ȄȯȗȎʊȍɦȄࢫɁ ɨȬ ȗȸ ɭࢫɼࢫȓʊɜɱࢫȓɦȆȧ ɻɨɀࢫࢭʏࢫ ɗࢫɯ ȕࢫʅ ȱɦȄ

ɉࢫࢫ ȍȝםȄࢫʃɲȮכ(MIC)ࢫɬȄȳݍݨȄࢫȓȍɦȆȷ Ȕࢫ ַ ֺ ȷ Ȕࢫɏڴʄࢫ Ȯȯȧ ܣۘࢫ ɦȄࢫɣ ɨȗȉࢫȆȗɱȲȆɜɭࢫɬȄȳݍݨȄࢫȓʊȉȆȣ ʆǻࢫȆʆ؈فȗɡȍɦȄࢫʄڴɏ.ࢫࢫȔ ȄȯȗȎʊȍɦȄ

ʅࢫȓɮʊɜɦࢫ ɼȆȸ ʇ؈قࢫɟ؅فȉࢫȆɸȲȆȍȗȫ Ȅࢫɯ ȕܣۘࢫ ɦȄࢫࢫȒȮȆɄ ȓʊȉȆȣࢫȄݍݨɬȄȳࢫɼࢫțǸȕ؈فࢫࢫȄ(MIC)ם ʆǻࢫȆʆ؈فȗɡȍɦȄࢫȳțȆɢȕࢫʄڴɏࢫș Ȏȝɭ؈فࢫțǸȕࢫȆɺɦࢫɰɽɢʆ֗ࢫ

ȓȍɦȆȷࢫȄݍݨɬȄȳࢫ Ȕࢫ ַ ֺ ȷ .ȯʊȍɭࢫɏڴʄࢫ

ɵࢫ ʈȴȆɠࢫɵ ɭࢫɻɦȵɏࢫɯ ȕࢫȆʆ؈فȗɡȍɨɦࢫȮȆɄ ɭࢫȯȧ ȄɼࢫȯʊȗȎʊȉࢫȯʆȯȨ ȕࢫɯ ȕࢫɻɱȆɗࢫȒȆɜȗɳםȄࢫɯ ʈȵɱכ Ɂࢫ Ȭ ʆࢫȆɮʊɗࢫȆɭǷαs2ࢫȂʉȵȡ ɰࢫ ȴɼࢫɼȰ

ȆʈɼȆȸࢫ ɭ851.385لࢫKDaࢫࢫȓʊɨȸ ɨȸ ȖࢫȓʊɴȋɼࢫɼȓʊȕךSSSEESIIࢫࢫǴȵݍݨȆȉࢫȓɜɨɐȗםȄɼ(31-24).ࢫȯɃ Ɇࢫ Ȇȼ ɲࢫࢫȳɺɋ ǷࢫȯʊȗȎʊȍɦȄࢫȄȱɸ

ɯࢫ ȸ ɛࢫʄڲȄࢫȓɐȊȆȕࢫɰ ȯɃࢫɳțȄ؈ ࢫ֗ ȒȲȆɄࢫ ɦȄࢫȆʆ؈فȗɡȍɦȄGram +Listeria innocua ATCC Micrococcusو33090 luteus

ATCC ɰࢫȄڲʄࢫ4698 ɰࢫȗɐȊȆȕ؈ ȕȳȫ؈ ǷࢫɼGram -Escherichia coli ATCC Salmonellaو25922 enteritidis

ATCC13076. استشراف البنیة الثانویة بینت أن البیبتید ذو طبیعة أنیونیة وذو نمط حلقي عشواءى الشيء الذي یعطیة
.خاصیة غیر موجودة عند البیبتیدات المعروفة

ȓʊȸࡧ ʋǾȳɦȄࡧȔ ȆɮɨɢɦȄ:Ȕ ȆȋɼȳɡʊɮɨɦࢫȒȮȆɄ ȔࢫȄם ȄȯȗȎʊȍɦȄ֗ࢫ ȔࢫȄםȓʊɱȯɐࢫ Ȇɮʈȵɱכ ࢫ֗ ɵࢫ ʈȴȆɠ֗ࢫLactococcus lactis,HPLC,

MALDI-TOF, CMI.
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Introduction



Depuis des millénaires, les êtres humains ne cessent de se servir des microorganismes

pour élaborer des produits alimentaires. Ces êtres microscopiques omniprésents notamment dans

certains aliments que nous consommons, ne cessent d’occuper une place de plus en plus

importante dans notre vie et sont actuellement des acteurs prépondérants dans l’essor des

biotechnologies.

En effet, ce sont de remarquables usines biologiques, ils sont à l’origine de la genèse de

nombreuses molécules d’intérêt. On leur doit, via des biotransformations (fermentation,

bioconversion), la production de molécules organiques d’applications extrêmement variés en

alimentaire, en pharmaceutique, en cosmétiques et en chimie. Parmi cette panoplie de molécules

douées de propriétés fonctionnelles, on peut citer les alcools, les acides organiques, les acides

aminés, les polysaccharides, les vitamines, les enzymes, les antibiotiques, les antifongiques, les

bactériocines, etc.

Par ailleurs, on ne peut ignorer que certains de ces microorganismes sont responsables de

pathologies pour l’homme qui les combat depuis toujours. L’usage de l’antibiothérapie (surtout

abusive) a généré une antibioresistance chez ces microorganismes et est reconnue comme un

problème majeur en termes de santé humaine et animale au niveau international. En effet,

l'émergence et la diffusion croissante de souches de bactéries résistantes aux antibiotiques

remettent en question l’efficacité de ces traitements tant chez l’Homme que chez l’animal. Un

exemple bien connu de bactérie ayant acquis une résistance à plusieurs antibiotiques est

Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM). La bactérie résistante peut se propager

par différentes voies notamment celles associées à la chaine alimentaire. A ce propos et dans une

stratégie de combattre en urgence ces microorganismes pathogènes, des recherches intenses sont

actuellement entreprises par beaucoup de scientifiques de la planète dans le but de trouver de

nouvelles molécules bioactives d’origine naturelle, à savoir des antibiotiques, des antifongiques

et des bactériocines, pour des applications pharmaceutiques, agricoles et alimentaires (Caplice et

Fitzgerald, 1999).

Dans le domaine de la sécurité des aliments, les décideurs doivent protéger les

consommateurs contre les risques liés à la chaîne alimentaire et définir les meilleures options de

contrôle pour diminuer ces risques. Les scientifiques doivent rechercher les solutions les plus

adaptées et les plus efficaces et les fournir aux transformateurs. En effet, les aliments que nous

consommons qui sont en grande majorité d’origine biologique (végétale ou animale) et les

modifications microbiologiques (par le développement de microorganismes altérants et

pathogènes) qu’ils subissent, les rendent très vite inconsommables et voir impropres à la



consommation. L’une des voies, très prometteuse dans cette stratégie de combat investie par les

scientifiques, est l’usage de peptides antimicrobiens qui peuvent être une alternative possible aux

antibiotiques classiques (Swartz, 1994 ; Nikaido, 1994 ; Davies, 1994). Des travaux de

recherches intensives ont été effectués pour détecter, purifier et caractériser la plupart de ces

peptides pour une application à l’échelle industrielle (Benkerroum, 2010).

A ce jour, un répertoire de plus de 880 de ces peptides existent dans les bases de données

internationales (Wang et Wang 2004 ; Rydengard et al., 2008). Ce chiffre ne cesse d’augmenter,

vue la diversité des protéines alimentaires qui sont maintenant reconnues comme une source

importante de peptides bioactifs (Pellegrini, 2003).

De plus, il existe une grande variété de peptides antimicrobiens cryptés dans la séquence

des protéines du lait qui sont libérés lors de l'hydrolyse appropriée par les protéases digestives

(Clare et Swaisgood 2000) ou par fermentation avec des bactéries lactiques protéolytiques

sélectionnées (Hayes et al., 2006). Une fois que ces peptides sont libérés, ils exercent, en plus

des activités antimicrobiennes, d'autres fonctions biologiques intéressantes comme

antihypertenseur, opioïde, antithrombotique, immunomodulateur, (Clare et Swaisgood 2000). En

outre, les peptides antimicrobiens présentent l'avantage d'être dérivée d'une source sans danger et

peu coûteuse, avec un potentiel indéniable pour une utilisation en médecine ou dans l'industrie

alimentaire.

À ce jour, les peptides antimicrobiens ont été obtenus à partir des protéines de lait de

vache, la lactoferrine (Bellamy et al., 1992b), αS1-caséine (Lahov et Regelson, 1996), αS2-

caséine (Zucht et al., 1995 ; Recio et Visser, 1999), α-actalbumine (Pellegrini et al., 1999), β-

lactoglobuline (Pellegrini et al., 2001) et de k-caséine (Malkoski et al., 2001).

Les protéases d'origine microbienne, y compris celles des bactéries lactiques, jouent un

rôle primordial dans la production de peptides à partir de la caséine et éventuellement la

libération de peptides antimicrobiens (Matar et al.,2003). En raison de la nature hautement

protéolytique des bactéries lactiques tels que Lactococcus lactis (Pritchard et al., 1993 ; Kunji et

al., 1998 ) et Lactobacillus helveticus (Zevaco et Gripon, 1988 ; Martin-Hernandez et al., 1994)

leur utilisation en tant que levains pour la production de peptides bioactifs a été décrite

(Nakamura et al., 1995 ; Maeno et al., 1996 ; Tsakalidou et al., 1999 ; Gobetti et al., 2000 ;

Hayes et al., 2006 ; de Castro et Sato, 2015).

La première partie de cette thèse, Rappels bibliographiques, consiste à une étude

bibliographique détaillée, portant sur les généralités sur les bactéries lactiques, en particulier le



genre Lactococcus, en développant les différents systèmes protéolytiques caractéristiques à ce

genre. Ensuite, une revue sur les peptides antimicrobiens, leurs classifications et leurs

caractéristiques ainsi leurs mécanismes d’actions, enfin les différentes sources et les moyens

pour l’obtention de ces peptides actifs.

La deuxième partie est consacrée à la description de la démarche globale adoptée pour la

génération et l’identification des peptides antimicrobiens issus de l’hydrolyse caseinolytique par

l’action d’une protéase appartenant à l’espèce Lactococcus lactis subsp. lactis.

Cette démarche consiste à :

- La recherche de souches de bactéries lactiques protéolytiques résidentes du

microbiote du lait de chèvres, de brebis et de vaches dans le bassin laitier du moyen

chellif.

- La purification et caractérisation de l’enzyme pouvant générer des peptides

antimicrobiens à partir de la souche potentiellement protéolytique.

- Le comportement de la caséine bovine à la protéolyse par l’action de la protéase

purifiée à partir de la souche productrice et le comparé avec celui de la protéase de

référence (pepsine).

- Mise en évidence de l’activité antagoniste et une identification moléculaire de

peptides antimicrobiens à partir des hydrolysats de caséine bovine par la protéase de

référence (pepsine) et de la protéase purifiée on adoptant la même stratégie.

La troisième partie est consacrée à la présentation des résultats des différents points

consignés au niveau de la démarche.
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I. Classification actuelle des peptides antimicrobiens

Les peptides cationiques sont classés selon trois grandes familles (Boman 2003; Andres

et al. 2007) :

- les peptides linéaires formant des hélices α

- les peptides contenant un pourcentage élevé en un seul AA

- les peptides riches en cystéine avec un ou plusieurs ponts disulfure.

Parmi les peptides non-cationiques, nous distinguons les peptides anioniques et les peptides

dérivés des protéines liées à l’oxygène.

1.1. Les peptides antimicrobiens cationiques

Les trois grandes familles de PAM cationiques présents dans de nombreuses espèces très

différentes.

a. Les peptides linéaires formant des hélices α

Plusieurs centaines de peptides sont regroupés dans cette famille, identifiés dans une

grande variété d’organismes : plantes, invertébrés ou vertébrés (Castro et al. 2005; Lemaitre et

al. 2007; Lai et al. 2009; Guani-Guerra et al. 2010). Ces peptides sont caractérisés par :

- leur taille, inférieure à 40 AA ;

- leur caractère amphiphile marqué ;

- leur charge ;

- l’absence de résidus cystéine ;

- leur structure tertiaire qui forme des nœuds ou articulations (Diamond et al. 2009).

En solution aqueuse, la plupart de ces peptides sont déstructurés, et c’est au contact de la

membrane bactérienne, ou de milieux mimant les membranes, qu’ils prennent une conformation

en hélice α amphipatique (Powers et al. 2003; Brogden 2005; Jenssen et al.

2006).

b. Les peptides linéaires riches en certains AA

Ce sont des peptides qui n’adoptent pas de structure secondaire en hélice α ou en feuillet

β. En anglais, on les nomme « extended peptides » ce qui signifie « peptide étendu » (Lai et al.

2009) ; ils possèdent une séquence dont la composition est dominée par un certain type d’AA, et

sont composés d’environ 44 résidus (Andres et al. 2007; Diamond et al. 2009).
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c. Les peptides riches en cystéine

Ces peptides dits cycliques sont stabilisés par un ou plusieurs ponts disulfure

intramolécu-laires formés grâce à la présence de cystéine (Brogden 2005; Andres et al.2007). Un

des premiers peptides antimicrobiens cycliques découvert est la θ-défensine chez le singe rhésus,

qui aurait apparemment évolué en α-défensine chez d’autres espèces par mutation au cours du

temps (Lai et al. 2002; Bulet et al. 2004).

C’est un groupe très diversifié et le nombre de ponts disulfure conditionnent leur

structure et leur activité : ces ponts disulfure peuvent être entre des feuillets β (ex. des α-

défensines), entres des structures mixtes α et β aussi appelées « open-ended » (ex. de la

drosomycine), ou encore en épingle à cheveux (« hairpin-like ») (Bulet et al. 2004).

i. Peptides à un pont disulfure

Les peptides avec un pont disulfure sont très représentés chez les amphibiens, et se

retrouvent au niveau de la peau essentiellement. Ils sont classés en 4 sous-groupes :

- les Brévinines chez la grenouille rouge d’Europe (Rana esculenta), Gaégurines chez la

grenouille de Corée (R. rugosa), Ranalexines et petites Esculentines (contenant de 20 à 34 AA) ;

- les grandes Esculentines (36 à 46 AA) ;

- les Ranatuérines chez différentes espèces de grenouilles, comme R. catesbeiana et R.

temporaria ;

- les Tigérinines chez la grenouille indienne (R. tigerina), constitués de 11 et 12 AA (Bulet et al.

2004).

Chez les mammifères, un seul représentant a été identifié, la Bacténécine, un dodecapeptide

cyclique isolé dans les neutrophiles de bovins (Romeo et al. 1988).

ii. Peptides à deux ponts disulfure

Concernant le groupe ayant deux ponts disulfure, on retrouve :

- chez les arthropodes, la Gomesine isolée de la tarentule (Lycosa tarentula), l’Androctocine

retrouvée chez le scorpion (Androctomus australis) (Ehret-Sabatier et al. 1996) ou encore les

Tachyplésines isolées du crabe fer à cheval (Tachypleus tridentatus) (Kawabata et al. 1999).

- chez les mammifères, les seuls représentants sont les Protégrines, constituées de 16 à 18

résidus, et isolées dans les leucocytes porcins (Bulet et al. 2004). Notons que les Protégrines ont

17% d’homologie avec la Gomesine et 25% avec l’Androctocine, ce qui peut faire penser à

l’existence d’un gène ancestral codant ces peptides.

iii. Peptides à quatre ponts disulfure
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Une seule famille prenant une conformation en épingle à cheveux avec quatre ponts

disulfure a été mise en évidence à ce jour chez les vertébrés : il s’agit des Hepcidines. On les

trouve chez de nombreuses espèces de poissons au niveau des ouïes et du foie, ainsi que chez des

mammifères, dont l’Homme, où elles sont présentes dans l’urine, le plasma et le foie. Deux

hepcidines prédominent chez l’Homme, formées respectivement de 20 et 25 résidus, et il en

existe une mineure, contenant 22 AA (Park et al. 2001; Shike et al. 2002).

iv. Peptides à 3 ou 4 ponts disulfure : les défensines

Une grande classe de PAM, retrouvée à la fois chez les vertébrés et les invertébrés, et

constituée de 3 ou 4 ponts disulfure : ces PAM sont de forme cyclique (« open-ended cyclic »)

(Wong et al. 2007). C’est un groupe de peptides très divers, appelés Défensines (Boman 2000).

v. Peptides à cinq ponts disulfure

Parmi les peptides cycliques, il existe un peptide cationique isolé de la sangsue

(Theromyzon tessulatum) et nommé Théromacine, de 75 AA dont 10 résidus cystéine formant

ainsi cinq ponts disulfure. Cette structure unique n’a été jusqu’à présent retrouvée dans aucune

autre espèce, et joue un rôle important dans l’activité biologique de la molécule : la réduction du

nombre de ponts disulfure entraîne la perte de son activité antibactérienne (Tasiemski et al.

2004).

1.2. Les peptides anioniques

Il existe, en plus des peptides cationiques, d’autres peptides possédant une activité

antimicrobienne dans de nombreux organismes et notamment les peptides anioniques.

Les premiers peptides anioniques découverts en 1992 dans le liquide broncho-alvéolaire des

ovins sont au nombre de trois, et requièrent la présence de zinc pour que leur activité soit

maximale (Brogden et al. 2003).

Certains peptides dérivés des neuropeptides sont anioniques et ont été isolés des exsudats

infectieux des bovins et de l’Homme : le Peptide B et l’Enkélytine. Ces peptides sont surtout

actifs sur les bactéries à Gram négatif. Des molécules similaires ont été signalées chez des

invertébrés (Marshall et al., 2003). D’autres peptides anioniques sont riches en acide aspartique.

Isolés dans les poumons infectés des ruminants, ils ont des structures similaires aux pro-peptides

des protéases, comme la trypsine. Ils semblent jouer un rôle de régulateur dans le système

enzymatique pulmonaire (Fales-Williams et al. 2002). En général, ce sont de petites molécules,

présentant des régions d’homopolymère d’acide aspartique qui leur donnent le caractère

anionique. Ils sont présents au niveau d’extraits de surfactants, dans le liquide de lavage

broncho-alvéolaire et dans les cellules épithéliales ciliées des voies aériennes. Produits en
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quantité millimolaire, ils requièrent la présence de Zinc comme co-facteur pour leur action

biologique et sont actifs contre les bactéries à Gram positif et négatif (Brogden 2005). Un de ces

peptides, possèdant 47 AA, a été identifié dans la sueur humaine : la Dermcidine (Schittek et al.

2001). Le premier peptide anionique des invertébrés a été trouvé chez la sangsue (Theromyzon

tessulatum), la Théromyzine, peptide de 86 AA (Tasiemski et al. 2004). Chez les amphibiens, le

premier peptide anionique a été découvert chez Bombina maxima, la Maximin H5, contenant 3

résidus aspartiques et aucun AA basique (Lai et al. 2002).

Les PAM possèdent diverses activités, dont la principale est l’élimination de

microorganismes, permettant ainsi la défense de l’organisme hôte. En effet, les PAM sont

antibactériens, antiviraux, antifongiques, mais aussi antiparasitaires.

1.3.Mécanismes d’action et spectre d’activité des PAM antibactériens

In vitro, la plupart des PAM sont actifs contre différents types d’organismes, comme les

bactéries à Gram positif et négatif, les protozoaires, les champignons filamenteux mais aussi

certains virus enveloppés (Zasloff 2002; Powers et al. 2003; Lai et al. 2009). Les PAM ont donc

un spectre d’activité antimicrobienne très large.

Les caractéristiques de ces peptides déterminant leur action sont la conformation, la charge mais

également l’amphiphilie. Présents dans la plupart des tissus, les PAM sont capables de faire la

distinction entre la cellule hôte et les agents pathogènes : il y a reconnaissance du soi et du non-

soi (Yeaman et al. 2003).

1.4. Caractéristiques des membranes cellulaires

a. Les cellules procaryotes

Commençons par un petit rappel sur la structure des parois bactériennes. On définit la

paroi comme l'ensemble des structures externes qui entourent la cellule bactérienne à l'exception

de la membrane plasmique. Les bactéries à Gram positif et négatif possèdent toutes une structure

commune qui forment un réseau autour de la membrane plasmique : c’est le peptidoglycane.

Comme son nom l'indique, le peptidoglycane est constitué :

- d'une partie glucidique : il s'agit d'une alternance de N-Acétyl-

Glucosamine (NAG) et d’acide N-Acétyl-Muramique (NAM) reliés par des liaisons osidiques

β1-4.

- et d'une partie peptidique : 4 AA qui sont reliés par une liaison amide au niveau du NAM.
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Le peptidoglycane est formé par de longues chaînes répétitives montrant une alternance NAG-

NAM. Les macromolécules ainsi formées sont réunies au niveau des tétrapeptides pour former

une structure solide (figure 1).

Figure 1 : Structure du peptidoglycane

i. Paroi des bactéries à Gram positif

Les bactéries à Gram positif (figure 2) contiennent un peptidoglycane pouvant aller

jusqu’à 80 nm d’épaisseur, qui constitue 90% de la surface de la paroi. Des acides téchoïques

(polymère à base de ribitol et glycérol phosphate) traversent ce peptidoglycane.

Certains sont ancrés directement dans la membrane plasmique par l'intermédiaire d'une partie

lipidique et portent le nom d'acides lipoteichoïques.

Figure 2 : Structure de la paroi des bactéries à Gram positif



Rappels Bibliographiques

11

ii. Paroi des bactéries à Gram négatif

La paroi des bactéries à Gram négatif se caractérise par un peptidoglycane plus fin

(quelques nanomètres), représentant 5 à 20% des constituants, mais possède en plus une

membrane externe entourant toute la cellule (figure 3). Cette membrane externe est formée d’une

double couche de phospholipides et possède une molécule particulière enchassé dans cette

double couche lipidique : le lipopolysaccharide (LPS), chargé négativement et spécifique aux

bactéries à Gram négatif. Le LPS, également porteur d’une activité endotoxine est composé :

- d’une partie lipidique hydrophobe, le lipide A, responsable du pouvoir toxique du LPS

- et d’une partie polysaccharidique, constituée d’un core (= noyau) lié d’un côté au lipide A et

de l’autre à une chaîne polysaccharidique terminale, aussi appelé chaîne O spécifique,

responsable de la reconnaissance antigènique et de l’antigénicité.

Figure 3 : Description de la paroi des bactéries à Gram négatif

iii. La membrane plasmique

L’élément essentiel de la membrane plasmique est la double couche lipidique (figure 24)

: elle est constituée de phospholipides qui présentent un caractère amphiphile, avec un pôle

hydrophile orienté vers l’extérieur et un domaine hydrophobe, orienté vers l’intérieur.

Cette répartition des phospholipides entre face externe et interne, et la proportion des autres

composants de celle-ci diffèrent entre les cellules procaryotes et eucaryotes (Yeaman et al.

2003).
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Chez les procaryotes, on trouve très rarement des stérols induisant cette charge neutre. Les

membranes composées de façon prédominante en phosphatydilglycérol, cardiolipides ou

phosphatydilsérine tendent vers une charge de surface très anionique ; ces compositions se

retrouvent chez de nombreuses bactéries.

Figure 4 : Schéma d'une membrane plasmique de bactérie

b. Les cellules eucaryotes

Les phospholipides formant la membrane des cellules eucaryotes sont distribués de façon

asymétrique (Shai 2002). La membrane est composée de phosphatydilcholine et de

sphingomyeline ainsi que de stérols ayant une charge globale neutre (Yeaman et al. 2003).

Cette richesse en phospholipides neutres et la présence de cholestérol comme élément

stabilisateur entraînent peu d’interactions vis-à-vis des peptides cationiques antibactériens

(Andres et al. 2007).

Les doubles membranes riches en phospholipides zwiterrioniques (phosphatydiléthanolamine,

phosphatydilcholine), présents dans les membranes cytoplasmiques des mammifères, ont

généralement une charge neutre (Yeaman et al. 2003).

Ces caractéristiques de charge sont essentielles pour la compréhension des mécanismes d’action

des PAM, notamment le fait qu’ils ne s’attaquent pas aux cellules eucaryotes.

1.5. Caractéristiques et spécificités des PAM

De nombreuses études ont été menées sur la relation entre la structure des PAM et leurs

activités antimicrobiennes, mais il existe peu de données sur les bases moléculaires régissant la

spécificité propre de chaque peptide (Gennaro et al. 2000; Tossi et al. 2000; Powers et al. 2003).
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En effet, chaque peptide a un spectre d’activité distinct. Ainsi, la taille, la charge, la séquence en

AA, l’hydrophobicité, l’amphiphilie ou encore le degré de structuration sont des facteurs

spécifiques à chaque peptide (Boman et al. 1987; Gennaro et al. 2000). La modification d’un de

ces paramètres entraîne des changements plus ou moins significatifs de l’activité

antimicrobienne mais aussi de l’activité hémolytique de ces PAM, notamment en hélice α (Dathe

et al. 2002). La présence d’une activité hémolytique est un inconvénient majeur pour la notion de

bénéfice/risque.

De même, la composition de la surface des micro-organismes est importante, un PAM

agissant parfois contre un microorganisme donné (Matsuzaki et al. 1995). En effet, certaines

bactéries ont une résistance naturelle à certains PAM. La structure et la composition du LPS de

la membrane externe des bactéries à Gram négatif, ou la composition du peptidoglycane chez les

bactéries à Gram négatif et à Gram positif sont deux propriétés pouvant jouer sur la résistance

aux PAM.

a. La charge des peptides antimicrobiens

Le caractère cationique des PAM explique leur rapidité d’action et leur affinité pour les

membranes anioniques des bactéries : plus la charge est importante, plus les interactions

augmentent. Une étude menée sur 2 analogues des magainines démontre ce

phénomène.L’augmentation de la charge cationique conduit à une augmentation de l’activité

contre les bactéries à Gram positif et négatif. Cependant, il existe une limite au-delà de laquelle

l’augmentation de la charge positive n’induit plus d’augmentation d’activité. Cela induit au

contraire, une diminution de cette activité antibactérienne et une augmentation de l’activité

hémolytique (Dathe et al. 2001).

b. La conformation des peptides

En milieu neutre, les peptides n’ont pas de structure précise. C’est en se fixant à la

membrane bactérienne que les PAM vont prendre des structures spécifiques. Comme nous

l’avons vu, plus le peptide est chargé, plus il se fixera aisément.

Chez les insectes et les amphibiens, les structures linéaires en hélice α sont fréquemment

rencontrées. N’étant pas stable dans tous les milieux, le peptide va passer de la forme linéaire à

hélicoïdale lorsqu’il se trouve en contact avec la paroi bactérienne (Matsuzaki et al. 1991;

Bechinger et al. 1993).

A l’inverse, les peptides en feuillets β, contenant en plus des ponts disulfures, prennent

des conformations beaucoup plus stables, possédant des surfaces hydrophobes et hydrophiles

bien distinctes et montrent une interaction plus importante avec la paroi bactérienne.
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Les formes cycliques sont plus rigides que les formes linéaires, et ont une efficacité moindre lors

de la fixation initiale à la paroi bactérienne ; mais à concentration équivalente, elles présentent la

même efficacité de perméabilisation membranaire. Ces conformations rigides cycliques n’étant

pas affectées par l’interaction avec la membrane, leur activité peut être liée à une modification de

leur structure tertiaire.

Il a été démontré que des peptides ont la capacité de se lier entre eux, en orientant leur

domaine hydrophobe et hydrophile de façon à s’assembler. Cette aptitude à se lier est à l’origine

de la formation des pores dans les membranes des bactéries, virus et fungi (Yeaman et al. 2003).

c. Amphiphilie des peptides

L’ensemble des PAM possèdent des groupements hydrophiles et hydrophobes, formant

ainsi une structure amphiphile. L’augmentation de l’amphiphilie, qui peut se faire par

l’augmentation du nombre d’hélices, accroît l’activité du peptide sur les membranes anioniques

des micro-organismes, mais augmentent également les interactions avec les membranes neutres

des cellules eucaryotes, rendant le peptide plus hémolytique (Yeaman et al. 2003).

1.6. Mode d’action des peptides antimicrobiens cationiques

La plupart des PAM cationiques ont une action directe sur la membrane des bactéries,

mais certains agissent au niveau intra-cytoplasmique. Le mode d’action des PAM est surtout

connu pour les peptides en hélice α, notamment les magainines et les cécropines, qui ont été

beaucoup étudiés [Andres et al. 2007]. La composition particulière de la paroi bactérienne et sa

charge globale nette négative (versus une charge globale neutre pour les cellules eucaryotes) en

font une cible idéale pour les PAM (Zasloff 2002). Plusieurs modèles de systèmes membranaires

ont été étudiés. Les mécanismes par lesquels les peptides perméabilisent et traversent les

membranes bactériennes ne sont encore pas complètement élucidés, et varient selon les peptides

[Yeaman et al. 2003].

Mais pour commencer, nous allons voir le mode d’action général de ces PAM, qui se déroule en

plusieurs étapes. Nous détaillerons, à certaines étapes, les différents types de mécanisme qui ont

été proposés.

a. Attraction

Le mécanisme d’action des peptides dépend en tout premier lieu de l’interaction du peptide avec

la paroi bactérienne (figure 25). Cette attraction initiale se fait par l’intermédiaire de liaisons

électrostatiques entre le peptide cationique et les phospholipides chargés négativement au niveau

de la membrane externe de la bactérie à Gram négatif (Jenssen et al. 2006). Chez les bactéries à
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Gram positif, l’attraction a lieu entre le PAM et les composants du peptidoglycane. C’est le

mode d’attraction supposé pour la plupart des PAM. En effet, de nombreuses études ont

démontré une forte corrélation entre la charge du peptide et l’attachement à la membrane

(Bessalle et al. 1992; Vaz Gomes et al. 1993;

Dathe et al. 2001).

Figure 5 : Mécanisme d’attraction

b. Attachement, fixation à la surface de la bactérie

Vient ensuite l’étape d’attachement à la membrane externe pour les bactéries à Gram négatif ou

au peptidoglycane pour les bactéries à Gram positif. Cette fixation se fait grâce aux groupements

phosphates qui sont situés au niveau :

- du LPS pour les bactéries à Gram négatif

- des acides lipoteichoïques présents à la surface des bactéries à Gram positif.

L’importante proportion de lipides chargés négativement à la surface de la paroi des bactéries

permet aux PAM de sélectionner les bactéries et non les cellules de l’hôte.

c. Interactions peptide/membrane

Après fixation, les peptides vont entraîner des perturbations et/ou une modification de la

membrane externe ou plasmique ; cela aboutit à une modification de la perméabilité
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membranaire. Le ou les mécanismes par lesquels les peptides exercent leur action font l’objet de

plusieurs hypothèses:

- une privilégiant une action directement à la surface de la bactérie (3 modèles ont été proposés) :

modèles de perméabilisation membranaire.

- une seconde indiquant une action intracellulaire provoquant la mort de la bactérie (un modèle

décrit) : modèle de cible intracellulaire.

i. Les peptides perméabilisant les membranes

Les contraintes provoquées sur la bicouche lipidique (que ce soit la membrane externe

des bactéries à Gram négatif ou la membrane plasmique des bactéries à Gram positif et négatif)

entraînent une déstabilisation de la structure, formant ainsi des pores qui engendrent l’osmolyse

de la cellule (Brogden 2005).

Il a été montré que les PAM peuvent avoir des états de fixation différents sur la

membrane lipidique. En effet, il existe un état de surface, nommé « état S » et un « état I », lors

de la formation de pores (Huang 2000).

« L’état S » correspond à un état inactif, où les peptides sont à plat sur la membrane de la

bactérie, provoquant ainsi un amincissement de celle-ci (Chen et al. 2003). Les peptides

prennent cet état S, avec une orientation parallèle à la membrane lorsqu’il y a un faible ratio

peptides/lipides (Yang et al. 2001).

Lorsque ce ratio augmente, les peptides vont s’orienter perpendiculairement à la

membrane, et s’y insérer : ils vont ainsi former des pores transmembranaires, et sont alors dans

un « état I ». Pour créer un pore, il faut l’action simultanée de plusieurs peptides. Pour

comprendre et expliquer la perméabilisation de la membrane par les peptides antimicrobiens,

plusieurs modèles ont été proposés (Brogden 2005).

a- Le modèle « barrel stave »

Ce terme de « barrel-stave » signifiant douves de tonneau, fut le premier décrit (figure

26), et explique l’organisation des peptides lors de la perméabilisation des membranes. Dans ce

modèle, un nombre variable de canaux sont formés par les peptides qui se positionnent en cercle

formant un pore aqueux [Yeaman et al. 2003]. Les peptides s’insèrent ainsi dans la bicouche, les

« lattes » du tonneau étant constituées de peptides en hélice α (Ehrenstein et al. 1977; Yang et al.

2001; Yeaman et al. 2003).

Plus précisément, la formation des pores implique plusieurs étapes. En premier lieu, les

monomères en hélice α doivent s’associer à la surface membranaire. Une fois attachés, ces

peptides vont subir des changements de conformation, les résidus hydrophobes des hélices vont
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être en contact avec la partie hydrophobe de la membrane, les résidus hydrophiles des peptides

constituant la lumière du pore (Yang et al. 2001; Yeaman et al. 2003).

Enfin, un recrutement progressif de peptides au niveau de la membrane permet d’agrandir

la taille des pores. La translocation des phospholipides et l’agrandissement des pores entraînent

le transport des peptides à l’intérieur de la membrane cytoplasmique par le biais du gradient de

concentration induit par les peptides liés à la surface. Tout ceci conduit à la fuite du contenu

cytoplasmique par le pore ainsi formé et à la mort de la bactérie. Ce mécanisme d’action a été

très étudié pour un peptide : l’alaméthicine (Yeaman et al.2003).

Figure 6 : Modèle en "douves de tonneaux"d’après Brodgen 2005

b- Un second modèle : les pores toroïdaux (ou toroidal-pore)

Encore appelé mécanisme de galerie (figure 7), ce modèle ressemble au précédent car les

peptides vont également former des pores, induisant la lyse osmotique de la bactérie. La

différence réside dans le fait que les lipides membranaires sont intercalés avec les peptides dans

le canal transmembranaire (Yeaman et al. 2003; Jenssen et al. 2006). En effet, dans le modèle en

douve de tonneaux, il n’y a pas de déformation de la double couche lipidique : les peptides

s’insèrent en « forant » la membrane.

Dans le modèle des pores toroïdaux, les peptides vont rester fixés à la tête polaire de

lamonocouche lipidique, même une fois qu’ils sont insérés perpendiculairement dans la bicouche

(Matsuzaki et al. 1996; Yang et al. 2001). Grâce à des études par RMN (résonnance magnétique

nucléaire), dichroisme circulaire et d’extinction de fluorescence (fluorescence quenching), ce

mécanisme a pu être décrit (Hara et al. 2001). Les hélices sont initialement orientées

parallèlement à la surface membranaire, puis s’insèrent dans la monocouche extérieure, induisant
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une distorsion de la membrane. La courbure de cette dernière permet au pore d’être bordé à la

fois par la face polaire des peptides et les têtes polaires des lipides membranaires (Matsuzaki et

al. 1996; Yang et al. 2001; Yeaman et al. 2003). Ainsi, l’invagination des lipides entraîne la

jonction des deux feuillets lipidiques, formant un trou toroïdal. Ce type de pores

transmembranaires a été étudié et décrit notamment pour les magainines, les protégrines ou

encore la méllitine (Matsuzaki et al. 1996; Yang et al. 2001).

Figure 7 : Modèle des "pores toroïdaux" d'après Brodgen, 2005

c- Le modèle « carpet » ou modèle en tapis

Enfin, un troisième modèle (figure 8) a été décrit pour la première fois concernant le

mode d’action de la dermaseptine S (Pouny et al. 1992; He et al. 1996). Dans ce modèle, les

peptides sont en contact avec les têtes polaires des lipides durant tout le processus de

perméabilisation, mais ne s’insèrent à aucun moment dans le coeur hydrophobe de la membrane.

En effet, les peptides vont se fixer à haute concentration à la surface de la membrane par des

interactions électrostatiques (Shai et al. 2001), et vont former un tapis fixés sur les

phospholipides, les peptides s’organisent et provoquent l’effondrement de la membrane une fois

la concentration seuil atteinte, créant ainsi un effet détergent, perforant la membrane, laissant

ainsi le contenu cytoplasmique s’échapper (Ehrenstein et al. 1977).
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Pour que ce mécanisme fonctionne, il est nécessaire que les peptides recouvrent toute la

surface de la membrane, et qu’ils se trouvent en concentration efficace pour agir. Ce modèle

diffère des deux précédents pour deux raisons. Premièrement, nous l’avons dit, les peptides ne

s’insèrent pas dans la membrane lipidique comme le modèle en douve de tonneau ou encore le

modèle de pores toroïdaux. Deuxièmement, il n’est pas nécessaire que les peptides adoptent une

structure en hélice α dans ce mode d’action.

Ce mécanisme d’action a ensuite été décrit pour la cécropine P1 retrouvée dans l’hémolymphe

du papillon de nuit (Gazit et al. 1995; Yeaman et al. 2003), mais également pour la cathélicidine

humaine LL-37 (Oren et al. 1999).

Figure 8 : Modèle en tapis d'après Brodgen, 2005

ii. Les peptides agissant au niveau intracellulaire

Les modes d’action les plus connus sont indéniablement les ruptures de membranes et la

formation de pores. Toutefois, il existe d’autres mécanismes d’action, intracellulaires cette fois

(figure 9). En effet, grâce à des études sur la translocation, il a été montré que des peptides riches

en arginine peuvent à la fois être transportés à travers la membrane externe des bactéries à Gram

négatif, mais également à travers la membrane plasmique, que ce soit pour les bactéries à Gram
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négatif ou à Gram positif (Powers et al. 2003). Ces peptides passent donc la membrane

plasmique, puis interagissent avec l’ADN, l’ARN et/ou des protéines, et peuvent inhiber

différentes voies de synthèses (Powers et al. 2003; Jenssen et al. 2006. Les histatines agissent,

par exemple en inhibant l’activité enzymatique indispensable à la survie de la cellule (Brogden

2005).

Figure 9 : Mode d'action intracellulaire des PAM d’après Brogden, 2005

d. Les mécanismes de mort cellulaire

La mort de la bactérie est causée par de multiples défauts provoqués par les peptides au

niveau de la membrane. La formation de pores entraîne ainsi la fuite des ions et des métabolites,

puis la dépolarisation membranaire, l’arrêt de la synthèse du peptidoglycane, et finit par entraîner

la mort de la bactérie (Yeaman et al. 2003).

En plus des attaques membranaires, d’autres processus sont mis en jeu pour provoquer la mort de

la bactérie.

i. Les dysfonctions membranaires

La membrane plasmique et la membrane externe sont responsables de nombreuses

fonctions essentielles pour la vie de la bactérie, notamment la perméabilité sélective, le maintien

du gradient de concentration, la synthèse du peptidoglycane et d’autres polymères. Ainsi, les
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dysfonctions de la membrane externe et/ou de la membrane plasmique causés par les PAM

interfèrent avec une ou plusieurs de ces fonctions, entraînant la mort directement ou

indirectement (Yeaman et al. 2003).

Les études portant sur ces mécanismes indiquent qu’en présence de la plupart des

peptides, la mort des bactéries est rapide, entre 2 et 3 minutes après un contact avec le peptide

(Lehrer et al. 1989; Tossi et al. 1997). Cette mort rapide de la bactérie est attribuée à la rapide

modification de la perméabilité de la membrane, à la perte en ions et en métabolites, et à l’arrêt

de fonctions essentielles comme la respiration (Blondelle et al. 1999; Hancock et al. 1999). Pour

les bactéries à Gram négatif, les PAM interagissent probablement indépendamment avec la

membrane externe, le peptidoglycane et la membrane plasmique. Par exemple, les défensines

humaines peuvent perméabiliser consécutivement les membranes externe et plasmique. L’action

dans un premier temps sur la membrane externe puis dans un second temps sur la membrane

plasmique entraîne la mort de la bactérie.

Chez les bactéries à Gram positif, il n’existe pas dans la littérature à notre connaissance

de données expliquant le passage du PAM dans le peptidoglycane, dont le maillage est beaucoup

plus épais et serré que chez les bactéries à Gram négatif, mais le résultat obtenu est le même : la

mort de la bactérie.

Toutefois, il apparaît que la seule perturbation de la membrane n’est pas suffisante pour

entraîner la mort de la bactérie par les PAM. En effet une étude a montré que la perméabilisation

de la paroi par les PAM ne peut tuer, à elle seule les Staphylocoques (Yeaman et al. 2003).

L’inhibition de la synthèse du peptidoglycane et d’autres macromolécules est un

important mécanisme d’action des PAM. Les précurseurs du peptidoglycane sont activés et

transportés à travers la membrane plasmique. Les PAM peuvent donc perturber la synthèse du

peptidoglycane mais aussi sa translocation, ou encore son organisation (création de liaisons

intermoléculaires). Les bactéries à Gram positif sont donc particulièrement sensibles à ce mode

d’action (Yeaman et al. 2003).

ii. Inhibition des fonctions intracellulaires.

De nombreux peptides n’agissent pas par perméabilisation des membranes. En effet, ces

peptides subissent une translocation à l’intérieur du cytoplasme des bactéries, et s’y accumulent,

induisant l’inhibition de la synthèse des acides nucléiques, des protéines, et des certaines

activités enzymatiques, empêchant la bactérie de produire les éléments essentiels à sa survie

(Jenssen et al. 2006).
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II. Obtention de peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique de protéines

2.1. Généralités

Un ensemble de peptides antimicrobiens a été mis en évidence au sein des protéines

laitières. Par exemple l’isracidine, séquence 1-23 de la caséine αs1, a un large spectre d’action in

vitro contre les bactéries Gram+ et Gram-. Son activité antibactérienne a été confirmée in vivo

chez la souris qui acquiert une plus grande résistance face à l’infection Staphylococcus aureus, S.

pyogenes et Listeriamonocytogenes, et avec une efficacité tout fait comparable à celle des

antibiotiques. En plus de leur action antibactérienne, d’autres peptides issus de la caséine αs2

(région 150-188) présentent une activité antifongique. Le GMP (séquence 106- 169 de la caséine

k) est capable d’inhiber l’adhésion cellulaire d’agents pathogènes tels que les streptocoques ou

les actynomyces.

Ces peptides bioactifs présentent une diversité de structures et de propriétés physico-

chimiques par la nature de leur séquence qui peut être hydrophobe, amphiphile, chargée, riche en

hélice α ou encore porteuse de modification post-traductionnelle (phosphorylation,

glycosylation). Tout ceci laisse envisager une diversité de mode d’action qui met en jeu des

interactions probables avec des molécules telles les lipopolysaccharides pour les bactéries à

Gram-, l’acide lipoteichoique pour les Gram+ ou encore avec la membrane cellulaire des

bactéries qui, perméabilisée par ces antimicrobiens, provoque l’efflux des composants

cellulaires. Aucun phénomène de résistance n’a été reporté jusqu’à maintenant pour les peptides

antimicrobiens d’origine laitière. Leur exploitation est limitée par les doses importantes

nécessaires pour avoir un effet significatif et le coût prohibitif des technologies d’obtention de

ces peptides purifiés.

2.2. Peptides antimicrobiens issus des protéines laitières

Il existe une variété de peptides antimicrobiens issus des protéines du lait. Jusqu'à

présent, ce type de peptides a été identifié dans les caséines et certaines protéines du lactosérum,

notamment la β-lactoglobuline (β-Lg), l'α-lactalbumine (α-La) et la lactoférrine (LF). Ces

peptides seront décrits plus en détails dans les sections qui suivent.

2.2.1. Peptides antimicrobiens issus des caséines

Les caséines sont les protéines les plus abondantes dans le lait bovin. On y retrouve

quatre fractions caséiques prédominantes : αs1 ; αs2 ; β et K.
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a- Caséine α

Les casécidines sont obtenues suite à la digestion de la caséine αs1 par la chymosine à pH neutre

et font parties du groupe des glycopeptides basiques ayant un poids moléculaire relativement

élevé (4-6 kDa). Les casécidines posséderaient une activité antimicrobienne contre les bactéries

Gram positif et causeraient des dommages aux bactéries comme Staphylococcus aureus, Sarcina

ssp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae et Streptococcus pyogenes (Benkerroum, 2010).

Un autre peptide antimicrobien produit par l'hydrolyse de la caséine-αs1 à l'aide de la

chymosine est l'isracidine. Ce peptide cationique de 23 résidus d'acide aminé posséderait un

spectre d'activité contre les bactéries Gram positif et Gram négatif. L'isracidine serait active

contre des pathogènes alimentaires comme Escherichia coli 0157:H7, Enterobacter sakakii et

Staphylococcus aureus, mais seulement à forte concentration (entre 0,1 et 1 mg/mL) (Haque et

Chand, 2008).

La caséine α est également reconnue comme une source de peptides antimicrobiens tels la

casocidine-I et les autres fragments peptidiques illustrés dans le tableau 01. La casocidine-I est

libérée par l'hydrolyse trypsique de la caséine- αs1. Ce peptide, composé de 39 acides aminés,

inhiberait la croissance de bactéries d'altération comme Bacillus subtilis, Staphylococcus

epidermidis, Enterococcus faecium, E. coli et Rhodotorula rubra. Les concentrations efficaces

de ce peptide seraient entre 1 et 180 µg/mL.

b. Caséine-K

La caséine-K est un précurseur important de peptides antimicrobiens. Lors de la fabrication

fromagère, l'hydrolyse de la caséine-K par la chymosine libère le segment fl06-169, nommé

caséinomacropeptide (CMP) ou glycomacropeptide (GMP). Ce peptide posséderait une activité

antibactérienne contre la majorité des pathogènes oraux (Streptococcus mutans, Porphyromonas

gingivalis et Actinomyces naeslundii) et contre E. coli (Dashper et al., 2007).

Le CMP est un polypeptide qui possède plusieurs variants génétiques et un taux variable de

groupements glycolyses. La kappacine est la seule forme active de la molécule phosphorylée et

non glycolysée du CMP. L'activité antimicrobienne du variant A de la kappacine serait

supérieure à celle du variant B (Benkerroum, 2010). Cette différence d'activité s'expliquerait par

la substitution du résidu Asp dans le variant A par le résidu Ala dans le variant B.

La kappacine A possède une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram positif et

Gram négatif. Sa séquence est différente de celle des peptides antimicrobiens cationiques, même

si elle présente aussi la capacité de former une structure en hélice de nature amphiphile. La

kappacine A est un phosphopeptide anionique contenant une forte proportion d'acides
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aminés chargés négativement. Ses groupements phosphorylés seraient essentiels à son activité

antibactérienne puisqu'ils permettraient à la molécule de changer sa conformation par le biais de

répulsions électrostatiques, ou encore, par la liaison d'ions bivalents. La liaison de cations

bivalents stabiliserait la structure de la kappacine ce qui faciliterait son transport jusqu'à la

surface de la cellule bactérienne. Enfin, la forme phosphorylée de la kappacine lui permettrait de

s'attacher aux phospholipides des membranes (Malkoski et al., 2001).

2.2.2. Peptides antimicrobiens issus des protéines de lactosérum

Parmi les protéines de lactosérum, des peptides antimicrobiens ont été identifiés dans la β-

lactoglobuline (β-Lg), l'α-lactalbumine (α-La) et la lactoferrine (LF). Le Tableau 1 montre la

teneur de ces protéines dans le lactosérum et dans un isolât de protéine de lactosérum (IPL) ainsi

que certaines de leurs caractéristiques physicochimiques. Ces trois protéines seront décrites

brièvement dans les sections qui suivent, de même que les peptides antimicrobiens issus de ces

dernières.

Tableau 1: Caractéristiques physicochimiques et teneur en lactoglobuline (β-Lg), α-lactalbumine

(α-La) et lactoferrine (LF) dans le lactosérum et un isolât de protéine de lactosérum (Madureira

et al., 2010; Huffman et Harper, 1999).

Protéines Nombre d'acides

aminés

Masse

moléculaire

(Da)

Teneur dans le

lactosérum (%)

Teneur dans un

IPL*(%)

β-Lg 162 18400 52,5 74,7

α-La 123 14200 22,5 8,3

LF 700 80000 1,5 -

a. β-Lactoglobuline

La β-Lg est la plus importante des protéines dans le lactosérum des ruminants et des

monogastriques. Elle est absente dans le lait des humains et des rongeurs. Il s'agit d'une protéine

anionique (pi -4,8) ayant une masse moléculaire de 18,3 kDa (Hernandez -Ledesma et al., 2008).

Cette protéine contient 162 résidus d'acide aminé dans une seule chaîne polypeptidique. La

structure globulaire de cette protéine est remarquablement stable en milieu acide et résiste à

l'hydrolyse par les enzymes protéolytiques de l'estomac (Papiz et al., 1986). La structure tertiaire

de la β-Lg bovine partage une forte homologie de séquence avec la protéine du plasma liant le
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rétinol et les autres protéines impliquées dans le transport de petits ligands hydrophobes

(Dalgalarrondo et al., 1990). La β-Lg est soluble dans l'eau et peut se complexer avec le rétinol

(Furtterman et Heller, 1972). Elle serait donc un transporteur du rétinol, un capteur d'acide gras,

ainsi qu'une molécule antioxydante. Toutefois, les fonctions biologiques de la β-Lg ne sont pas

encore entièrement élucidées.

La β-Lg contient des peptides ayant une activité bactéricide, lesquels sont libérés suite à l'action

de la trypsine. Pellegrini et al. (2001) ont identifié quatre de ces fragments dont les séquences

sont illustrées à la Figure 9. Ces séquences sont: VAGTWY (fl5-20), AASDISLLDAQSAPLR

(f25-40), IPAVFK (f78-83) et VLVLDTDYK (f92-100).

Figure 9: Séquence en acides aminés de la P-Lg et des 4 domaines antimicrobiens obtenus par

digestion trypsique de la protéine (Pellegrini et al., 2001).

Trois des peptides antimicrobiens identifiés dans la P-Lg, LGDT2, LGDT3 et LGDT4,

sont anioniques, avec des pi théoriques de 5,5, 4,2 et 4,2, respectivement. Ces fragments de la β-

Lg chargés négativement ont une activité antibactérienne plus élevée envers les bactéries Gram

positif. Cette caractéristique explique pourquoi les hydrolysats de β-Lg sont moins efficaces

contre les bactéries Gram négatif dont les membranes contiennent du LPS qui est une molécule

chargée négativement (Pellegrini et al., 2001). Par ailleurs, le fragment LGDT1 est un peptide

cationique et hydrophobe qui serait efficace uniquement envers les bactéries Gram positif.

L'activité de ce peptide suggère donc que ce n'est pas seulement la charge et l'hydrophobicité qui

sont importants dans l'activité bactéricide d'un peptide, mais que d'autres propriétés

physicochimiques inconnues pourraient aussi être impliquées.
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b. α- Lactalbumine

Parmi les protéines majeures du lactosérum, l'α-La est la plus petite des molécules avec

une masse moléculaire de 14,2 kDa et un pi théorique de 4,8. Elle joue un rôle très important

dans la biosynthèse du lactose par le réarrangement du complexe synthétase du lactose. Elle a la

capacité de modifier la spécificité du substrat de la galactosyltransférase lors de la synthèse du

lactose (Ng-Kwai-Hang, 2003). Elle est composée de 123 résidus d'acide aminé, incluant 8

résidus cysteine impliqués dans quatre ponts disulfures qui permettent de stabiliser sa structure

tertiaire. Environ 40% de sa séquence est homologue à celle du lysozyme, un peptide

antimicrobien retrouvé dans le blanc d'oeuf. L'α-La peut lier des cations comme le calcium, mais

aussi d'autres ions comme le Zn
2+

, Mn
2+

, Mg
2+

, Na
+

et K
+

. Mise à part ses propriétés liantes, anti-

cancérigènes et immunomodulantes, cette protéine présente la capacité d'interagir avec les

peptides hydrophobes et les membranes lipidiques (Pellegrini, 2003).

Pellegrini et al. (1999) ont étudié la libération de peptides antimicrobiens à partir de l'α-

La en utilisant la trypsine et la chymotrypsine. La Figure 10 illustre les fragments obtenus par

l'hydrolyse trypsique et chymotrypsique de l'α-La. Dans le cas de la chymotrypsine, le fragment

f61-68 S-S f75-80 (LDC) est libéré et possède la capacité d'inhiber l'activité métabolique des

bactéries Gram positif comme Bacillus subtilis. La digestion de l'α-La par la trypsine libère deux

fragments peptidiques antimicrobiens, fl-5 (LDT 1) et fl7-31 S-S fl 09-114 (LDT 2), lesquels

présenteraient des propriétés bactéricides contre les bactéries Gram positif, mais une action plus

limitée contre les bactéries Gram négatif. Contrairement à la majorité des autres peptides

antimicrobiens, la plupart des peptides dérivés de l'a-La sont chargés négativement. L'effet

bactériostatique des hydrolysats d'α-La nécessiterait des concentrations plus élevées (25 mg/mL)

que celles (10 µg/mL) des hydrolysats de lactoferrine (Saito et al., 1991). Ainsi, un hydrolysat

d'a-La aurait une plus faible capacité antimicrobienne qu'un hydrolysat de lactoferrine. Enfin, l'α-

La non digérée ne permettrait pas d'inhiber la croissance ou d'affecter le métabolisme des

bactéries.
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Figure 10: Séquences en acides aminés des trois domaines antimicrobiens obtenus par hydrolyse

trypsique (LDT1 et LDT2) et chymotrypsique (LDC) de l'α-La (Pellegrini et al., 1999).

c. Lactoferrine

La lactoferrine (LF) est une glycoprotéine multifonctionnelle de 80 kDa qui est présente

dans la plupart des fluides chez les mammifères. Elle est sécrétée par le facteur d'immunité inné

dans les fluides comme la salive et le lait, mais on la retrouve également dans les granules des

neutrophiles (Pellegrini et al., 1999). Elle est donc une composante de la défense de l'hôte contre

les infections microbiennes. La LF est un constituant protéique mineur du lactosérum qui joue

également un rôle important dans les mécanismes de défense non spécifiques, notamment en

favorisant la phagocytose par les macrophages et l'activation des cellules tueuses naturelles. Elle

possède différentes activités biologiques, incluant des propriétés antimicrobienne, antivirale,

antioxydante, anti-cancérigène et immunomodulante (Orsi, 2004; Wakabayashi et al., 2006;

Weinberg, 2007). De plus, la LF bovine est une protéine qui fixe le fer ce qui lui confère une

action bactériostatique, notamment contre les bactéries ayant une exigence élevée en fer comme

les coliformes et certaines espèces de Pseudomonas. Des études ont démontré que la LF inhibait

la croissance de l'ensemble des bactéries (Gram négatif et Gram positif), des levures et des

moisissures, de même que celle de plusieurs virus (VIH, herpes, hépatite C, influenza et

rotavirus) (Maubois et Léonil, 1989).

Plusieurs études ont confirmé que les effets antimicrobiens (bactériostatique et

bactéricide) de la LF sont associés à la région N-terminale de cette protéine. La Figure 11 illustre

ce domaine, nommé la lactoferricine B (LFcine B), qui correspond aux résidus fl7-41 de la

protéine native. Ce peptide a un poids moléculaire de 3126 Da, lequel a été calculé à partir de sa

séquence en acides aminés (Bellamy et al., 1992b). Il est libéré de la LF bovine par hydrolyse

enzymatique avec la pepsine, bien que la chymotrypsine permette de produire des fragments

analogues. La LFcine B est le peptide laitier possédant le spectre d'action le plus large puisqu'elle
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possède une action antimicrobienne (Gram positif et Gram négatif), antifongique et antivirale

(Korhohen et Marnila, 2002). Les autres peptides cationiques antimicrobiens libérés de la LF par

la pepsine correspondent aux fragments f277-288, f267-285 et Q67-288 (Recio et Visser, 1999).

Le peptide LF f268-284, illustré à la Figure 11, est nommé la lactoferrampine (LFampine).

Figure 11: Illustration du domaine Nl de la lactoferrine bovine. La lactoferrampine (LFampin),
correspondant aux acides aminés 268 à 284, est située à proximité de la lactoferricine (LFcin)
qui comprend les acides aminés 17 à 41 dans le domaine Nl de la lactoferrine (van der Kraan et
al., 2004).

La LFcine et la LFampline possèdent une activité bactéricide 100 à 1000 fois supérieure à

celle de la LF native (Bellamy et al., 1992a). Le mécanisme d'action des peptides antimicrobiens

dérivés de la LF est indépendant de sa capacité à lier le fer (Meisel, 1998). Ces peptides

partagent les mêmes caractéristiques structurales que les autres peptides antimicrobiens : la

présence de résidus chargés positivement et une région hydrophobe contenant souvent du

tryptophane. Par ailleurs, Bellamy et al., (1992a) ont démontré que la présence de LFampine à

proximité de la LFcine donne deux molécules amphiphiles et cationiques dans le domaine Nl de

la protéine (Fig. 11). Ce domaine permettrait ainsi à la protéine de se rendre à l'interface des

membranes, puis de désorganiser leur intégrité (van der Kraan et al., 2004). L'activité

antimicrobienne de la LFcine et des autres fractions de la LF semble être corrélée avec la charge

nette positive de ces peptides (Kang et al., 1996).
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2.3. Production de peptides antimicrobiens par hydrolyse enzymatique

Mise à part les bactériocines qui sont généralement obtenues par la fermentation de

certaines bactéries lactiques, ou encore par l'acidification du lait suivi d'un traitement de chaleur

(Tomita et al., 2002), les peptides antimicrobiens contenus dans la séquence des protéines sont

plutôt obtenus par hydrolyse enzymatique. Dans cette section, nous nous limiterons à décrire les

enzymes et les conditions d'hydrolyse qui sont habituellement utilisées pour la production de

peptides antimicrobiens à partir des protéines laitières.

2.4. Protéases digestives

2.4.1. Protéases d’origine végétale et animale

Plusieurs études ont démontré que l'hydrolyse enzymatique des protéines laitières permet

d'obtenir des peptides antimicrobiens. Ces peptides peuvent être libérés par l'action de différentes

enzymes protéolytiques comme la pepsine, la chymosine, la trypsine et la chymotrypsine. La

pepsine est une endoprotéase digestive trouvée dans l'estomac; elle hydrolyse les liaisons

peptidiques du côté C-terminal des acides aminés aromatiques Phe, Tyr et Trp et de l'acide aminé

hydrophobe Leu. L'activité optimale de cette protease est à pH acide, soit à des valeurs se situant

entre 1 et 4 (Godfrey et West, 1996). La chymosine possède également une activité optimale à

pH acide (3-6), mais la spécificité de cette endoprotéase se caractérise surtout par sa capacité

d'hydrolyse de la liaison peptidique Phe-Met de la caséine-K du lait. Dans le cas de la trypsine et

la chymotrypsine, elles sont les deux principales enzymes sécrétées par le pancréas. Ces

endoprotéases hydrolysent aussi les liaisons peptidiques du côté C-terminal des acides aminés,

mais leur spécificité est très différente. En effet, la trypsine agit uniquement sur les acides

aminés basiques, Lys et Arg, alors que la chymotrypsine est spécifique aux acides aminés

aromatiques ou ceux dont la chaîne latérale est hydrophobe tels Phe, Tyr, Trp et Leu. Ces deux

protéases sont composées d'environ 230 acides aminés (~24 kDa) et leur pH d'activité optimale

se situe entre 6 et 8. En raison de leurs caractéristiques physicochimiques similaires et de leur

origine commune (pancréas), les préparations commerciales de trypsine et de chymotrypsine

contiennent généralement des proportions variables de ces deux enzymes. Par conséquent, les

peptides contenus dans les hydrolysats protéiques préparés à partir de ces préparations

enzymatiques montrent, la plupart du temps, des sites de coupure associés à l'une ou l'autre de

ces deux enzymes. La contamination croisée des préparations enzymatiques issues du pancréas

est donc un facteur important à considérer lors de la caractérisation de la composition en peptides

des hydrolysats trypsiques et chymotrypsiques.
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2.4.2. Protéases d’origine bactérienne (de bactéries lactiques)

La première étape de l'utilisation de la caséine par LAB est effectuée par la protéase de

l’enveloppe cellulaire (CEP). Cinq types de ces enzymes différentes ont été clonés et caractérisés

de LAB (fig. 12), y compris PrtP de L. lactis et Lactobacillus paracasei, PRTH de L. helveticus,

PrtR de Lactobacillus rhamnosus, PrtS de S. thermophilus et de L. bulgaricus PRTB (Kok et al .

1988; Holck et Naes 1992; Gilbert et al 1996;. Pederson et al 1999;. Siezen 1999; Fernandez-

Espla et al 2000; pastar et al 2003). Dans lactocoques, PrtP gènes peuvent être soit plasmidique

ou génomique, alors que CEP caractérisés de lactobacilles sont génomique. LAB possède

généralement un seul CEP mais la présence de deux CEP a été signalé dans des souches de L.

helveticus et L. bulgaricus (Stefanitsi et al 1995. ; Pederson et al 1999).

CEP ont une forte préférence pour les caséines hydrophobes, les protéines les plus

abondantes dans le lait (Swaisgood 1982). Caséines sont divisés en αs1-, αs2-, β-, et κ caséines;

chacune contient un grand nombre de résidus de proline que les deux empêchent la formation de

α et β hélices de feuilles et favorise la formation de bobines aléatoires. PrtPs Lactococcus sont

divisés en type PIII et PI et des enzymes, qui se distinguent par leur spécificité de substrat pour

αS1-, β-, et κ-caséine (Kunji et al., 1996). Le type PI dégrade principalement β-caséine qui est

clivée en plus 100 oligopeptides différents allant de 4 à 30 amino résidus acides (Juillard et al.,

1995). κ-caséine est clivé à un moindre degré par l'enzyme de type PI, alors que le type PIII est

capable de cliver αS1-, β-, et κ-caséine de manière identique (Pritchard et Coolbear 1993). PrtP

de L. lactis a été également démontré à agir comme autolysine (Buist et al., 1998), qui est

nécessaire pour la séparation cellulaire et l’autolyse pendant la phase stationnaire de croissance.

Le taux et le degré d'autolyse a été constaté dépend de la spécificité, l'emplacement et la quantité

de la PrtP. Pour Lactobacillus, CEP PI, PIII, l'intermédiaire PI / PIII type, et quelques spécificités

de substrat de type roman ont été signalés, alors que un CEP (PRT) présentant la intermédiaire PI

/ PIII type spécificité a été purifié à partir de S. thermophilus (Fernandez-Espla et al., 2000).
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Figure 12 : Représentation schématique du CEP de différentes souches de LAB (modèle
conformément à Siezen 1999). La paroi cellulaire CW, M membrane, C cytoplasme, PP prépro
domaine, PR région catalytique, I région d’insertion , A région A, B région B, H région de
l'hélice, W région de séparation entre cellule et paroi, point noirsignal de triage, AN région
d’ancrage.

2.4. Conditions d'hydrolyse pour la production de peptides antimicrobiens

L'efficacité d'une réaction d'hydrolyse enzymatique et les propriétés finales d'un

hydrolysat protéique reposent sur de nombreux facteurs dont la nature du substrat protéique, la

spécificité de l'enzyme utilisée, les conditions du milieu réactionnel (pH, température, force

ionique, ratio enzyme/substrat) et la durée de la réaction (Arnolds et al., 1998). Généralement, la

spécificité de l'enzyme est la principale propriété permettant d'exercer un certain contrôle sur le

profil des peptides libérés. De plus, l'enzyme représente la composante la plus coûteuse lors de la

préparation d'hydrolysats protéiques. Par conséquent, les conditions d'hydrolyse sont

généralement ajustées de manière à optimiser l'activité de l'enzyme et éviter sa dénaturation lors

de la réaction d'hydrolyse.

Les conditions les plus critiques pour maximiser l'activité d'une enzyme sont le pH et la

température réactionnelle qui sont, la plupart du temps, ajustés aux valeurs optimales connues

des enzymes. Dans le cas des protéases digestives citées précédemment, leur température

optimale se situe à 37°C puisqu'elles sont toutes présentent dans l'organisme. L'optimum de

température de ces enzymes est aussi relativement étroit, i.e. qu'elles supportent mal les écarts de

température. En outre, elles sont rapidement inactivées à partir de 45°C et sont complètement

dénaturées par un traitement d'environ 10 min à 75°C. Bien que les températures froides ne

mènent pas à leur dénaturation, leur activité est fortement réduite à des températures inférieures à
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30°C. Dans le cas de la force ionique du milieu réactionnel, elle doit demeurer faible et proche

de celle du milieu cellulaire. Les enzymes étant des protéines, elles peuvent donc s'agréger et/ou

précipiter à forces ioniques élevées (salting out). D'autre part, certaines enzymes nécessitent

l'ajout d'ions spécifiques dans le milieu réactionnel comme le calcium dans le cas de la trypsine

et la chymotrypsine. Pour ces protéases, le calcium n'est pas vraiment un activateur, mais il

permet de stabiliser la structure tridimensionnelle des enzymes et indirectement, de maintenir

leur activité protéolytique. Enfin, le ratio enzyme:substrat (E:S) et la durée de la réaction

d'hydrolyse sont deux paramètres inter-reliés, dont l'ajustement dépendra surtout du coût de

l'enzyme et des manipulations à réaliser en cours de réaction. En fait, la cinétique d'hydrolyse

étant proportionnelle à la quantité d'enzyme dans le milieu réactionnel, il est souvent préférable

de prolonger la durée d'hydrolyse en ajoutant des quantités plus faibles d'enzyme; ceci permet

non seulement de réduire les coûts, mais facilite aussi le contrôle de la cinétique d'hydrolyse tout

en permettant la prise d'échantillon en début de réaction. Par contre, la durée d'hydrolyse ne doit

pas être trop longue pour éviter les contaminations microbiennes dans le milieu.

Les conditions d'hydrolyse utilisées pour la production de peptides antimicrobiens à partir

des protéines laitières peuvent donc varier de façon importante. Un aperçu des conditions déjà

utilisées pour la production de ce type de peptides est présenté dans le tableau 02.

Tableau 2: Conditions d'hydrolyse pour la production de peptides antimicrobiens à partir des

protéines laitières.

Enzyme Protéine pH T(°C) Ratio E/S Référence

Chymosine Caséine 6,4 30 0,0006% Lahov et Regelson, 1996

Pepsine Lactoferrine 3 37 3% Recio et Visser, 1999

3 37 3% Tomita et al., 1991

2.5 37 3% Bellamy et al., 1992b

2.5 37 3% Enrique et al., 2009

β-lactoglobuline 2,0 37 1:200 Pihlanto-Leppalà et al., 1999

α-lactalbumine 2,0 37 1:200 Pihlanto-Leppalà et al., 1999

Trypsine β-lactoglobuline 7,8 37 1:10 Pellegrini et al., 2001

β-lactoglobuline 8,0 37 1:200 Pihlanto-Leppala et al., 1999

7,8 37 1:10 Pellegrini et al., 1999
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II- Matériels et méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Le lait

1.1.1. Origine

Les exploitations sélectionnées sont localisées dans les trois étages bioclimatiques du

bassin laitier, les populations animales sont retenues après confirmation de leur état de santé.

Elles sont constituées de la population ovine Arabya qui tire son origine d’Ouled Djellal, de la

population caprine Amazigh ou Kabyle et enfin de la population bovine.

1.1.2. Prélèvement et contrôle

Les échantillons de laits ont été aseptiquement prélevés. La traite est réalisée après

lavage soigné des mains et aseptisation. La fréquence et les lieux de prélèvement sont indiqués

dans le tableau 03. Le lait a été recueilli dans un flacon en verre de 250 ml stérile après avoir

éliminé la première dizaine de jets, conservé à 4 °C et acheminé directement au laboratoire

pour analyse. Les laits prélevés correspondent aux laits d’une seule traite, celle du matin. Les

échantillons ont été soigneusement étiquetés (population, lieu, date de prélèvement, état

physiologique de l’animal, période de traite, saison…).

1.1.3. Technique de prélèvement

Les échantillons de lait ont été aseptiquement prélevés. Pour ce faire, le pis et la

mamelle de l’animale ont été nettoyés à l’eau savonneuse, rincées à l’eau distillée stérile et

essuyés à l’aide d’une serviette de papier stérile. La traite est réalisée après un lavage soigné et

aseptisation des mains. Le lait a été recueilli dans des flacons stériles de 250 ml soigneusement

étiquetés, après avoir éliminé les premiers jets, et immédiatement conservé à 4°C et analysés

dans la journée. Les laits prélevés correspondent aux laits d’une seule traite, celle du matin.

Les laits contaminés ou mammités ont été écartés. Seuls les laits sains sont retenus pour la

recherche des lactocoques.

1.2. Souches de lactocoques

Les souches présumées lactocoques ont été isolées à partir des laits de vache, de chèvre

et de brebis de différentes fermes du périmètre du moyen Chéliff en différentes saisons de
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l’année (hiver, printemps et été) de l’année 2006. Elles ont été cultivées sur milieux sélectifs et

conservées en vue d’être étudiées.

1.2.1. Origine des souches

Les souches ont été isolées à partir des laits de vache, chèvre et brebis de

différentes fermes du périmètre du moyen Chéliff durant les saisons de l’hiver, printemps et

été de l’année 2006. Le tableau 01 présente les principaux sites de prélèvement ainsi que le

nombre d’échantillons de laits collectés.

Tableau 01 : Lieu, origine animale et nombre de prélèvement du lait cru.

Périmètre

du moyen

Chélif

Lieu Origine animale Nombre de prélèvement

Oued Fodda Vache + Brebis 4

El-Karimia Vache + Brebis 3

Bir Saf-Saf Vache + Brebis 4

Oum Drou Vache 3

Ouled Abbes Vache +Brebis + Chèvre 4

Chlef centre Vache 3

Chettia Vache +Chèvre 3

Ouled fares Vache +Chèvre+ Brebis 4

Boukadir Vache+ Chèvre+ Brebis 4

Oued -Sly Vache 4

Medjadja Vache +Chèvre+ Brebis 5

1.2.2. Choix des laits

Les laits sont choisis selon leur état sanitaire et hygiénique. Les prélèvements sont faits

à partir d’animaux sains et ne présentant pas de signes de mammites. Les éventuelles

mammites subcliniques au niveau des quartiers des trayons et/ou de mamelles sont détectées

par le papier test mammite. Le virage du papier du jaune au bleu au contact du lait est un

indice de mammite et l’échantillon est écarté. Le contrôle microbiologique au laboratoire

concerne la recherche et le dénombrement des coliformes fécaux et des staphylocoques à

coagulase positif.
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1.2.3. Prélèvement et conditionnement

Les échantillons des laits sont collectés chacun dans des flacons stériles en verre de

250 ml de capacité et remplis à 220 ml juste à la sortie de la mamelle. Rapidement

conditionnés à 4°C, et acheminés vers le laboratoire. Les laits sains sont la source d’isolements

sélectifs des lactocoques et subissent parallèlement une caractérisation physicochimique et

biochimique.

1.3. Isolement et purification des lactocoques

1.3.1. Techniques d’isolement

L’isolement a été effectué à partir des échantillons le jour même de leur réception. Une

série de dilutions décimales jusqu’à 10-5 dans l’eau physiologique stérile a été réalisée à partir

de l’échantillon homogénéisé par agitation. Les trois dernières dilutions ont été ensemencées

en masse dans la gélose M17 en boites de Pétri. Les boites sont incubées couvercles en bas à

30°C pendant 24 à 48 h.

1.3.2. Techniques de purification

La purification consiste à effectuer des repiquages successifs sur les bouillons M17,

MRS et Elliker jusqu’à l’obtention de colonies pures bien distinctes. La purification des

souches sur milieu gélosé se fait par la méthode des stries. La pureté des souches est confirmée

par prélèvement de colonies représentatives du genre Lactococcus, par observation

microscopique après coloration de Gram et le test de la catalase à chaque repiquage. Seules les

bactéries Gram positif et catalase négative et de forme coccique sont retenues et conservées

pour une identification ultérieure.

1.3.3. Conservation des souches

Les cultures pures sont stockées à 4°C pour l’usage de routine dans les milieux gélosés

M17, MRS et Elliker (en boite de Pétri et en tube), à -20°C comme stock de deuxième

utilisation et a - 80°C comme stock stratégique. Dans ce cas le culot d’une culture de 24

heures (dans les différents bouillons en tube) est centrifugé à 6000 trs.mn/15mn/4°C le culot

dans des tubes Eppendorf est additionné d’un bouillon de culture neuf glycérolé à la

concentration de 15% v/v (autoclavé à 121°C/20mn).

1.3.4. Identification des isolats
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Une batterie de tests portant sur les caractéristiques culturales, morphologiques et

biochimiques sur les cultures pures a été conduite en vue de leur l’identification.

1.4. Etude des caractères culturaux et morphologique

Les colonies des cultures pures sur milieu gélosé sont examinées selon leur

caractéristiques relatives à leur taille, contour, forme, couleur, aspect (brillant, mat, muqueux)

ainsi que leur consistance. Cet examen peut être effectué à l’œil nu ou à l’aide d’une loupe

binoculaire. Par examen microscopique en immersion d’un frottis on distingue la morphologie,

la taille et l’arrangement des cellules. La coloration différentielle de Gram permet une

distinction, selon la coloration finale des cellules, les Gram positifs (de coloration violette)

sont retenus pour la suite des investigations.

1.5. Etude des caractères physiologiques et biochimiques

1.5.1. Caractères physiologiques.

- Type respiratoire

Le comportement vis à vis de l’oxygène a été étudié par ensemencement d’une gélose

profonde VF (viande-foie) répartie en tubes en culot de 10 à 15cm. L’ensemencement est

effectué par piqure centrale à l’aide d’une pipette Pasteur jusqu’au fond du tube et que l’on

remonte ensuite en décrivant une spirale de façon à répartir uniformément la suspension sur

toute la hauteur du culot. Les tubes sont incubés 24 à 48 heures à 30°C.

- Température de croissance

La croissance à 10°C et à 45°C est déterminée en ensemençant des tubes de bouillons

de cultures ou lait écrémé stérile. Les tubes incubés à 45 °C sont examinés après 24 à 48

heures, alors que ceux incubés à 10°C sont examinés après 7 à 10 jours. L’apparition d’un

trouble est synonyme de croissance.

- Croissance en conditions hostiles

- Halophilie

Pour étudier l’halophilie des lactocoques, on cultive les souches pures sur milieu

hypertonique (bouillon additionné de NaCl à 2,4 et 6,5 %). L’incubation est réalisée durant

une période de 24 à 48 heures à 30°C. La croissance est appréciée par l’apparition de troubles.
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- Croissance à pH 9,6

Le bouillon réparti en tubes et ajusté à pH 9,6 par ajout de NaOH 1N stérile est inoculé

par des souches pures ensuite incubés à 30°C pendant 24 à 48 heures. La mise en évidence de

la croissance est traduite par le développement d’un trouble.

- Croissance en présence de la bile

La tolérance aux sels biliaires des lactocoques a été étudiée par ensemencement par une

suspension jeune de souches isolées d’une série de tubes de bouillon M17 additionnés de 0,3

% de bile. Après 24 heures d’incubation à 30°C, la croissance de ces souches est appréciée par

la détermination de la densité optique à 620 nm (Tanaka et al., 1999).

- Thermorésistance

Les bouillons en tubes sont inoculés par des cultures jeunes de souches pures puis

chauffés à 60°C pendant 30 minutes. Apres rapide refroidissement, ils sont incubés 24 à 48

heures à 30°C. Les souches mésophiles sont incapables de se développer dans ces conditions.

- Croissance sur lait bleu de Sherman

L’activité réductasique du bleu de méthylène est une caractéristique des espèces

lactiques mésophiles. Du lait écrémé stérile à 1 % (p /v) de bleu de méthylène est ensemencé

et incubé 24 à 48 heures à 30°C. Le test est positif s il ‘y a décoloration du lait.

- Tolérance au tellurite

La tolérance au tellurite est recherchée par ensemencement du milieu gélosé contenant

0,4 % de tellurite de potassium. Les coccis résistants donnent des colonies noires ; ceux qui

poussent mal donnent de petites colonies grises après une période d’incubation de 24 à 48

heures à 30°C.

1.5.2. Caractères biochimiques

- Mise en évidence des enzymes de respiration catalase et oxydase

La présence de la catalase consiste à déposer une goutte d’H2O2, dilué au 1/dixième,

sur une lame de verre et à l’aide d’une pipette Pasteur une colonie jeune est prélevée ensuite

délayée dans la goutte. Un dégagement gazeux (O2) indique la présence de la catalase. La

présence d’oxydase est mise en évidence par la technique de Kovacs. Un disque « OX » est

placé sur une lame et imbibé d’une goutte d’eau distillée stérile puis un fragment d’une
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colonie jeune est déposé à la surface. Une coloration rose apparait en quelques minutes signe

d’une réaction positive.

- Culture sur lait tournesolé

Ce test a pour objectif de mettre en évidence la présence de la réductase. Un

ensemencement à 1 % dans un lait écrémé à partir d’une culture jeune sur bouillon. L’activité

au cours de culture à 30°C est notée. Le tournesol est un indicateur du potentiel

d’oxydoréduction et de pH. Un virage du mauve au rose indique une acidification (A) due à

l’attaque du lactose, une décoloration de l’indicateur depuis le fond du tube traduit une

réduction (R), la souche peut ensuite coaguler le lait (C). Les lactocoques réduisent le

tournesol avant de coaguler le lait..

- Caractère hémolytique

Le caractère hémolytique est étudié par culture sur gélose au sang. Une base gélosée

est fondue, ramenée à 45°C, additionnée de 5 % de sang défibriné de cheval et coulée en

boites de pétri. Le milieu est ensemencé par les souches isolées par stries, après incubation

et culture, l’aspect de la gélose autour des colonies est examiné :

- Zone verdâtre : hémolyse 

- Auréole claire : hémolyse 

- Pas de modification : pas d’hémolyse ou hémolyse 

- Recherche de la citratase

Elle est mise en évidence par culture sur gélose semi-solide au lait écrémé citraté. La

gélose est ensemencée dans la masse et incubée à 30°C pendant 2 à 7 jours. La fermentation se

traduit par la production de gaz. Cette enzyme n’est présente que chez Lactococcus lactis

subsp lactis biovar diacetylactis. Elle conduit à la formation d’acetoine.

- Hydrolyse de l’amidon

Elle est testée par une culture sur milieu gélosé additionné de 0,3 % d’amidon soluble

de pomme de terre en boites de Pétri. Après incubation 24 à 72 heures à 30°C, l’hydrolyse est

caractérisée par pulvérisation d’une solution iodo-iodurée à la surface de la boite. Les zones

claires autour des colonies traduisent une activité amylolytique.
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1.5.3. Caractérisation du métabolisme carboné

- Recherche du type fermentaire

Le test de Gibson et Abd El Malek permet d’apprécier le type de métabolisme par

lequel le substrat carboné est utilisé. Il est homofermentaire si l’acide lactique est le seul

produit formé et hétérofermentaire si d’autres composés sont aussi présents tel que l’acide

acétique, l’éthanol et le CO2. Les tubes sont incubés à 30°C pendant 24 à 48 heures.

- Fermentation des sucres

L’eau peptonée en tubes contenant du pourpre de Bromocrésol BCP comme indicateur

de pH sont additionnés de sucres à la concentration finale de 0,5% sont ensemencés par une

culture jeune. Après 24 à 48 heures d’incubation à 30°C, le développement de la culture se

traduit par le virage de l’indicateur coloré dû à l’acidification. Les sucres suivants sont testés :

maltose, tréhalose, Mélibiose, raffinose, inuline, sorbitol, arabinose, mannitol, lactose, xylose,

Inositol, cellobiose, rhamnose, ribose et galactose.

1.5.4. Etude du métabolisme azoté

L’activité de l’arginine dihydrolase (ADH) est mise en évidence par la méthode

classique sur bouillon de Moeller en tube. Chaque tube est ensemencé par 3 ou 4 gouttes d’une

suspension dense d’une culture jeune. Après incubation 24 à 48 heures à 30°C,

1.6. Recherche et sélection de souches protéolytiques

1.6.1. Détection de l’activité protéolytique sur milieu solide

L’activité protéolytique est mise en évidence sur milieu gélose au lait à 5 % (v/v)

(Gordon et al., 1973). Une culture jeune de chaque souche a été ensemencée en surface et

incubée 24 à 48 h à 37°C. L’activité protéolytique se manifeste par l’apparition d’un halo

claire autour des colonies.

1.6.2. Mesure de l’activité protéolytique

L’activité protéolytique a été déterminée selon la méthode décrite par Beynon (1989)

en utilisant l’azocaséine (sigma) comme substrat chromogène.

1.6.3. Détermination du pouvoir protéolytique
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L’azocaseine est une caséine couplée à un chromogène lorsqu’une enzyme active

hydrolyse l’azocaseine celle-ci libère le chromogène que l’on récupère en faisant précipiter les

caséines en acidifiant le milieu avec une solution de Trichloracétique (TCA) à 10%, après

centrifugation le chromogène se trouve dans le surnageant que l’on détecte par

spectrophotomètre en lisant l’absorbance à 440 nm.

0.15 ml de l’enzyme purifiée est mélangé avec 0.25 ml d’une solution de l’azocaséine à

2% préparée dans le tampon phosphate à 100mM et un pH 7, puis incubé à 55°C pendant 1h.

Ensuite la réaction est arrêtée par l’ajout de 1.2 ml TCA à 10% et laisser reposé pendant

15min à température ambiante puis centrifuger à 8000 rpm/min pendant 15 min. Prélever 1.2

ml du surnageant est additionné à 1.4 ml de NaOH 1M. La lecture au spectrophotomètre est

réalisée à 440 nm. Une unité de l’activité protéolytique est définie comme étant la quantité de

protéase qui permet d’augmenté 0.01 l’absorbance par heure à 440 nm.

1.6.4. Identification génotypique de la souche productrice

La souche à haut pouvoir protéolytique a été sélectionnée pour une identification

génotypique.

1.6.5. Détermination des conditions optimales pour l’extraction de l’enzyme

A fin de déterminer les conditions optimales pour la production de la protéase à partir

de la souche à haut pouvoir protéolytique, une cinétique de production de la protéase a été

conduite comme suit :

Dans des flacons stériles contenant 500 ml de lait commercial stérilisé et écrémé

(UHT) ont été inoculé avec une pré-culture d’une nuit de la souche productrice (à 5% v/v) puis

incubé à 37°C pendant 48h sous agitation à 150 rpm. La production de l’enzyme a été suivie

par le dosage de l’activité protéolytique, la détermination de la biomasse ainsi que la mesure

du pH. Périodiquement, chaque 3 heures, un volume de 10 ml du milieu de culture est collecté

aseptiquement à l’intérieur de la haute à flux laminaire, ensuite centrifugé à 104 rpm à 4°C

pendant 15 min pour éliminer les particules insolubles.

1.7. Purification de la protéase

Un volume de 1 L du lait commercial UHT a été inoculé par une pré-culture d’une nuit

de la souche productrice (à 5% v/v) ensuite incubé dans les conditions optimales à 37°C

pendant 48 h. Le surnageant de culture qui représente l’extrait enzymatique brut a été
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centrifugé 104 rpm/4°C/ 15 min ensuite filtré à travers des filtres de 45µm afin d’éliminer les

particules insolubles et les débris cellulaires. Environ 900 ml de l’extrait enzymatique brut

récupéré et constitue le volume de purification de la protéase.

la détermination du rendement d’extraction et la vérification de la pureté de l’enzyme

ont effectués après chaque étape de purification, par la détermination des paramètres suivants :

- Le dosage de l’activité protéolytique ;

- La détermination de la concentration en protéines ;

- La détermination du profil protéique par SDS-PAGE et zymmographie ;

1.7.1. Ultrafiltration

900 ml de l’extrait enzymatique brut a été concentrée en premier lieu par ultrafiltration

dans un tampon de Tris-Hcl 50mM à pH 7 à travers une membrane de 10 Kda seuil de coupure

(Sartorius vivacell 250, 10000 MWCO). 50 ml de l’extrait enzymatique ultrafiltré a été

récupéré.

1.7.2. Chromatographie par échange ionique sur SP-Sepharose

La fraction contenant la protéase issue de l’ultrafiltration (50 ml) a été percolée à

travers une colonne SP-Sepharose (2.6 cm  15 cm) (GE Healthcare Bio-Sciences AB)

préalablement équilibrée avec 50mM du tampon Tris-HCl à pH 8. Les protéines adsorbées

sont éluées avec un gradient linéaire de NaCl entre 0 à 1M dans le même tampon. Des

fractions de 4 ml ont été collectées avec un débit de 2 ml/min. Les fraction actives ont été

rassemblées et ensuite concentrés par ultrafiltration avec une membrane de 10 KDa.

1.7.3. Gel filtration sur Sephadex G-50

La dernière étape de purification a été effectuée sur une colonne de Sephadex G-50 (1.2 cm x

120 cm) (Pharmacia-Amersham, Uppsala, Sweden) préalablement équilibrée avec du tampon

du Tris-HCl à 50 mM, pH 7 contenant du NaCl à 0.15M. La fraction concentré a été percolée

à travers la colonne et éluée avec un débit de 0.5 ml/ min. Les fractions actives de 4 ml ont été

rassemblées et ensuite concentrés par ultrafiltration avec une membrane de 10 KDa.
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1.7.4. Electrophorèse sur gel polyacrylamide et Zymographie

Une électrophorèse sur gel Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide (SDS-PAGE) a

été utilisée pour la détermination de la pureté et le poids moléculaire de la protéase purifiée

selon la méthode décrite par Laemmli (1970), en utilisant deux gels, un gel de concentration à

5 % (w/v) et un gel de séparation à 15% (w/v). Les échantillons sont préparés on mélangeant

l’enzyme purifiée avec 2.5% SDS, 10% glycérol, 5% β-mercaptoéthanol et 0.002% du bleu de

bromophénol et sont ensuite chauffés à 95°C pendant 5min. L’électrophorèse (Bio-Rad Mini-

Protean Tetra system) se déroule dans une solution de tampon d’électrophorèse composé de

Glycine 14,25g, Tris 3g, SDS 1g, qsp H2O MilliQ 1L.

Après migration, les gels sont placés sous agitation dans une solution de coloration au

Bleu de Coomassie R250, (Bleu de Coomassie 0,25% (p/v) dans un mélange méthanol/acide

acétique/eau en proportions 5/1/4 (v/v/v)) pendant une nuit. Les gels sont ensuite mis dans une

solution de décoloration ayant la même constitution sauf le Bleu de Coomassie. Le poids

moléculaire de la protéase est estimé à l’aide d’un marqueur de taille spécifique (fermentas

PageRuler, prestained Protein Ladder).

L’électrophorèse en conditions non dénaturantes (zymographie) a été conduite de la

même manière que la méthode décrite par Laemmli (1970) à l’exception que l’échantillon ne

subi aucun traitement de dénaturation par chauffage et par l’ajout SDS et l’agent réducteur.

La zymographie est une méthode rapide et sensible qui permet de détecter l’activité

protéasique. Brièvement, après l’électrophorèse dans les conditions non dénaturantes, le gel

est immergé dans 1% de caséine dans du tampon 100 mM Tris-HCl, pH 8,0, et incubé à 37° C

pendant 90 min. Après le lavage, le gel a été coloré avec du bleu de Coomassie brillant R-250.

Une zone claire sur le fond bleu indique la présence de la protéase.

1.7.5. Détermination de la concentration en protéines

La concentration en protéine a été déterminée par la méthode de Bradford (Bradford,

1976) en utilisant le réactif de dosage Bio-Rad (Bio-Rad, Munich, Allemagne) et de sérum

albumine bovin (BSA) comme étalon. Au cours de la purification, la concentration en protéine

a été déterminée par mesure de l'absorbance à 280 nm.
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1.7.6. Détermination du poids moléculaire

Pour déterminer la masse moléculaire de l'enzyme native, la protease purifiée a été

déposée sur la colonne d'exclusion de taille de Sephacryl G-100 (1,6 x 60 cm) équilibrée dans

du tampon Tris-HCl 50 (pH 7,0). L'élution a été réalisée avec un tampon à même de 0,6 mL /

min. Le poids moléculaire de l'enzyme a été estimé en utilisant un kit de calibrage de faible

poids moléculaire (Sigma). Les marqueurs de masse moléculaire utilisés sont les suivants:

albumine de sérum bovin (67 000 Da); l'ovalbumine (43 000 Da); ribonucléase (25000 Da) et

chymotrypsinogene A (13 700 Da). Le poids moléculaire apparent de l'enzyme a été calculé

par comparaison avec les volumes d'élution relatifs des étalons protéiques.

1.7.7. La caractérisation biochimique de la protease purifiée

b. Effet du pH sur l'activité et la stabilité de l'enzyme

Le pH optimal de l'enzyme purifiée a été étudié sur une plage de pH de 3,0 à 11,0. Pour

l'étude de la stabilité du pH, l'enzyme a été incubée pendant 1 h à 55 ° C dans différents

tampons et l'activité protéolytique résiduelle a été déterminée dans des conditions d'essai

normalisées. Les systèmes tampons suivants ont été utilisés: 100 mM de tampon glycine-HCl,

pH 3; 100 mM de tampon d'acétate de sodium, pH 4,0 à 6,0; 100 mM de tampon phosphate,

pH 7,0; Tampon 100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 100 mM de glycine-NaOH, pH 9,0 à 11,0.

b. Effet de la température sur l'activité et la stabilité de l'enzyme

Pour étudier l'effet de la température, l'activité de la protéase a été testée à différentes

températures allant de 20 à 70°C pendant 60 min à pH 7. Pour la stabilité thermique, l'enzyme

a été incubée à différentes températures pendant 60 min et on le refroidit immédiatement dans

l'eau glacée. Par la suite, l'activité résiduelle a été déterminée à pH 7 et 55°C pendant 60 min.

L'enzyme non-chauffé a été considéré que la commande (100%).

e. Effets des inhibiteurs de l'enzyme

Les effets des inhibiteurs de l'enzyme sur l'activité de la protéase ont été étudiés en

utilisant du fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF), l'aprotinine, phénanthroline, la

pepstatine A, iodoacetamid, -mercaptoéthanol et de l'acide éthylène-diamine-tétraacétique

(EDTA). L'enzyme purifiée a été pré-incubée avec les inhibiteurs pendant 30 min à 25°C, puis

l'activité enzymatique résiduelle a été estimée en utilisant l'azocaséine comme substrat dans

les conditions optimales (pH 7,0 à 55°C). L'activité de l'enzyme testée en l'absence

d'inhibiteurs a été prise à 100%.
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f. Effet des ions métalliques

Les effets de divers ions métalliques (5 mM) sur l'activité enzymatique ont été étudiés

par adjonction monovalents (Na + et K +) et des ions de métaux di-trivalents (Ca2 +, Mn2 +,

Zn2+, Fe2+, Cu2+, Mg2+ ou Al3+) au mélange réactionnel. L'activité de l'enzyme sans ions

métalliques a été considérée comme un contrôle à 100%.

1.8. Hydrolyse enzymatique de la caséine bovine

Afin de déterminer les meilleures conditions permettant l’obtention des peptides

antimicrobiens par hydrolyse de caséine, l’hydrolyse à été menée sur une solution de caséine

bovine à 5% (p/v) dans un tampon de 100 mM Tris-HCl à pH7 et maintenue à 55°C. Des

prélèvements d’une partie aliquote d’hydrolysat sont effectués à des temps réguliers et

l’activité antimicrobienne est recherchée.

Le rapport enzyme sur substrat (E/S) maintenu pour la cinétique d'hydrolyse

enzymatique est déterminé en appliquant différents rapports (E/S) (1/5, p/p). Les hydrolysats

de 20 heures obtenus ont été analysés par CLHP en phase inverse. Le rapport à maintenir

correspond à la plus faible quantité en enzyme pour la quelle il y a disparition totale du

substrat après 20 h d'hydrolyse.

1.9. Méthode d’analyses des peptides

L’ensemble des peptides issus de l’hydrolyse de la caséine a été analysé par

chromatographie haute performance en phase inverse et par spectrométrie de masse.

1.9.1. Analyse des peptides par chromatographie liquide haute performance (CLHP) en

phase inverse (PI)

Cette chromatographie est basée sur la différence d’affinité des molécules à séparer

vis-à-vis de la phase stationnaire hydrophobe et de la phase mobile plus au moins hydrophile.

Un système HPLC automatisé composait d’un contrôleur de module de pompe et de

gradient automatisé Waters 600E, un dispositif de collecteur automatique Waters Wisp 717 et

un détecteur à réseau de photodiodes Waters 996. Les données spectrales et

chromatographiques ont été stockées sur un ordinateur NEC466. Logiciel Millennium a été

utilisé pour tracer, d'acquérir et d'analyser des données chromatographiques. Une analyse

XBridge colonne C-18, (5 µm, 4,6 x 250 mm) (Waters, Irlande) a été utilisé avec un débit de 1

ml/min. Gradient d'élution a été effectuée avec un mélange de solvant A (0,1% d'acide
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trifluoroacétique (TFA), v / v) dans de l'eau déionisée et le solvant B (TFA 0,1% dans

l'acétonitrile, v / v). Les protéines et les peptides ont été élues comme suit : 0-80 min, 40% de

B; 80-85 min, 40 à 100% de B; 85-90 min, 100% de B; 90 à 100 min, 100-0% de B, le

système de CLHP a été équilibrée pendant 10 min avec 100% de A. L'élution a été effectuée à

température ambiante.

1.9.2. Analyse des peptides par spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été réalisés dans le laboratoire. En règle générale, l’analyse

par spectrométrie de masse d’un échantillon est constituée d’une série d’opérations

successives : les molécules à analyser sont vaporisées puis ionisées dans la source de

l’appareil, obtenant un mélange d’ions. Ces ions sont filtrés selon leur rapport masse/charge

par un analyseur, et terminent leur course sur un détecteur. Le spectre de masse est obtenu par

le traitement du signal émis par le détecteur.

Un spectromètre de masse est toujours composé de cinq parties :

Une chambre d’introduction dans laquelle l’introduction de l’échantillon peut se faire

directement avec une seringue et pousse-seringue ou par couplage à la chromatographie

liquide haute performance lorsque la technique utilisée le permet.

Une source, appelée aussi chambre d’ionisation et de volatilisation, permettant le

passage en phase gazeuse (vaporisation/sublimation/désorption) de l’échantillon à analyser,

l’ionisation des molécules, mais aussi la décomposition des ions. Plusieurs méthodes

d’ionisation existent, le choix de celle-ci étant directement lié à la nature de l’échantillon et au

type d’analyses souhaitées.

Les molécules ionisées se retrouvent ensuite dans la troisième partie de l’appareil

correspondant à l’analyseur appelé également chambre de séparation. Il permet la séparation

des ions en fonction du rapport masse/charge (m/z), par l’application d’un champ magnétique

et/ou électrique.

Les ions séparés par l’analyseur, arrivent au niveau du détecteur, constitué d’un

collecteur d’ions et d’un ensemble électronique de mesure et l’amplification des signaux

associés aux ions de différentes masses. Les ions viennent heurter un multiplicateur et

l’énergie amplifiée est transcrite en un signal électrique, l’intensité du signal étant

proportionnelle au nombre d’ions.
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La dernière partie de l’appareil correspond à un enregistreur, permettant l’acquisition

des données, qui est faite par un microprocesseur nécessitant une interface. Le rôle de celui-ci

est de transcrire sous forme digitale les signaux analogiques. Les données issues de cette

conversion sont stockées dans la mémoire de l’ordinateur pour le traitement.

Les sources, analyseurs et détecteurs existants peuvent être associés de manière

différente et ainsi créer une grande variété d’appareil. Le choix d’un type de source ou d’un

type d’analyseur dépend de la nature de l’échantillon à analyser et du type de donnée souhaitée

(sensibilité, résolution et précision de mesure).

Pour étudier les peptides issus de l’hydrolyse enzymatique de la caséine bovine la

technique de la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF).

1.9.2.1. Technique de la désorption laser assistée par matrice : MALDI-TOF

Le Maldi ou désorption /ionisation laser assistée par matrice, est une technique assez

répandue permettant de travailler sur une grande gamme de masses (moins de 1 KDa à

plusieurs centaines de KDa) avec une bonne précision de mesure de masse, une préparation et

une mise en œuvre relativement simples, une grande rapidité d’analyse, ainsi qu’une relative

tolérance vis-à-vis des tampons, des sels et de nombreux tensioactifs.

a- Principe

La technique MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé émettant dans

l’ultraviolet (UV) ou l’infrarouge (IR) pour désorber ou ioniser un mélange

matrice/échantillon co-cristallisé sur une surface métallique (appelée cible) (Figure 01)

Figure 01 : Principe du MALDI
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L’énergie est restituée en partie est transférée à l’échantillon qui sera alors volatilisé et

ionisé par transfert de protons, soit avant désorption dans la phase solide, soit par collision

après désorption avec la matrice excitée ou avec d’autres molécules du plasma pour former

des ions mono ou di chargées de type [M+nH]+. Les ions formés sont ensuite accélérés par

application d’un champ électrique intense entre la cible et la première lentille électrostatique

du spectromètre appelée lentilles d’extraction.

Il y a en général formation d’ions pseudo-moléculaires mono (M+H)+ et doublement

chargés [M+2H]+ , M correspondant à la masse de la molécule étudiée. Des ions de

cationisation [M+Na]+, [M+K]+ et [M+Na+K-H]+ sont également détectables.

La source MALDI utilisée, est couplée à un analyseur en temps de vol (TOF pour

« Time of Flight ») en mode réflecteur, bien adapté à l’ionisation pulsée par désorption laser.

L’analyseur en temps de vol (TOF) est un tube de vol qui sépare les ions en fonction de leur

vitesse lorsqu’ils se déplacent dans un tube de vol. Le mode d’ionisation MALDI génère

essentiellement des ions monochargés pour lesquels l’analyseur TOF offre une gamme de

masses théoriquement illimitée.

Lors d’une analyse en MALDI, la première étape consiste à co-cristalliser une faible

quantité d’échantillons avec une grande quantité de matrice, sur une surface métallique

appelée cible, qui est généralement en métal inoxydable (souvent à base d’aluminium),

conducteur et traite en surface de manière à être chimiquement inerte par rapport à

l’échantillon.

La matrice possède plusieurs fonctions : isoler les molécules de l’échantillon les unes

des autres pour éviter la formation de complexes de taille trop importante, minimiser la

dégradation de l’échantillon par absorption de l’énergie du faisceau laser incident, améliorer le

rendement d’ionisation. L’énergie transmise par laser est absorbée par matrice, et cet apport

d’énergie provoque son expansion en phase gazeuse en entraînant les molécules d’échantillon.

Le choix de la matrice dépend de la nature des molécules à ioniser, et de plusieurs

facteurs : elle doit former des cristaux incluant l’analyte : être soluble dans les solvants utilisés

pour les macro-biomolécules ; absorber à la longueur d’onde du laser utilisé. Le solide obtenu

par co-cristallisation de la matrice et de l’analyte, doit avoir une durée de vie dans le vide

suffisamment longue pour permettre l’enregistrement du spectre.
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Le dépôt de l’échantillon sur la cible peut se faire par de nombreuses méthodes décrites

en détail par Beavis et Chait (1996) et Kussmann et al., (1997). Le dépôt a été effectué en se

servant de la méthode dite en couche mince : une goutte de solution saturée de matrice est

déposée sur la cible (Xiang et Beavis, 1994, Vorn et al., 1994). La matrice est solubilisée dans

un solvant très volatil, conduisant à la formation d’une couche de cristaux de matrice très

homogène appelée « couche mince ». La solution contenant l’échantillon, est déposée sur cette

couche mince puis évaporée.

Un triple quadripôle (Figure 02), comme son nom l’indique, est composé de trois

quadripôles appelés Q1, q2, Q3 disposés en série : le premier (Q1) et (Q3) sont des analyseurs

de masse (m/z), alors que le deuxième (q2) constitue une cellule de collision, dans la quelles

les ions se brisent par collision (CID) à l’aide d’un gaz inerte comme l’azote N2 (appelé gaz de

collision) et d’une énergie de collision.

Figure 02 : Schéma en coupe d’un triple quadripôle

Un triple quadripôle (ou spectromètre de masse en tandem), permet lors de l’analyse

d’un peptide, d’identifier sa séquence en acides aminés : un ion de masse appelé ion parent,

correspondant au peptide analysé, est sélectionné dans le premier analyseur Q1. Cet ion parent

est ensuite fragmenté dans la cellule de collision q2, permettant l’obtention d’ions gragments

analysés dans Q3 (Figure 03).

Figure 03 : principe d’un spectromètre de masse en tandem
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Les peptides se fragmentent toujours de la même façon, essentiellement au niveau des

liaisons peptidiques selon une nomenclature établie par Roepstorff et Fohlman, en 1984, et

Biemann, en 1990. Plusieurs types de fragments existent : les fragments N-terminaux et C-

terminaux, les fragments internes et les pertes de chaînes latérales.

Les fragments N-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en

conservant la charge de l’ion sur la partie N-terminale du peptide : les fragments primaires

obtenus à base énergie sont de types a, b, c et les fragments secondaires obtenus à haute

énergie de type d. Quant aux fragments C-terminaux, ils sont obtenus en rompant la liaison

peptidique et en conservant la charge de l’ion sur la partie C-terminale du peptide : les

fragments primaires obtenus à basse énergie sont de types x, y, z et les fragments secondaires

obtenus à haute énergie de type v et w. ces fragments sont notés avec un indice qui précise le

nombre de résidus portés par l’ion fragment (Figure 04).

Figure 04 : Schéma théorique de la fragmentation d’un peptide

Les spectres de fragmentations peptidiques à basse énergie donnent majoritairement

des ions de série y et b. La séquence partielle ou totale du peptide est déterminée par la

succession de clivages consécutifs appartenant à une série (a ou b). Ainsi deux clivages

consécutifs induisent la formation d’ions fragments dont la différence de masse équivaut à la
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masse moléculaire caractéristique d’un acide aminé. Les ions obtenus par fragmentation des

chaînes latérales (ions de série d, v, w) apparaissent essentiellement lors des fragmentations à

haute énergie. Ils résultent de clivages homolytiques des liaisons carbone-carbone des chaînes

latérales ou de mécanismes radicalaires avec réarrangement sur un site éloigné de la charge.

Il existe cependant des ambiguïtés lors de l’interprétation des spectres de

fragmentation. Il est par exemple difficile de distinguer : les acides aminés isobares (Leucine

et Isoleucine), les acides aminés de masses très proches comme la Lysine et la Glutamine, et

certaines combinaisons de résidus de masse égale à celle d’un autre résidu. Les acides aminés

isobares ou de masses proches peuvent être discriminés en générant des fragmentations de

leurs chaînes latérales (ions de série d) par spectrométrie de masse en tandem à haute énergie.

1.10. L’activité antimicrobienne

1.10.1. La méthode de diffusion sur la gélose

La détection des activités antimicrobiennes des hydrolysats et des peptides a été

réalisée selon la méthode de diffusion décrite par Hikey et al., (2003).

Plusieurs souches bactériennes cibles ont été utilisées 4 souches à Gram-positif ;

Bacillus subtilis ATCC 6633 (the American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville,

MD, USA), Listeria innocua LMG 11387, Listeria. monocytogenes ATCC 3512 (CM/NCTC,

UK), Staphylococcus aureus CIP 4.83, Bacillus cereus et 3 souches à Gram-négatif :

Escherichia coli JM 109, Escherichia coli DH5α et E. coli CIP 54127.

La détection de l’activité antimicrobienne sur milieu gélosé est basée sur la diffusion

de l’agent antibactérien au sein de ce milieu ensemencé avec une souche cible.

Le dépôt de l’agent antimicrobien se fait en puits confectionnés à l’aide d’un emporte-

pièce. Le diamètre des puits est 5mm et le volume de l’échantillon déposé est de 20 µl.

Le volume de la culture de la souche cible est calculé de façon à avoir une

concentration cellulaire de 107UFC/ 12 mL de milieu Müler-Hinton. Après une brève

homogénéisation par vortex, les 12 mL contenant les 107 UFC sont coulés rapidement dans

une boite de Petri. Après solidification, les puits sont confectionnés d’une façon aseptique et

20 µL de chaque échantillon à tester (hydrolysat ou peptide) sont déposés.

Après 3 heures de diffusion à 4°C, la souche est mise à incuber à la température

appropriée selon le type de la souche cible et l’activité antimicrobienne est détectée par
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l’apparition de zones d’inhibition de croissance autour des puits après 24 heures d’incubation

(figure 05).

Figure 05 : Schéma représentant la méthode de diffusion sur gélose

Pui

t

Milieu Müler-Hinton

Boite de Petri
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I. Elaboration du souchier

I.1. Caractéristiques des laits

Au total deux cent échantillons de laits ont été collectés à partir de différentes origines

animales dont cent (100) échantillons d’origine bovine, cinquante (50) d’origine caprine et

cinquante (50) autres d’origine ovine. Une caractérisation physicochimique et biochimique

globale a été réalisée et les résultats trouvés sont consignés respectivement dans les tableaux 1

et 2 de la partie annexe.

Les laits retenus pour l’isolation microbiologique des espèces appartenant au genre

Lactococcus sont des laits normaux sur le plan physico-chimique et biochimique. Toute

modification à ce niveau serait signe de pathologie. La mesure des variations du potentiel

électrique (ou de la conductivité) du lait des premiers jets peut révéler d’éventuelles

mammites. Selon Biggadike et al. (2002), la conductivité électrique dans les premiers jets

serait directement proportionnelle à la gravité de l’infection du pis. D’après Norberg et al.,

(2004), la conductivité du lait d’un quartier sain est en général comprise entre 400 et 550

µS/cm à 25°C.

En final, nous avons pu collecter vingt et quatre souches persistantes par isolation sur

milieu M17 appartenant à l’espèce Lactococcus lactis à partir des laits normaux de brebis, de

vaches et de chèvres dans le bassin laitier du moyen Chélif et dont les tentatives

d’identification montrent la distribution suivante :

- 16 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp lactis ; représentent 66,66 %

- 04 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp cremoris ; représentent 14,30 %

- 04 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp diacetylactis. représentent 19, 04 %

I.2. Caractéristiques phénotypiques des isolats

Sur le plan morpho-culturale et microscopique toutes les colonies prélevées à partir du

milieu M17 sont rondes ou lenticulaires, à contour régulier, d’un blanc opaque. Les cellules

sont sous forme de coques isolées, en paires ou en chaînettes à Gram  et catalase négatif.

Selon Petranxiene et Lapied (1981), ces souches peuvent être des lactocoques. Les critères

utilisés pour déterminer l’espèce et la sous espèce et les résultats obtenus sont consignés

dans les tableaux 03, 04, 05, 06, 07 et 08 (voir annexe). Les souches des isolats ont été

identifiées en se basant sur leurs caractéristiques physiologiques et biochimiques données

par Dellaglio et al., (1994) ; Stiles et Holzapfel (1997), Schleifer et al., (1985) et Guiraud
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(1998). Les individus d’isolation sélective à partir de colonies lenticulaires et à contour

régulier par culture sur milieu M17 sont des cocci en paire ou en chainette, Gram positives,

catalase-négatives, non motiles et asporulés, anaérobies facultatives. Tous sont capables de

croitre à 10°C et 30 °C et à 2% et 6% de NaCl faiblement à 45°C.

Le caractère homofermentaire du glucose est confirmé par l’absence de production de

CO2 et exclusivement de l’isomère lactate L+. A ce stade, nous les avons confondus avec les

espèces du genre Enterococcus habituellement décrites dans la littérature. L’utilisation des

galeries API 50CHL (Bio Mérieux) nous a permis la confirmation de leur appartenance au

genre Lactococcus. Ces caractères de résistance à 6% de NaCl, et de capacité de cultiver en

présence de 40% de sels biliaires d’hydrolyse de l’esculine et de croitre à 45°C (faiblement)

font la particularité de ces souches et déterminent leur atypicité. Ce phénomène a été

également décrit par Karam et Karam (2006) dans leurs travaux sur la microflore des laits de

chamelles du sud algérien. Ces auteurs expliquent ce comportement par l’adaptation

physiologique de ces souches à un environnement riche en NaCl. Le bassin laitier du moyen

Chellif, comme il a été décrit précédemment est un écosystème de climat aride et de sols plus

ou moins fortement salinisés, la biocénose subit ces contraintes et fini par s’adapter. Doui et

al., (2009) rapportent également que certaines souches du genre Lactococcus isolées à partir

du beurre de brebis présentaient les mêmes caractéristiques. Ce comportement particulier

d’halo-résistance au NaCl et de thermotolérance peut présenter un intérêt technologique car

elles pourraient en effet être testées dans l’élaboration de produits lactofermentés salés

(fromages, viandes, végétaux, …). Par ailleurs, Schleifer (1987) signale que les sous espèces

lactis et diacetylactis résistent à 40% de sels biliaires par contre ce comportement est variable

chez la sous espèce cremoris. Les souches qui se cultivent sur lait bleu de Sherman (réductase

+) et fermentent le maltose, possédant une arginase et produisent de l’acétoine, possèdent une

citratase sont présumés être des Lactococcus lactis biovar diacetylactis. Celles qui sont

incapables de produire de l’acétoine sont des Lactococcus lactis subsp lactis. Les sous espèces

de Lactococcus lactis subsp cremoris par contre ne peuvent fermenter le maltose et ne

produisent pas d’arginase. Habituellement, les lactocoques croissent dans 0,5 à 4% de NaCl,

voire 6,5% de NaCl pour certaines espèces telle que L. lactis subsp. lactis (Hamasaki et al.,

2003). Leur croissance est inhibée à des pH inférieurs à 4,4. La plupart des espèces sont

mésophiles leur température optimale étant voisine de 30°C, mais elles se développent

généralement à 10°C.
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I.2. Etude de l’activité protéolytique des souches isolées

I.2.1. Criblage de l’activité protéolytique

Afin de mettre en évidence l’activité protéolytique dans le milieu de culture, l’activité

protéolytique a été recherchée dans le surnageant de culture sur la collection de 24 souches de

Lactococcus préalablement identifiées. L’activité a été mise en évidence après 48 heures

d’incubation à 30°C sur gélose au lait après élimination des cellules par centrifugation et

filtration sur 45µm. L’activité se manifeste par l’apparition d’un halo clair autour des puits.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 05.

Tableau 05: Résultat du criblage de l’activité protéolytique des cultures pures de

Lactococcus lactis.

Parmi

activité proté

souches d’ori

de chèvre (Lc

Souches Activité protéolytique Souches Activité protéolytique

Lc.L1 - Lc.L13 +

Lc.L2 - Lc.L14 -

Lc.L3 - Lc.C1 +

Lc.L4 - Lc.C2 +

Lc.L5 - Lc.C3 +

Lc.L6 +++ Lc.C4 +

Lc.L7 - Lc.D1 -

Lc.L8 - Lc.D2 -

Lc.L9 - Lc.D3 +

Lc.L10 - Lc.D4 -

Lc.L11 -

Lc.L12 +
(-) Absence de protéolyse (+) Présence de protéolyse
57

les vingt et quatre souches testées, uniquement huit souches ayant exprimées une

olytique, trois souches d’origine lait de vache (Lc.L12, Lc.L13, Lc.L6), quatre

gine (Lc.C1, Lc.C2, Lc.C3, Lc.C4) lait de brebis et une souche d’origine le lait

.D3). La comparaison des diamètres de clarification montre que la souche Lc.L6
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a exprimée une activité protéolytique plus importante par rapport aux autres souches, se

traduisant par un diamètre de clarification le plus large (Figure 25). Par ailleurs, ce type

d’activité est spécifique aux souches présentant un système enzymatique secrété à l’extérieur

de la cellule et qui la capacité d’hydrolyser les protéines. Cette activité protéolytique a été

rapportée par Nissen-Meyer et Sletten (1991) pour la souche Lactococcus lactis subsp.

cremoris NCDO 1201.

Figure 25 : Exemple d’un résultat de la mise en évidence de l’activité protéolytique de trois
souches de Lactococcus Lc.C1, Lc.C2, LcD3, Lc.l11, Lc.l12 et Lc.l6 après 48h d’incubation
sur gélose au lait.

I.2.2. Détermination du pouvoir protéolytique

Afin de valider le résultat précédant et d’évaluer la capacité des souches à hydrolyser la

caséine du lait, la détermination du pouvoir protéolytique des souches sélectionnées s’est

avérée nécessaire.

Le dosage de l’activité protéolytique a été évalué après 48 heures d’incubation à 30°C

dans le surnageant de culture. Les cellules bactériennes sont éliminées par centrifugation à 104

rpm/ 10 min à 4°C et filtration sur 45µm, afin d’éliminer toute activité contaminante.

Pour croître dans le lait, Lactococcus lactis assimile les acides aminés et les

oligopeptides contenus dans le lait ou issus de l’hydrolyse des protéines du lait, notamment

des caséines. Généralement, le système protéolytique caractérisé à ce jour chez les lactocoques

est complexe constitué de protéase fixé sur la paroi cellulaire, un système de transport

d’oligopeptide et des peptidases intracellulaires (Liu et al., 2010). Cependant, ce système est

inhabituel chez les bactéries lactiques en particulier chez les lactocoques. Peu d’études qui ont

pu mettre en évidence des protéases extracellulaires libres chez cette espèce, c’est le cas de

l’étude réalisée par Nissen-Meyer et Sletten (1991).
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Il en ressort clairement à travers la figure 26 que la souche Lc.L6 se distinguait par une

activité protéolytique la plus prononcée comparée aux autres souches. Cette activité a été

estimée à 4,561 U/mL par contre pour les autres souches elle varie entre 1,2 et 0,11 U/mL.

La souche Lc.L6 a été retenue pour le reste du travail éventuellement pour une

identification génotypique et l’extraction et la purification de la protéase faisant partie de son

système protéolytique.

I.2.3. Identification génotypique de la souche Lc.L6

La souche Lc.L6 a été identifiée génétiquement Tunisie en tant que Lactococcus lactis

subsp lactis avec un numéro d’accession AB618806.1 au niveau du laboratoire de Génie

Enzymatique et de Microbiologie à Ecole Nationale d’Ingénieurs de Sfax,.

II. Extraction et purification de la protéase exogène de Lc.L6

II.1. Cinétique de production de la protéase par la souche Lc.L6

Une cinétique de production de la protéase exogène de la souche sélectionnée a été

étudiée au cours des différentes phases de croissance, dans le but déterminer la durée

d’incubation qui permet meilleur une production de protéase.

Le résultat présenté dans la figure 27, illustre l’évolution de l’activité protéolytique, la

biomasse et le pH du milieu en fonction de la durée d’incubation. En effet, la figure 27 montre

également que la synthèse de la protease est principalement associée à la croissance cellulaire
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durant la phase exponentielle. La quantité maximale de protéase est produite durant 18 heures

d'incubation pour atteindre 3,93 U/mL correspondant à la fin de la phase exponentielle. En

suite, la production de protéase reste plus au moins stable durant toute la phase stationnaire où

elle atteint une valeur de 3,7 U/ml. Durant la phase de déclin, nous avons constaté une faible

diminution de production de la protéase pour atteindre après 48 heures d’incubation 3,34

U/mL. Ceci est dû principalement au phénomène d’autolyse cellulaire et à l’auto-protéolyse de

l’enzyme. Selon Laan et konings, (1991), le phénomène d’autolyse devient de plus en plus

important parallèlement à l’épuisement du milieu de culture.

En effet, selon Juillard et Richard, (1994), la durée d’incubation a une influence direct

sur la production des protéases.Cependant, de nombreux études ont signalé que la production

maximale de la protéase se situe à la fin de la phase exponentielle et le début de la phase

stationnaire (Nissen-Meyer et Sletten, 1991; Meijer et al., 1996).

Par ailleurs, une légère diminution du pH de milieu a été constatée après 8 heures

d’incubation en passant de 6,67 à 6,1 ; ensuite une stabilité a été notée jusqu’à la fin de la

période d’incubation arrivé à une valeur de 5,63. Cette stabilité de pH observé chez la souche

Lc.L6 au cours toute la période de fermentation constitue un facteur très intéressant en

favorisant la croissance des cellules ainsi la production et la stabilité de la protéase.

Selon plusieurs études (Juillard et Richard, 1990 ; Bouhallab et al., 1992 ; Favrot et

Maubois, 1994 et 1996 ; Picon et Nuñez, 2007) réalisées sur des souches protéolytiques

appartenant à l’espèce Lactococcus lactis subsp lactis, la diminution du pH se déroule d’une

manière progressive après 10 h d’incubation ensuite une chute rapide a été observée après 24 h

d’incubation pour atteindre des valeurs de pH au alentour de 4.
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Figure 27 : Cinétique de croissance et de production de la protéase de Lactococcus lactis
subsp. lactis Lc.L6. Les échantillons ont été prélevés à 3 heures d'intervalle pour la
détermination de la croissance cellulaire (Log CFU / ml) et de l'activité de la protease.

II. 2. Purification de la protéase de Lc.L6

La mesure de l’activité protéolytique et la détermination du profil protéique par

électrophorèse SDS-PAGE avant chaque étape de purification sont nécessaires à fin de

déterminer le rendement de purification de la protéase,

La purification de la protease de Lc.L6 a été effectuée en trois étapes. Durant la

première étape, l’extrait enzymatique (900 mL) de la souche Lc.L6 a été concentré jusqu’à

environ 50 mL par ultrafiltration en utilisant une membrane avec un seuil de coupure de

10kDa. Ceci nous a permis de récupérer des protéines ayant un poids moléculaire supérieur à

10kDa. L’activité spécifique passe de 86,96 à 153,54 U/mg pour un rendement de purification

de 96%.

A noter, que lors de cette opération une perte d’activité a été détectée, qui est due au

phénomène d’auto-protéolyse puisque l’opération a été conduite à température ambiante, ainsi

la possibilité de fuite de l’enzyme à travers la membrane d’ultrafiltration.

L’examen du profil électrophorétique SDS-PAGE (Figure 30-a-) réalisé sur le rétentat

récupérer lors de l’étape d’ultrafiltration, montre la présence de plusieurs molécules protéiques

de différentes poids moléculaires, ceci ce traduit par l’apparition de plusieurs bandes sur le

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

0

2

4

6

8

10

12

0 10 20 30 40 50

A
ct

iv
it

é
p

ro
té

ol
yt

iq
u

e
(U

/m
L

)

C
ro

is
sa

n
ce

ce
ll

u
la

ir
e

(L
og

u
fc

/m
L

)

Durée d'incubation (h)

Croissance cellulaire Lc.L16(ufc/mL)

pH milieu

Lc.L16 activité protéolytique (U/mL)



Résultats et discussion

62

gel. Afin d’éliminer les protéines contaminantes, une deuxième étape de purification c’est

avérée nécessaire. Deux méthodes chromatographiques ont été testées, le tamisage moléculaire

couramment appelée gel filtration et l’échange ionique.

La chromatographie échangeuse d’ions à donnée le meilleur résultat en employant le

support SP-Sepharose comme échangeur de cations.

Cependant, au cours de cette étape, le rétentat d’environ 50 mL récupéré après

concentration par ultrafiltration a été soumis à une chromatographie sur la colonne garnit de la

phase SP-Sepharose. Les protéines adsorbées ont été éluées avec un gradient linéaire de NaCl

de 0 à 1 M. L’activité de la protéase est détectée dans le second pic (Figure 28). Les fractions

contenant la protéase ont été rassemblées, concentrées par ultrafiltration (10 KDa) jusqu’à un

volume de 25 mL. L’activité spécifique de cette extrait a été évalue à 352,69 U/mg et le

rendement de purification de cette étape est de 68%.

L’extrait enzymatique récupérer après la deuxième étape a été analysé par

électrophorèse PAGE afin de déterminer ça pureté. Le profil électrophorétique du puit n°1

(Figure 30-a-) montre la présence de la protéase recherchée et de quelques de protéines

contaminantes. Une autre étape de purification a été nécessaire afin d’éliminer les protéines

contaminantes. L’emploi de la chromatographie gel filtration sur Sephadex G-50 permet

l’élimination des protéines de faibles poids moléculaires.

L’extrait enzymatique (25 mL) récupéré de l’étape précédente a été percolé sur une

colonne Sephadex G-50 préalablement équilibrée avec du tampon Tris-HCl 50Mm à pH 7. Le

profil d’élution montre une meilleur séparation de la protéase recherchée en un seul pic

(Figure 29). Les fractions actives ont été rassemblées, concentrées par ultrafiltration (10 KDa)

jusqu’à un volume de 10 mL. L’activité spécifique de cette a été estimée à 2054,95 U/ mg

avec un rendement d’extraction de 47%.



Figure 28 : Profil d'élution de
colonne de SP-Sepharose. L'enzyme a été éluée avec un gradient linéaire de NaCl (0
dans 50 mM de tampon Tris

Figure 29 : Profil de purification de la proté
gel filtration sur une colonne de Sephadex G
colonne de 120 cm X 1,2 cm équilibrée et éluée avec
30 mL / h.
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Tableau 06 : Résultats des étapes de purification de la protéase de Lc.l6

Etape de
purification

Volume
(mL)

Activité
totale (U)

Protéine
totale (mg)

Activité
spécifique

(U/mg)

Rendement
(%)

Facteur de
purification

Extrait brut 900 6100 70,15 86,96 100 1

Ultrafiltration 50 5853 38,12 153,54 96 1,77

SP-Sepharose 25 3996 11,33 352,69 68 2,3

Sephadex G-50 10 1870 0,91 2054,95 47 5,83

La protéase purifiée présente un poids moléculaire égal à 38 kDa estimé par

électrophorèse SDS-PAGE (Figure 30-a), correspondant à celle déterminée par gel filtration

(Figure 30-c). L’homogénéité de l'enzyme a été également vérifiée par zymographie. Comme

le montre la Figure 30-b, deux bandes claires correspondant à l’activité caséinolytique de la

protéase à l’état native. L’appariation de deux bandes est due probablement au phénomène

d’auto-protéolyse au niveau un seul site. Ce phénomène a été décrit par Laan et konings

(1991).

En général, le poids moléculaire des protéases appartenant aux lactocoques se situe

entre 12 et 180 kDa. En effet, le poids moléculaire de la protéase purifiée de Lc.L6 est plus

grand par rapport à celui de Lc. lactis subsp. lactis IAM 1198 (12 kDa) rapporté par Akuzawa

et Okitani, (1995). Par contre, ce poids est faible comparé avec ceux des protéases signalés

dans d’autres travaux pour d’autres souches appartenant à la même espèce : 93 kDa pour

Lc.lactis subsp. lactis NCDO 763 (Muset et al., 1989) ; 140 kDa pour Lc. lactis ssp. Cremoris

H61 (Ohmiya et Sato, 1975) ; 165 kDa pour Lc. lactis subsp. cremoris Wg2 (Laan et

Konings, 1991) et 180 kDa de Lc. lactis subsp. cremoris H2 (Coolebear et al., 1992).
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Figure 30 : a) SDS-PAGE de la protéase purifiée à partir de Lactococcus lactis subsp. lactis
Lc.L6. Piste 1: extrait enzymatique brut; piste 2 : marqueurs de masse moléculaire; piste 3:
enzyme purifiée. b) Zymogramme du surnageant brut de Lactococcus lactis subsp. lactis
(piste 1) et l'enzyme purifiée (piste 2). c) Estimation de la masse moléculaire de la protéase
Lc.L6.
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II.3. La caractérisation biochimique de la protéase purifiée

II.3.1. Effet du pH sur l'activité et la stabilité de la protéase purifiée

Le profil d'activité du pH de la protéase Lc.L6 purifiée a été déterminé en utilisant

différents tampons de différentes valeurs de pH. La protéase Lc.L16 est très active dans

l’intervalle de pH de 6,0 à 7,5, avec un optimum autour de pH 7 (figure 31-a). Les activités

relatives à pH 6,0 et pH 7,5 étaient d'environ 90%, par rapport à celle mesurée à pH 7.

Cependant, l'activité de la protéase Lc.L6 diminue de manière significative au-dessus de pH

9,0.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs études, le pH optimal de plusieurs

protéases appartenant à l’espèce Lactococcus lactis varie entre 5,5 et 7,5. L’optimum est entre

5,5-6,0 pour la protéase de Lc. lactis subsp. lactis IAM 1198 (Akuzawa et Okitani, 1995),

entre 6,0-6,5 pour la protease de Lc. lactis subsp. lactis IAM 1198 (Akuzawa et al., 1994) et

entre 7-7,5 pour la protéase de Lc. lactis subsp lactis MG 1363 (Stepaniak et al., 1996).

En revanche, la figure 31-b représente la stabilité de la protéase Lc.L6 au pH. La figure

montre que la protéase est très stable dans une large gamme de pH de 6,0 à 8,0 en conservant

plus de 90% de l'activité initiale après 1 h d'incubation à 55 ° C.

Figure 31 : Effet du pH sur l'activité (a) et la stabilité (b) de la Lc.L6 protéase purifiée.
L'activité de la protéase a été dosée dans une gamme de pH de 5,0 à 11,0 à l'aide de tampons
de différentes valeurs de pH à 55 ° C. L'activité maximale obtenue à un pH de 7,0 a été
considérée comme 100% d'activité. La stabilité au pH de l'enzyme a été déterminée par
incubation de l'enzyme dans différents tampons pendant 1 h à 55°C et l'activité résiduelle a été
mesurée à pH 7,0 et 55 °C.
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II.3.2. Effet de la température sur l'activité et la stabilité de la protéase

L'effet de la température sur l’activité de protéase de Lactococcus lactis subsp. lactis

Lc.L6 a été examiné à différentes températures. L'enzyme était active entre 30 et 70°C avec un

optimum à 55 ° C (Figure 32-a). Les activités protéasiques relatives à 45, 50 et 60°C était

d'environ 81, 94 et 80%, respectivement. La température optimale de protéase du Lc.L6 est

plus élevée que les protéases de lactocoques signalées dans la littérature, à titre d’exemple la

protéase de Lc. lactis subsp. cremoris H61, de Lc. lactis subsp. cremoris Wg2 et de Lc. lactis

subsp. lactis IAM 1198 (30°C) étudiées respectivement par Ohmiya et Sato, (1975), Laan et

Konings, (1991) et Akuzawa et Okitani, (1995) leurs températures optimales été égale de

30°C, par contre, celle de Lc. lactis subsp. lactis NCDO été à 45°C signalée par Muset et al.,

(1989) ; et enfin, celle de Lc. lactis subsp. cremoris H2, la température optimale d’activité été

de 37°C étudiée par Coolebear et al., 1992.

Figure 32 : Effet de la température sur l'activité (a) et la stabilité (b) de la protéase purifiée
Lc.L6. Le profil de température a été déterminé par dosage de l'activité de la protéase à des
températures entre 20 et 70°C. L'activité enzymatique à 55°C a été prise comme 100%. La
stabilité thermique a été déterminée par incubation de l'enzyme purifiée à des températures
différentes pendant 60 min.

Pour la stabilité thermique, une activité résiduelle de la protease Lactococcus lactis

subsp. lactis Lc.L6 a été évaluée après un traitement thermique pendant 60 min à différentes

températures et les résultats sont indiqués sur la Figure 32-b. Le profil de stabilité thermique

de la protéase purifiée a montré que l'enzyme est très stable à des températures inférieures à
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60°C, mais à des températures plus élevées l’enzyme perde totalement son activité. L'enzyme

retienne plus de 96,7%, 94,7% et 92,5% de son activité initiale à 40, 45 et 50°C

respectivement. La stabilité thermique de la protéase Lc.L6 est supérieure à celle de

Lactococcus lactis subsp. lactis IAM 1198 signalé par Akuzawa et Okitani (1995).

III.3.3. Effet de divers inhibiteurs sur l'activité de la protéase purifiée

Les protéases peuvent être classées selon leur sensibilité à différents inhibiteurs (Nord,

1982). Les effets de divers inhibiteurs de classe spécifique de protéases sur la protéase purifiée

ont été étudiés (tableau 07). L'enzyme a été complètement inhibée par l'inhibiteur de la

phénanthroline spécifique au métalloenzyme à 1 mM, ce qui signifie que l'enzyme purifiée est

une métalloprotéase. L'enzyme n'a pas été affectée par des inhibiteurs de sérine-protéase

(PMSF et aprotinine), l'inhibiteur d’aspartique-protéase (pepstatine) et inhibiteur de la

cystéine-protéase (iodoacetamide).

L'enzyme a été légèrement inhibée par l'agent chélatant EDTA (5 mM), avec une perte

d’activité de 47%, ce qui indique l'importance des ions métalliques dans la stabilisation de

l'enzyme. Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux montrant que la structure de

certains protéases contient Ca+2 au niveau du site (s) active (s) et son retrait à partir de se site

conduit à une réduction significative de la stabilité thermique (Vieille et Zeikus, 2001).

Tableau 07 : Effet des inhibiteurs sur l'activité de la protéase Lc.L6

Inhibiteurs Concentration (mM) Activité résiduelle (%)

Témoin - 100

EDTA 5 53 ± 1,6

-mercaptoethanol 5 100

Aprotinine 5 100

Phénantroline 1 0

Pepstatine 5 100

PMSF 5 97 ± 1,3

Iodoacetamide 5 100

L’enzyme purifiée a été pré-incubée avec divers inhibiteurs de l'enzyme pendant 30 min à
25°C et l'activité résiduelle a été déterminée à pH 7 et 55 ° C. L'activité enzymatique mesurée
en l'absence de tout inhibiteur a été prise comme 100%.
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III.3.4. Effet des ions métalliques sur la protéase

Les effets de quelques ions métalliques, à une concentration de 5 mM, sur l'activité de

la protéase Lc.L16 ont été étudiés à pH 7,0 et à 55 °C en ajoutant des ions monovalents (Na+,

K+ et Cs+) et des ions divalents (Ca+2, Mn+2, Zn+2, Cu+2, Fe+2, Mg+2) et de l'ion trivalent (Al+3)

au mélange réactionnel (tableau 08). L'activité enzymatique n'a pas été affectée par les ions

(Al+3, Mg+2, Na+, K+) et légèrement affectée par les ions monavalents (Ca+2et Cs+). Cependant,

l'enzyme purifiée a été partiellement inhibée par Mn+2, Fe+2 et Zn+2 et fortement influencée par

le Cu+2, ce qui suggère l'effet dénaturant d'ions de métaux lourds sur la protéase purifiée.

Tableau 08 : Effet de différents ions métalliques (5 mM) sur l'activité de la protéase Lc.L6

Ions Métalliques (5 mM) Activité relative (%)

Témoin 100

Na+ 100

K+ 99,10 ± 2.5

Cs+ 96,12 ± 2.9

Ca2+ 96,00 ± 1.6

Zn+2 65,00 ± 0.6

Cu+2 55,00 ± 1.1

Mg+2 100

Fe+2 76,00 ± 2.9

Mn+2 86,99 ± 1.2

Al+3 100

L'activité de la protéase a été déterminée en incubant l'enzyme
en présence de divers ions métalliques (5 mM) pendant 1 h à 55 ° C et à pH 7.

Ces résultats sont en accords aves les travaux réalisés par Ohmiya et Sato, (1975) sur

Lactococcus lactis subsp. cremoris et Shin et al., (2004) sur Lactobacillus casei subsp. casei

LLG.
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III. Obtention et caractérisation des peptides antimicrobiens

L'hydrolyse enzymatique est l'un des techniques la plus rapide, la plus sûre et la plus

facile à contrôler pour la production de peptides bioactifs (Singh et al., 2014 ; Zarei et al.,

2014 ;. Korhonen, 2009). Un grand nombre d'études ont démontré que l'hydrolyse des

protéines du lait par les enzymes digestives peut produire des peptides biologiquement actifs

(Korhonen et Pihlanto, 2006).

Les enzymes les plus importantes sont la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine qui

ont montré leurs capacités de libérer un certain nombre des peptides antihypertensives, des

opioïdes, immunomodulateurs et antibactériens à la fois à partir des protéines de lactosérum,

α-lactalbumine, β-lactoglobuline et glycomacropeptide (GMP) et de différents types de

caséines (αs, β et κ caséine) (Meisel et FitzGerald, 2003 ; Yamamoto et al., 2003; FitzGerald et

al., 2004 ; Gobbetti et al., 2004, 2007).

L’aptitude des bactéries lactiques à produire des enzymes protéolytiques, les rendent

des producteurs potentiels de peptides bioactifs, qui peuvent être libérés lors de la fabrication

des produits fermentés. Plusieurs bactéries lactiques ont été largement rapportées dans la

littérature comme ayant un système protéolytique efficace pour hydrolyser des protéines et la

libération des peptides bioactifs, y compris Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Lactococcus lactis subsp cremoris

and Streptococcus salivarius subsp. thermophylus (Hernández-Ledesma et al., 2011 ; Gobbetti

et al., 2004 ; Korhonen et Pihlanto-Leppälä, 2004 ; Matar et al., 2003 ; Gobbetti et al., 2002).

III.1. Comportement de la caséine bovine à la protéolyse

III.1.1. Hydrolyse pepsique (protéase de référence)

L’hydrolyse a été menée sur une solution de caséine bovine à 5% (p/v), ajustée à pH

2,5 et maintenue à 37°C, afin de déterminer les meilleures conditions permettant l’obtention

des peptides antimicrobiens par hydrolyse pepsique. Des prélèvements d’une partie

d’hydrolysat sont effectués à des temps réguliers et l’activité antimicrobienne est recherchée.

Le rapport enzyme sur substrat (E/S) appliqué pour la cinétique d'hydrolyse pepsique

est choisi suite à l’examen des profils HPLC des hydrolysats obtenus en appliquant différents

rapports E/S. Le rapport à maintenir correspond à la plus faible quantité en enzyme pour

laquelle il y a disparition de la quasi totalité du substrat au bout de 24 h d'hydrolyse (figure
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33). Au delà du rapport E/S= 1/100, pour des rapports plus grands (1/50, 1/20, 1/10), la

quantité de substrat résiduelle est presque identique. Ainsi, le rapport maintenu était de E/S =

1/100.

En outre, afin de suivre l’évolution de l’hydrolyse et étudier le mécanisme d’action de

la pepsine sur la caséine bovine, les échantillons d’hydrolysats prélevés sont analysés en RP-

HPLC selon les conditions décrites précédemment. La figure 34 montre les chromatogrammes

de l’hydrolyse pepsique de la caséine bovine en fonction du temps d’hydrolyse obtenu pour un

rapport E/S de 1/100.

L’examen des profils obtenus indique l’apparition dès le début de l’hydrolyse (2,5min)

de plusieurs fragments de grande taille, avec des temps d’élution proches de ceux du substrat

initial. Au fur et à mesure de l’évolution de l’hydrolyse, le taux de ces fragments diminue en

faveurs de celui des peptides de faible taille, qui apparaissent en faible quantité au début des

chromatogrammes et continuent d’augmenter de concentration au cours de l’hydrolyse. Cela

suggère que la pepsine agit sur la caséine selon un mécanisme dit «one by one» et qui

caractérise les réactions enzymatiques où la protéine est dégradée immédiatement en peptides

de grandes tailles.

Ce mécanisme a été proposé pour la première fois par Linderstrom-lang, en 1952, pour

décrire l’action de la pepsine sur l’hémoglobine à son état globulaire native.

Lors de l’hydrolyse de l’hémoglobine bovine native, la réaction de dénaturation

constitue l’étape limitante. La protéolyse procède donc à une vitesse déterminée par une

vitesse initiale V0. Aucune quantité appréciable d’intermédiaires n’est présente et le mélange

se compose essentiellement de la protéine native et des produits finaux. La pepsine

hydrolyserait donc l’hémoglobine native par un mécanisme appelé « one by one ».

V0 enzyme (V1) enzyme (V2)

Native Dénaturée Intermédiaires produits finaux

Par contre, lorsque la structure globulaire de l’hémoglobine bovine est préalablement

dénaturée, l’action de la pepsine suit un mécanisme appelé « zipper » par Linderstrom-lang.
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Les vitesses V1 et V2 constituent alors, au moins initialement, l’étape limitante. En début de

protéolyse, la pepsine coupe l’hémoglobine bovine dénaturée en très gros peptides qui sont par

la suite progressivement transformés en des peptides de plus petite taille. Mécanisme qui

suppose une conversion rapide de la protéine en des produits de dégradation intermédiaires et

consiste en un clivage progressif (par étapes) des intermédiaires.

Ce mécanisme suppose une conversion rapide de la protéine en produits de dégradation

intermédiaires suivie par un clivage progressif (par étapes) des intermédiaires formés en

peptides de plus petite taille.

Cependant, dans le cas de l’action de la pepsine sur la caséine, la disparition progressive

du substrat et l’apparition également de peptides intermédiaires dès le début de l’hydrolyse est

caractéristique du mécanisme one by one. En outre, l’apparition de peptides intermédiaires au

début de l’hydrolyse, en parallèle à la dégradation progressive du substrat, est montrée sur le

gel d’électrophorèse en SDS-PAGE (à 15% de polyacrylamide) (figure 34). Ce mécanisme

peut être expliqué, pour la caséine, par sa structure native non globulaire et ouverte due

principalement à la présence de plusieurs résidus prolines qui interrompent la structure

secondaire et entraine ainsi la formation d’une structure tertiaire ouverte avec une flexibilité

conformationnelle plus grande que celle des protéines globulaires (Guo et al., 1995). Cela

offre une abondance des liaisons accessibles à l’enzyme qui favorise une action plus rapide de

la pepsine.

Toutefois, la présence de certaines zones hydrophobes dans les chaines peptidiques

induit des interactions entre ces dernières qui sont à l’origine d’obstacle stérique à l’action de

la protéase et l’inaccessibilité de certains sites d’action. Cet effet est connu par le masquage

des sites d’action et qui représente un facteur limitant de la protéolyse. En effet, certains

auteurs ont étudié la possibilité de la présence d’une étape de démasquage de ces sites, qui

précède l’étape d’hydrolyse et qui est initiée par la scission de certaines chaines peptidiques

principales dont la conformation compact est initialement stabilisée par des interactions entre

les régions hydrophobes des chaines peptidiques (Vorobev et al., 2009 ; 2011).

En outre, selon Qi et al., (2007) la caséine en solution se présente dans un état

d’équilibre entre monomères et agrégats avec un ratio de 2,5 : 2,0. Lors de l’hydrolyse

pepsique à pH 2,0, notamment au début de l’hydrolyse (les premières 30 minutes), ces auteurs

ont remarqué une diminution de la concentration de ces agrégats mais une augmentation de
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leur taille et une réduction dans la répulsion intermoléculaire. Ce qui suggère la formation de

nouvelles interactions hydrophobes suite à une hydrolyse limitée.

Comme indiqué ci-dessus, le mécanisme réactionnel, pour le même couple enzyme-

substrat, peut passer du mécanisme « one by one » au mécanisme « zipper » en modifiant la

structure native de la protéine par l’emploi d’agents dissociant et dont le choix dépend de la

nature des interactions intervenants dans la structure tertiaire de la protéine (l’urée pour les

liaisons hydrogènes, SDS pour les interactions hydrophobes…). Cela permet d’orienter

l’hydrolyse dans un sens favorable pour l’obtention de peptides d’intérêt qui peuvent être des

peptides intermédiaires ou bien des produits finaux. Le mécanisme zipper est favorable pour

l’obtention de peptides intermédiaires alors que le mécanisme « one by one » donne

directement des peptides finaux. En outre la production d’un peptide donné peut être plus

importante par un mécanisme par rapport à l’autre (Choisnard et al., 2002 ; Daoud et al.,

2005).

Par ailleurs, l’évolution de l’hydrolyse pepsique de la caséine a été suivie par mesure

du degré d’hydrolyse (DH) par la méthode OPA et qui exprime le taux de liaisons peptidiques

rompues par rapport au nombre total des liaisons. La figure 35 montre l’évolution du DH au

bout de 6H d’hydrolyse.

Le suivie de l’évolution du DH renseigne sur la vitesse avec laquelle l’enzyme dégrade

le substrat. En effet, le DH passe de 1,64 % à 2,5 min d’hydrolyse à 5,79 % à 6 h d’hydrolyse.

Toutefois, nous avons noté une vitesse moyenne d’hydrolyse (exprimée par la variation du DH

en fonction du temps) de 0,15 % par minute durant la première heure d’hydrolyse. A partir de

ce point, la vitesse d’hydrolyse tend à s’annuler et le DH atteint un taux maximal qui tend vers

une valeur constante. En effet, jusqu’à 6 h d’hydrolyse, la mesure du DH donne des valeurs

très rapprochées avec des différences non significatives (valeurs comprises dans la même

intervalle d’écart type).
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Figure 34 : Profil électrophorétique sur SDS-PAGE à 15% de la cinétique d'hydrolyse
pepsique de la caséine bovine (E/S =1/100). (MT : marqueur de taille, T0 : 0 min, 1 : 2,5min,
2 : 5 min, 3 : 10 min, 4 : 15 min, 5 : 30 min, 6 : 45 min, 7 :1 H, 8 :2 H).

Figure 35 : Evolution, en fonction du temps, du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine bovine
sous l’action de la pepsine (E/S=1/100).
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III.1.2. Hydrolyse par la protéase purifiée de Lc.L6

L’hydrolyse a été réalisée dans les conditions optimales d’activité de la protéase

purifiée Lc.L6, dans une solution de caséine bovine à 5% (p/v) à pH 7 et une température de

55°C. Des prélèvements de 50 mL d’hydrolysat ont été collectés à des temps réguliers.

Comme indiqué précédemment, le choix du rapport est basé sur la disparition totale du

substrat au bout de 20 h (figure 36). Pour cela, nous avons appliqué différents rapports (E/S)

1/20, 1/10, 1/5 (p/p). Ainsi, le rapport choisi était de E/S = 1/5.

Généralement, les peptides antimicrobiens sont constitués d’un nombre plus au moins

important d’acides aminés, ce qui leur permet d’adopter une structure linéaire en hélice α ou

une structure circulaire organisée en feuillets β (Epand et Vogel, 1999).

Dans le but de déterminer les conditions idéales permettant l’obtention de peptides

antimicrobiens, de suivre l’évolution de l’hydrolyse et d’analyser le mécanisme d’action de la

protéase purifiée sur la caséine bovine, chaque échantillon d’hydrolysat prélevé (dans les

conditions précédemment décrites) à des temps réguliers a été analysé par CLHP-PI.

La figure 37 illustre les chromatogrammes de l’hydrolyse protéasique de la caséine

bovine en fonction du temps d’hydrolyse obtenu pour un rapport E/S égale à 1/5. L’hydrolyse

de la caséine se déroule bien selon un mécanisme du type « one by one » identique à celui de

la pepsine. C'est-à-dire que la protéase de Lc.L6 libère des peptides intermédiaires au début de

l’hydrolyse en parallèle à la dégradation progressive du substrat, qui donnent à leur tour des

peptides finaux ceci entre 1h et 6 h du temps d’élution. La quantité relative des peptides

finaux augmente au fur et à mesure du temps d’incubation pour atteindre son maximum après

24h d’hydrolyse. La dégradation progressive de la caséine bovine par la protéase purifiée est

observée, également, sur les profils électrophorétiques sur SDS-PAGE obtenus pour la même

cinétique (figure 38).

Sous l’action de la protéase purifiée, le DH passe de 0,5 % à 2,5 min d’hydrolyse à

4,30 % à 5 h d’hydrolyse (figure 39) avec une vitesse moyenne (exprimée par la variation du

DH en fonction du temps) de 0,06 % par minute durant les 30 premières minutes d’hydrolyse.

Par la suite la vitesse moyenne diminue pour atteindre une valeur de 0,005 %/min entre 60 min

et 3 h d’hydrolyse. A partir de ce point, la vitesse d’hydrolyse tend à augmenter de nouveau

pour atteindre 0,015%.
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En outre, par comparaison aux travaux réalisés par Dubois-Delval et al.,(2006) sur le

modèle pepsine/l’hémoglobine pour l’obtention des peptides antimicrobiens, la vitesse

d’hydrolyse de l’hémoglobine par la pepsine est beaucoup plus importante comparée à celle de

la caséine bovine. La disparition totale du substrat dans le cas de l’hémoglobine a été observée

après 10 min d’incubation pour un degré d’hydrolyse de 5%. Par contre, pour la caséine

bovine l’hydrolyse totale s’effectue après 24 h d’incubation avec la pepsine et la protéase

purifiée.

Par ailleurs, la nature des peptides issus de la protéolyse est différente pour la protéase

purifiée comparée à celle de la pepsine. Les peptides hydrophobes se concentrent plus entre le

temps d’élution 40 et 70 min dans le cas de la pepsine. Par contre, pour la protéase purifiée, en

plus des peptides hydrophobes. On note l’apparition des peptides hydrophiles qui est de plus

en plus remarquable dès 20 min d’hydrolyse jusqu’à la disparition totale du substrat. Ce

résultat a été rapporté par Morales et al., (2001) et Ki Chang et al., (2014).

En effet, les protéases de la paroi cellulaire des lactocoques (PrtPI et PrtPIII) sont

classées selon leurs capacités d’hydrolyser les différents types de caséines (Visser et al.,

1986 ; Reid et al., 1991 ; Reid et al., 1994) . La Prt PI clive préférentiellement la caséine β

ensuite la caséine κ et caséine αs1, par contre pour la Prt PIII le clivage des différents types de

caséines s’effectue d’une façon identique (Flambard et al., 1998). Ainsi, des études par CLHP

ont montré que le clivage de β caséine s’effectue sur des sites complètement différents pour les

deux types de protéases (Reid et al., 1994). Le profil peptidique dans ce cas différent selon

le type de protéase. En effet, les protéases de la paroi cellulaire des lactocoques (PrtPI et

PrtPIII) sont classées selon leurs capacités d’hydrolyser les différents types de caséines (Visser

et al., 1986 ; Reid et al., 1991 ; Reid et al., 1994) . La Prt PI clive préférentiellement la caséine

β ensuite la caséine κ et caséine αs1, par contre pour la Prt PIII le clivage des différents types

de caséines s’effectue d’une façon identique (Flambard et al., 1998). Ainsi, des études par

CLHP ont montré que pour les deux types de protéases le clivage de β caséine s’effectue sur

des sites complètement différents (Reid et al., 1994). Donc, en se basant sur ces résultats le

profil peptidique peut être différent selon le type de protéase.
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Figure 36 : Profil CLHP-PI des hydrolysats de 20 h de la caséine bovine obtenus à différentes

rapports (E/S) par la protéase purifiée de Lc.L6 à pH 7 et à 55°C.

κ α β
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Figure 39: Evolution du degré d'hydrolyse (DH) de la caséine bovine sous l’action de la
protéase purifiée de Lc.L6 (1/5 de rapport E/S) en fonction du temps.

IV. Mise en évidence des peptides antimicrobiens à partir des hydrolysats de

caséine bovine

IV.1. Cas de la protéase de référence (la pepsine)

L’activité antimicrobienne est recherchée dans les différents hydrolysats de caséine

bovine préparés sous l’action de la pepsine. L’activité est mise en évidence selon la méthode

de diffusion sur milieu gélosé. Les hydrolysats sont testés contre 5 souches à Gram-positif ;

Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua LMG 11387, Listeria. monocytogenes ATCC

3512, Staphylococcus aureus CIP 4.83, Bacillus cereus et 3 souches à Gram-négatif :

Escherichia coli JM 109, Escherichia coli DH5α et Escherichia. coli CIP 54127.

L’activité antimicrobienne a été observée pour les hydrolysats pepsiques de la caséine

bovine. Les hydrolysats prélevés à différentes intervalles de temps sont testés contre les

souches cibles.
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Plusieurs études indiquent la possibilité de générer des peptides antimicrobiens par

hydrolyse pepsique de caséines bovines (Recio et Visser, 1999 ; Mc Cann et al., 2006). Des

zones d'inhibition nettes sont observées pour les hydrolysats obtenus à partir de 15 min

d'hydrolyses. Ainsi, afin de pouvoir isoler les peptides actifs et ses précurseurs, l'analyse a été

réalisée sur l'hydrolysat de 30 min qui a montré une activité antimicrobienne plus prononcée

contre cinq souches testées (Figure 40). La séparation des peptides actifs a été effectuée par

fractionnement de l’hydrolysat de 30 min sur CLHP-PI en colonne C18 préparative. Les

fractions de 1 min d'intervalle ont été collectées et séchées afin de rechercher l'activité

antimicrobienne. Trois fractions ont montré une activité contre L. innocua.et correspondent à

des temps d’élution de 61, 66, et 69 min (Figure 41).

Tableau 09. Activité antibactérienne des hydrolysats peptiques de la caséine bovine, test
d’activité antibactérienne réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu solide

Hydrolysats Souches cibles

L. innocua

LMG

11387

B.subtilis

ATCC

6633

L.monocytogène

ATCC

3512

S.aureus

CIP 4.83

E.coli CIP

54127

E.coli

JM109

E.coli

DH5α

T0 - - - - - - -

2.5 min - - - - - - -

5 min - - - - - - -

10 min - - - - + - -

15 min + - + - + + -

30 min ++ + ++ - ++ ++ -

45 min + + + - + + -

1 h + + + - + + +

2 h + + + - + + +

3 h + + + - + + +

4 h + - + - + + +

5 h + - + - + + +

6 h + - + - + + +

24 h + - + - + + +
Note : ++ inhibition importante ; + : présence de zone d’inhibition ; - : absence de zone
87

d’inhibition.
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Figure 40. Zones d’inhibition obtenues sur la souche E.coli JM109 des hydrolysats pepsiques
de la caséine bovine.

Figure 41. Profil HPLC de l'hydrolysat de caséine bovine obtenu à 30 min d'hydrolyse
pepsique, (les fractions actives sont indiquées en noire).

IV.1.1 Séparation des peptides antimicrobiens à partir d'hydrolysat de la caséine bovine

par précipitation sous l'effet de la force ionique et du pH

L'hydrolysat total renferme à côte des peptides actifs un grand nombre de peptides sans

activité antimicrobienne. Ainsi, dans le but de séparer les peptides actifs de cet hydrolysat

hétérogène, ces derniers sont précipités sous l'effet de la force ionique par addition de sel

(NaCl) tout en maintenant le pH de l’hydrolysat traité dans la zone de neutralité. Cependant,

61

66 69
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sous ces conditions différents peptides inactifs sont également précipités. De ce fait, une autre

étape de resolubilisation à pH bas était nécessaire pour séparer les peptides actifs. Ces derniers

sont récupérés après 1H d'agitation à 4°C par centrifugation à 10000 rpm. L'étude a été

réalisée pour des taux en sel allant de 0,5 à 2 M. Les profils HPLC des préparations obtenues

sont donnés par la figure 42. Les profils chromatographiques des solutions obtenues à

différents taux de sel indiquent la présence de pics montrant des temps d'élution qui coïncident

avec ceux des fractions actives déjà séparés et collectées sur l'hydrolysat total entre 60 et 69

min d'élution. Ces profils montrent la présence de trois fractions majoritaires avec des temps

de d’élution de 61, 66 et 69 min respectivement. Toutefois, le taux de ces fractions varie en

fonction de la force ionique appliquée notamment pour les fractions de 66 min et 69 min de

temps d’élution. Afin d'identifier les peptides précipités, les différentes fractions d'un extrait

obtenu à 2M de sel (numérotées de 1 à 18 sur le chromatogramme, figure 43) ont été

collectées par CLHP-PI sur une C18 préparative. L'activité antimicrobienne des fractions

collectées a été déterminée en premier lieu sur L. innocua. Par la suite d'autres souches ont été

testées sur les fractions qui ont montré des zones d'inhibition claires sur L. innocua. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 10. Toutes les fractions collectées ont été par la

suite analysées par spectrométrie de masse.

La précipitation des peptides présents dans ces fractions est influencée également par le

pH. En comparant les profils chromatographiques obtenus à différents pH (5 ; 3,5 ; 4,5 ; 5,5 ;

6,5 ; 7,5) de précipitation pour un taux de sel maintenu à 2 M, nous pouvons remarquer

l'apparition progressive de ces derniers au fur et à mesure de l'augmentation du pH (Figure

44).

L'activité antimicrobienne des solutions obtenus est déterminée sur deux souches ; L.

innocua et E.coli JM109. L'activité n'a pas été observée pour les solutions obtenues à pH 3,5

et 4,5. Alors qu'elle semble apparaitre progressivement à partir du pH 5,5 à pH 7,5 (Figure 45).

Cela indique que la précipitation des peptides actifs se produit sous l'effet de la force ionique

et à pH neutre alors qu'à des pH plus bas se sont d'autres peptides non actifs qui précipitent.

En outre, la récupération des peptides actifs après précipitation, selon la méthode

appliquée, se fait par abaissement du pH à des valeurs inférieures à 2,0. Cela confirme que ces

derniers sont plus solubles à pH bas qu'à des pH proches de la neutralité. Notamment, pour la

fraction de 61 min et de 66 min d’élution pour lesquelles nous observons une apparition
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progressive des fractions correspondantes, sur les profils HPLC, au fur et à mesure de

l'augmentation du pH de précipitation. Cette apparition est accompagnée par une détection de

l'activité antimicrobienne qui se traduit par des zones d'inhibition plus nette pour ces

préparations (figure 45). Par ailleurs, que la solubilité de ces peptides antimicrobiens à des

valeurs de pH bas est évoquée par Mc Cann et al., (2005). Ces derniers indiquent que la

centrifugation de l’hydrolysat brut de caséines à pH 3,0 permet d’obtenir une solution plus

claire tout en maintenant l’activité antimicrobienne.
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Figure 42. Profil HPLC des peptides antimicrobiens précipités à différentes forces ioniques
exprimées en molarité de NaCl ajouté à l'hydrolysat, pH maintenu à 7,5.



Résultats et discussion

92

Figure 43. Profil CLHP de l'extrait peptidique issu de l’hydrolysat pepsique à 30min de la
caséine bovine par précipitation à 2M de NaCl et à pH 7,5.

Tableau10. Activité antibactérienne des fractions peptidiques collectées par CLHP à partir de
l’extrait peptidique

Fractiona Diamètre d’inhibition (mm)

L. innocua

LMG1138

E.coli JM109 S.aureus CIP

4,83

B.subtilis

ATCC6633

Fraction 4 5 - - -

Fraction 10 5 5 - -

Fraction 13 8 8 - 7

Fraction 14 10 8 - 7

Fraction 15 11 11 8 11

Fraction 17 11 11 8 11

Note : a fait référence aux fractions du profil HPLC dans la Figure. 21, - : absence de zone
d'inhibition.
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Figure 44. Profil CLHP des peptides antimicrobiens précipités à différents pH de l’hydrolysat

pepsique de la caséine bovine.
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(a) (b)

Figure 45. Photos montrant les zones d’inhibition observées sur E.coli JM109 (a) et L.
innocua (b) des solutions obtenues par précipitation à différents pH de l’hydrolysat pepsique
de la caséine bovine.

IV.1.2 Identification et caractérisation des peptides actifs issus de la caséine bovine par

spectrométrie de masse

Les fractions peptidiques collectées sur l’extrait peptidique obtenu par précipitation ont

été analysées en LC/MS et en MALDI-TOF. Les résultats obtenus, indiquent la présence de

plusieurs peptides dans chaque fraction, excepté la fraction 15 qui contenait un seul peptide.

Ainsi, ces fractions ont subi une purification supplémentaire sur CLHP-PI. Les sous fractions

obtenues sont testées à nouveau afin d’identifier celles responsables de l’activité

antimicrobienne et analysées en LC/MS et en MALDI-TOF.

L’identification des peptides est réalisée en comparant les masses obtenues en

spectrométrie de masse à celles des peptides théoriquement générés sous l’action de la pepsine

sur les différentes fractions de la caséine bovine. Cela est effectué en traitant les données sur le

serveur ExPASy (de l'anglais Expert Protein Analysis System) de l'Institut suisse de

bioinformatique (SIB) (www.expasy.org). Ce serveur donne accès à des bases de données

scientifiques et des logiciels dans les différents domaines des sciences de la vie.
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La recherche a été réalisée sur les différentes fractions de la caséine bovine en

précisant les conditions de l'hydrolyse (pH > 2,5), le type de protéase utilisée (pepsine A) et

que les masses traitées sont des mono-isotopiques. Les résultats obtenus sont donnés dans le

tableau 11.

L'ensemble des peptides actifs identifiés correspondent principalement à des fragments

générés de l'hydrolyse de la caséine-αs2 et de la caséine-αs1. L'analyse de masse en LC/MS

indique que la fraction 15 est pure et renferme un seul peptide de masse moléculaire égale à

5254 Da (figure 46). La pureté de cette fraction est confirmée par l'analyse en MALDI-TOF

(Figure 47 E). Ce peptide est identifié comme étant le fragment αs2 (164-207).

La fraction 4 renferme deux fragments majoritaires de masse moléculaire égale à 2012

et 2348 Da (Figure 47 A). Le premier correspond au peptide αs2 (164-179) reporté par Recio et

Visser (1999). Le second correspond au résidu αs2 (148-166). L'activité antimicrobienne de la

fraction 10-1 est due à la présence de deux peptides de masse égale à 3459 et 3115 Da.,

correspondant, respectivement, aux résidus (180-207) et (183-207) de la caséine αs2 bovine

(figure 47 B). La fraction 13-1 inclue quatre fragments majoritaires de masses ; 5430, 4921,

4463,5 et 4080,8 Da., correspondant, respectivement, aux peptides (131-174), (153-196), (99-

137) de la caséine αs2 et au peptide (20-55) de la caséine αs1 (Figure 47 C). L'activité

antimicrobienne de ces peptides n'est pas reportée dans la littérature, à notre connaissance.

Trois fragments majoritaires sont présents dans la fraction 14-1, celles avec les masses égales

à 5470 et 3793 correspond aux peptides αs1(141-147) et αs1(161-195) alors que celui possédant

une masse moléculaire de 3957 Da correspond au fragment αs2(176-207) (Figure 47 D).

La fraction 17-1 est caractérisée par la présence de peptides présentant des poids

moléculaires élevés. Ces fragments de masse égale à 7562, 7415, 7185, 5714 Da sont

identifiés comme étant des peptides (99-163/100-164), (114-176) (115-174), (126-184), (28-

90) et (138-184) de la caséine αs2 (figure 47 F). Le peptide de masse égale à 6714 correspond

aux fragments (9-68/70-126) de la caséine αs1. Ces fractions ont montré une activité

antimicrobienne vis-à-vis de bactéries à Gram-positive et Gram-négative (Tableau 10).

Les peptides contenus dans les différentes fractions de l’extrait peptidiques sont

données dans le tableau 11. La figure 48 montre une représentation de ces peptides sur la

séquence de la caséine αs1 et celle de la caséine αs2.
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Figure 46. Spectre de masse du peptide αs2 (164-207) analysé en LC/MS, (ESI/Q).
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Figure 47. Spectres de masse des fractions 4, 10, 13, 14, 15 et 17 collectées sur CLHP à partir
de l’extrait peptidique et analysées par MALDI-TOF.
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Tableau 11. Masse moléculaire et séquence en acides amines des peptides contenus dans
l’extrait peptidique de l’hydrolysat pepsique de la caséine bovine

Fractiona masse (Da) Position de
la séquence b

Séquence

Fraction 1 1878.043 αs1 1-16
αs2 149-163

RPKHPIKHQGLPQEVL
KKTKLTEEEKNRLNF

1219,59 // //
2348,88 αs1 27-47

αs2 82-99
β 172-193
κ 47-67

PFPEVFGKEKVNELSKDIGSE
LNEINQFYQKFPQYLQYL
FPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAV
PVALINNQFLPYPYYAKPAAV

Fraction 2 1198,02 αs1 60-70
αs2 12-21
αs2 166-174
β 93-103
κ 67-76

MEAESISSSEE
ESIISQETYK
KISQRYQKF
TQTPVVVPPFL
VRSPAQILQW

2124,24 αs1 21-38
αs1 91-107
αs2 164-180
β 32-49

LRFFVAPFPEVFGKEKVN
YLGYLEQLLRLKKYKVP
LKKISQRYQKFALPQYL
SSSEESITRINKKIEKFQ

Fraction 3 1386.48 αs2 137-148 KTVDMESTEVFT

Fraction 4 2012.20 αs2 164-179 LNFLKKISQRYQKFALPQY

2348.58 αs2 148-166 TKKTKLTEEEKNRLNFLKK

Fraction 5 8264 αs1 123-194 MKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQY
TDAPSFSDIPNPIGSENSEKT

αs1 17-89 NENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEE
IVPNSVEQKHIQKEDVPSE

αs2 119-187 ITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQK
FALPQYLKTVYQHQ

1177.39 αs2 123-132 LNREQLSTSE

3004,8 αs1 91-115
αs2 162-185

YLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNS
NFLKKISQRYQKFALPQYLKTVYQ

Fraction 6 2354.88

1499.74

αs1 99-118
αs2 145-163
αs2 135-147

LRLKKYKVPQLEIVPNSAEE
EVFTKKTKLTEEEKNRLNF
SEENSKKTVDMESTEVF

Fraction 7 1499.997 αs2 135-147 SEENSKKTVDMESTEVF

Fraction 8 3131,71 αs1 5-31
αs2 115-142
β 89-117
κ 58-85

PIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEV
NAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDME
IPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAM
YPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPA

3024,97 αs1 36-62
αs2 180-204
αs2 158-181
β 179-205
κ 16-40

KVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEA
LKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYV
KNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLK
SLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF
RFFSDKIAKYIPIQYVLSRYPSYGL

6221,59 // //

Fraction 9 3345
2124.32
3115
3074.56
3130

αs1 101-129
αs2 164-180
αs2 183-207
αs1 90-114
αs2 139-164

LKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHA
LKKISQRYQKFALPQYL
VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
NQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAW
VDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFL

Fraction 10-1 3458.86 αs2 180-207 LKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
3115.44 αs2 183-207 VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL

Fraction 11 3622,992
3230,608

//
//

//
//

Fraction 12 3848,72 αs2 53-87
αs1 114-146

SIGSSSESAEVATEEVKITVDDKH
NSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFY
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4220,81 αs1 115-150 SAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELF

Fraction 13-1 5340.01 αs2 131-174 SEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKF
4921.11 αs1 153-196 FYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTM
4463.52 αs2 99-137 LYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK
4086.87 αs2 62-95

αs1 20-55
AEVATEEVKITVDDKHYQKALNEINQFYQKFPQYL
LLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAME

Fraction 13-2 2763 // //
2575 αs1 121-143

αs2 18-39
HSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELA
ETYKQEKNMAINPSKENLCSTF

1881 αs1 88-102 SERYLGYLEQLLRLK
2734 αs1 100-122 LKKYKVPQLEIVPNSAEERLHS
1725 / /
2154 αs1 54-72

αs2 159-175
MEDIKQMEAESISSSEEIV
NRLNFLKKISQRYQKFA

2521 / /
2265,33 αs1 128-146

αs2 17-35
HAQQKEPMIGVNQELAYFY
QETYKQEKNMAINPSKENL

1530,9 αs1 95-106
αs2 78-89

LEQLLRLKKYKV
YQKALNEINQFY

Fraction 14-1 5470.38 αs1 141-187 LRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMESFSDIPNPIG

3957.73 αs2 176-207 LPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL
3792.79 αs1 161-195 SKDIGSESTEDQAMESFSDIPNPIGSENSEKTT

Fraction 14-2 568,27 αs1 178-182
αs1 22-25
αs2 51-55
β 87-91
β 187-191
κ 103-107

SFSDI
RFFV
EYSIG
QNIPP
PVPQK
LSFMA

1060,29 // //
524,28 // //

Fraction 15 5452.92 αs2 164-207 LKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL

Fraction 16 656
1919
4770
4757.74
5086.0
5604,0

αs2 171-175
αs1 168-185
αs2 77-114
αs1 88-127
αs1 119-160
αs1 90-136

YQKFA
PLGTQYTDAPSFSDIPNP
HYQKALNEINQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKR
SERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGI
RLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYP
RYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMI

Fraction 17-1 7561.84 αs299-163 LYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTK
KKLTEEEKNRLNF

7414.99 αs2 114-176 RNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKI
SQRYQKFAL

7184.81 αs2 28-90 INPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKITVDDKHYQK
ALNEINQFY

αs1 9-72 QGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQ
MEAESISSSEEIV

6714.15 αs1 9-68 SSEESIISQETYKQEKNMAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESA
EVATEE

αs1 70-126 EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQL
5714.10 αs2 138-184

αs1 26-77
TVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKTVY
MAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKITVDDKH

Fraction 17-2 10511,86 αs1 35-125 EKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPS
ERYLGY LEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKE

αs170-157 EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSM
KEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLD

β 106-198 EVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQS
WMHQPHQP LPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQR

7579,07 αs1 21-87 LRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPN
SVEQKHIQKEDV

αs1 46-110 SESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLL
RLKKYKVPQLE
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αs1 60-124 MEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPN
SAEERLHSMK

β 119-184 PKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTV
MFPPQSVLSLSQSK

7431,39 // //
7202,41 αs1 114-174 NSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAW

YYVPLGTQYT
αs1 98-157 LLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR

QFYQLD
αs2 86-146 NQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK

TVDMESTEV
αs2 126-185 EQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYL

KTVYQ
4196,04 β 123-158 EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSW
4435,28 // //

Fraction 18-1 7074,45 αs2 100-160 YQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTK
LTEEEKNR

αs2 126-184 EQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYL
KTVYQ

αs2 115-174 NAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEKNRLNFLKKISQR
YQKF

β 15-75 ARELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQT
QSLVY

κ 34-95 RYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPA
KSCQAQPTTM

6844,42 αs1 10-70 GLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEA
ESISSSEE

κ 32-91 LSRYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVP
AKSCQAQ

7580,04 αs1 56-120 DIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEI
VPNSAEERL

β 154-220 LLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQ
AFLLYQEPVLGPVRGPF

κ 53-119 NQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPAKSCQAQPTTMARHPHPHL
SFMAIPPKKNQDKTEI

3065,41 αs1 167-195
αs2 5-31
β 198-224

VPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTT
EHVSSSEESIISQETYKQEKNMAINPS
RDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV

5185,87 αs1 8-53
β 61-107
β 74-121
κ 48-94

HQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQA
QDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEV
VYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKH
VALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPAKSQAQPTT

7979,33 αs1 107-174 PQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAY
PSGAWYYVPLGTQYT

αs1 74-141 NSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGI
HAQQKEPMIGVNQE

β 95-164 TPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVE
NLHLPLPLLQSWMHQPHQ

Fraction 18-2 7058,37 αs1 15-77 VLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSS
EEIVPNSVE

αs2 18-79 ETYKQEKNMAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVKIT
VDDKHYQ

β 124-185 MPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPP
QSVLSLSQSKV

6828,56 // //
5600,83 // //
7563,89 αs2 85-148 INQFYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK

TVDMESTEVFT
αs2 132-193 EENSKKTVDMESTEVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKTVYQ

HQKAMKPW
β 126-192 FPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSV

LSLSQSKVLPVPQKA
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β 156-222 QSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF
LLYQEPVLGPVRGPFPI

7962,78 β 18-87 LEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSL
VYPF PGPIPNSLPQ

3064,98 αs1 14-39
αs2 5-31

EVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNE

EHVSSSEESIISQETYKQEKNMAINPS
a : fait référence au numéro de la fraction dans la figure 21 ;

b : position des peptides dans les différentes fractions de la caséines.

// : séquence non déterminée.

IV.1.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et du mode

d'action des peptides actifs

Le pouvoir antimicrobien d'une molécule est, généralement, exprimé par sa

concentration minimale inhibitrice (CMI). Cette dernière correspond à la plus faible

concentration de l'agent antimicrobien capable d'inhiber la croissance de la souche bactérienne

testée, après un temps d'incubation de 24 heures à 37°C. La CMI est déterminée en milieu

liquide sur microplaques dans du milieu Müller-Hinton (MH) contenant des concentrations

décroissantes de peptide. L'activité antimicrobienne est détectée par l'absence de croissance

dans des puits contenant la souche bactérienne et le peptide à la concentration testée. Des

dilutions successives au 1/2 du peptide ont été testées vis-à-vis de sept souches cibles. La

concentration initiale des peptides a été évaluée par la méthode OPA en utilisant la peptone

pancréatique de caséine comme étalon. La CMI a été déterminée pour le peptide αs2 (164-207)

que nous avons pu séparer à l'état pur. La concentration de départ de ce peptide est de 0,624 ±

0,00192 mg/mL. La CMI est également déterminée pour l’extrait peptidique, obtenu par

précipitation au sel, renfermant 1,929 ± 0,03684 mg/mL de peptide. La nisine ainsi qu’un

antibiotique ; la tétracycline ont été prises comme témoin positif. Le tableau 12 présente les

valeurs de la CMI obtenues.

Le peptide αs2 (164-207) ainsi que l’extrait peptidique ont présenté des valeurs de CMI

plus faibles sur les souches à Gram-positif comparées à celles déterminées sur les souches à

Gram-négatif testées. Le peptide αs2 (164-207) a montré une activité plus élevée que la nisine

vis-à-vis de L. innocua LMG 1138 avec une CMI égale à 9,754 µg/mL contre 31,25 µg/mL

pour la nisine. Et une CMI de 19,5 µg/mL vis-à-vis de B. subtilis ATCC 6633 contre 15,625

µg/mL pour la nisine. Mc Cann et al., (2005) ont déterminé, pour le peptide αs2 (164-207) une

CMI de 0,9 µM vis-à-vis de ces mêmes souches.
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Ce peptide présente ainsi le pouvoir antimicrobien le plus élevé parmi le groupe de peptides

actifs issus des fractions αs de la caséine bovine.

Comparé au peptide αs2 (164-207), l’extrait peptidique, a montré des valeurs de CMI

plus élevées sur les différentes souches testées (Tableau 12). Toutefois, cet extrait a montré

une activité comparable à celle de la nisine contre L. innocua et L. monocytogène (CMI =

30,14 µg/mL et 60,28 µg/ml contre 31,25 µg/mL et 62,5 µg/mL respectivement). La faible

activité de l’extrait peptidique comparé au peptide pur peut être due à la présence de peptides

inactifs dans le mélange. Mc Cann et al., (2005) ont également noté des valeurs élevées de

CMI pour une fraction peptidique séparée de l’hydrolysat brut de caséine par chromatographie

échangeuse de cation (CMI de 312 à 625 µg/mL et de 625 à 5000 µg/mL pour des souches à

Gram positif et à Gram négatif, respectivement). Bien que cette dernière renferme plusieurs

peptides actifs tels que les peptides αs2 (164-207, 175-207 et 181-207), la présence de peptides

inactifs semble affecter l’activité antimicrobienne.

Aux concentrations testées, la CMI n’a pas pu être déterminée sur la souche de S.

aureus, CIP 4.83, pour le peptide αs2 (164-207) et l’extrait peptidique, la (MIC > 624,2 μg/mL

pour le peptide αs2 (164-207) et MIC >1929 μg/mL pour l’extrait peptidique). Bien qu’une

activité sur milieu solide a été préalablement observée sur cette souche mais en présence de

quelques colonies sur les zones d’inhibition (Figure 49). Ainsi, des concentrations en peptides

plus élevées doivent être testées pour déterminer la CMI sur la souche en question.

L'effet bactéricide ou bactériostatique des peptides est déterminé à partir des puits de la

CMI en dénombrant les cellules restantes. Un dénombrement est en parallèle réalisé sur les

puits contenant la culture bactérienne sans ajout de peptides (témoin de croissance) afin de

définir un pourcentage de mortalité cellulaire. Après incubation à 37°C pendant 24h, un

dénombrement est effectué afin de déterminer le nombre d'UFC par mL. Les résultats obtenus

pour les peptides testés sont données dans le tableau 13. Un agent antimicrobien est considéré

comme bactéricide lorsqu’ il ne laisse qu'une bactérie viable sur 10000 ce qui correspond à un

taux de mortalité de 99,99 %, à la concentration de la CMI ou bien à une valeur proche. A des

taux de mortalité plus faibles, l'effet est dit bactériostatique.

Le mode d’action du peptides αs2-CN f(164-207) et de l’extrait peptidique est étudié

sur deux souches à Gram-positif : L. innocua LMG1138 et B. subtilis ATCC 6633 et deux

souches à Gram-négatif : E. coli JM109 et E. coli DH5α. Selon les résultats obtenus, les
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peptides testés présentent un effet bactériostatique sur les bactéries à Gram-positif et un effet

bactéricide sur les souches à Gram-négatif, lorsqu’ils sont employés à une concentration égale

à la CMI (Tableau 13).

Parmi les peptides identifiés, certains ont été reportés par d’autres travaux et pour

lesquels l’activité antimicrobienne a été mise en évidence. C’est le cas des peptides (164-179,

180-207, 183-207et 164-207) issus de la région C-terminale de la caséine αs2 bovine. Ces

peptides possèdent un point isoélectrique compris entre 10,00 et 10,40, (Recio et Visser,

1999 ; Mc Cann et al., 2005). Présentant, ainsi, des propriétés communes au groupe de

peptides antimicrobiens caractérisés par la présence dans leur structure d’une région chargée

positivement et capables d’adopter une conformation dipolaire permettant leur présence au

niveau des interfaces hydrophiles/hydrophobes. Ce caractère bipolaire est à l’origine des

perturbations de la membrane microbienne, chargée négativement, conduisant à la mort

cellulaire (Bradshaw et al., 2003).

Une étude réalisée sur le mécanisme d’action du peptide αs2 (183-207) indique que le

site initial de liaison de ce peptide était l'acide lipotéichoïque chez les bactéries à Gram positif

et les lipopolysaccharides chez les bactéries à Gram négatif. Le peptide était capable de

perméabiliser les membranes externe et interne et de générer des pores dans la membrane

externe des bactéries à Gram-positif et dans la paroi cellulaire des bactéries à Gram-négatif.

Provoquant ainsi, une fuite du contenu cytoplasmique chez les bactéries à Gram-positif et

condensation du cytoplasme chez les bactéries à Gram-négatif. Le peptide montre, ainsi, un

mécanisme d’action comparable à celui de la lactoferrecine prise comme témoin (López-

Expósito et al., 2008). Cependant, la relation entre le mécanisme d’action de ces peptides et

leurs structures reste à déterminer. En effet, plusieurs de ces peptides sont des précurseurs du

peptide (181-207) avec différentes longueurs de la chaine peptidique. Ces derniers montrent

un pouvoir antimicrobien différent. Le peptide (175-207) possédant 6 résidus en plus du côté

N-terminal que le peptide (181-207), montre une CMI 2,3 fois plus faible que ce dernier contre

des bactéries à Gram positif. De même, le peptide (164-207) possédant 17 résidus

supplémentaires montre une CMI 7 fois plus faible que celle du peptide (181-207) (Mc Cann

et coll., 2005). Bien que, ce segment supplémentaire, correspondant au peptide (164-179),

montre une CMI 3,1 fois plus élevée que le peptide (181-207) et 50 fois plus élevée que le

peptide (164-207) sur le même groupe de bactéries (Resio et Visser, 1999 ; Mc Cann et al.,

2005).
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Une étude réalisée sur l’obtention de peptides antimicrobiens par hydrolyse pepsique

de la caséine αs2 ovine montre que le peptide (184-208) d’origine ovine présente une activité

antimicrobienne plus faible que son homologue bovin (fragment 183-207), alors que la

structure des deux fragments se différencie par 4 résidus seulement. Il s’agit du remplacement

des résidus valine, tyrosine, isoleucine, et lysine dans le peptide d’origine bovine par l’alanine,

un acide aspartique, thréonine et asparagine, respectivement, dans son homologue ovin.

Tableau 12. Concentration minimale inhibitrices (CMI) du peptide αs2 (164-207) et de
l’extrait peptidique en comparaison à la tétracycline et la nisine

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Extrait
peptidique

αs2(164-207) Tetracycline Nisine

µg/mL µM µg/mL µM µg/mL µM µg/mL µM

Bactéries
Gram-positif

L. innocua

LMG 1138
30,14 NA 9,754 1,788 0,25 0,000520 31,25 8,928

B. subtilis
ATCC6633

60,28 NA 19,50 3,577 0,50 0,001040 15,625 4,462

L.monocytogène

ATCC 3512
60,28 NA - 0,25 0,000520 62,5 17,857

S. aureus
CIP4.83

>1929 NA >624,2 >114,49 0,488 0,001015 15,625 4,464

Bactéries
Gram-négatif

E. coli

JM109
241,12 NA 78,02 14,311 15,62 0,032481 -

E. coli

DH5α
964,50 NA 312,10 57,245 3,90 0,008110 -

E. coli

CIP 54127
482,25 NA - - -

NA : non attribuable
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Tableau 13. Taux de mortalité cellulaire engendré par le peptide αs2 (164-207) et de l’extrait
peptidique lorsqu’ils sont employés à une concentration égale à leurs CMI

Taux de mortalité (%)

Extrait de peptide αs2-CN f(164-207)

Bactéries Gram-positif
L, innocua LMG 1138 99,87 99,97

B.subtilis ATCC 6633 99,97 99,98

Bactéries Gram-négatif
E. coli JM109 99,99 99,99
E. coli DH5α 99,99 99,99

E. coli CIP 54127 99,99 —

En outre, des études plus récentes ont montré l’importance de certaines séquences en

acides aminés dans l’activité antimicrobienne de peptides. En effet, Catiau et al., (2011a et

2011b) ont pu déterminer une séquence minimale responsable de l’activité antimicrobienne du

peptide α (133-141) et celle du peptide β(114-145) issus de l’hydrolyse de l’hémoglobine

bovine. En prenant des segments de plus en plus courts de ces peptides, ils ont pu démontrer

que les tripeptides KYR et RYH seraient les séquences antimicrobiennes minimales des

peptides α (133-141) et β (114-145) respectivement. Ces tripeptides montrent des CMI 10 à 40

fois plus faibles que celles de leurs précurseurs sur les souches testées. En outre, le dipeptide

de séquence YR est dépourvu d’activité antimicrobienne (Catiau et al., 2011b). Cela indique

que la présence de la tyrosine (Y), arginine (R) et d’un acide aminé basique tel que la lysine

(K) ou l’histidine (H) est requise pour l’activité antimicrobienne de ces peptides.

Lopes et al., (2005), en étudiant l’effet analgésique de la néokyotorphine (α 137-141 :

TSKYR) ont montré que l’interaction de ce peptide avec la membrane des bactéries est due à

la présence de la lysine et de l'arginine qui apportent les charges positives nécessaires à cet

effet. Cette interaction induit un changement de conformation du groupement phénolique de la

tyrosine, permettant au peptide de se fixer sur un récepteur membranaire provoquant un effet

analgésique. La présence de cette séquence particulière doit être prise en considération dans

l’étude du mécanisme d’action des peptides issus de protéolyse. Du fait que nous avons

observé la présence dans plusieurs peptides identifiés dans ce présent travail. C’est le cas de

groupe de peptide issus de la région C-terminale de la caséine αs2 bovine et plus

particulièrement le segment (164-207).
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LKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL). Ou bien dans la région (70-126) de la

caséine αs1 (EIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQL).

a b c

d e f

g h

Figure 49. Zones d’inhibition des échantillons testés sur les souches cibles ; a : B. cereus, b :
S. aureus CIP 4.83, c : B. subtilis ATCC 6633, d : L .monocytogène ATCC 3512, e : L.
innocua LMG 11387, f : E. coli JM109, g : E. coli CIP 54127, h : E. coli DH5α. (les
annotations faites sur chaque boite correspondants aux échantillons ; 1 : caséines natives, 2 :
hydrolysat total, 3 : extrait de peptique, 4 : peptide αs2(164-207), 5 : témoin positif ;
tétracycline, 6 : témoin négatif ; tampon phosphate).
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IV.2. Cas de la protéase purifiée de Lc.L6

L’activité antimicrobienne est recherchée dans les différents hydrolysats de caséine

bovine préparés sous l’action de la protéase purifiée de Lc.L6. L’activité est mise en évidence

selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les hydrolysats sont testés contre 4 souches à

Gram-positif ; Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua LMG 11387, Listeria.

monocytogenes ATCC 3512, Staphylococcus aureus CIP 4.83, et 3 souches à Gram-négatif :

Escherichia coli JM 109, Escherichia coli DH5α et Escherichia. coli CIP 54127.

Les hydrolysats prélevés à différentes intervalles de temps sont testés contre les

souches cibles. Des zones d'inhibition nettes ont été observées contre seulement la souche

Listeria innocua LMG 11387 pour les hydrolysats obtenus à partir de 4 h d'hydrolyse.

(Tableau 14 ; Figure 50).

Figure 50 : photos montrant les zones d’inhibition obtenues su

LMG 11387 des hydrolysats de la caséine bovine par l’acti
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Tableau 14 : Activité antibactérienne des hydrolysats protéasiques de la caséine bovine

Hydrolysats Souches cibles

L. innocua

LMG

11387

B.subtilis

ATCC

6633

L.monocytogène

ATCC

3512

S.aureus

CIP 4.83

E.coli

CIP

54127

E.coli

JM109

E.coli

DH5α

T0 - - - - - - -

2.5 min - - - - - - -

5 min - - - - - - -

10 min - - - - - - -

15 min - - - - - - -

30 min - - - - - - -

1 h - - - - - - -

2 h - - - - - - -

2,5 h - - - - - - -

3 h - - - - - - -

3,5 h - - - - - - -

4 h + - - - - - -

4,5 h + - - - - - -

5h + - - - - - -

5,5 h + - - - - - -

6 h + - - - - - -

24 h + - - - - - -

IV.2.1 Séparation des peptides antimicrobiens à partir d'hydrolysat de la caséine bovine

par la méthode de Yang et al., (1991)

L’adsorption des molécules de bactériocines a été largement utilisée sur des souches

productrices appartenant au genres Pediococcus (Gonzalez et al., 1987 ; Bhunia et al., 1991),

Lactobacillus (Klaenhammer,1998), Lactococcus (Hurst, 1981) et les Leuconostoc (Daba et
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al., 1991 ; Hastings et al., 1991 ). Ainsi, le pH optimum pour l’adsorption de la nisine et la

pediocine des Gram (+) ont été également rapportées.

Comme pour le cas de la pepsine, en premier lieu la purification des peptides d’intérêts

a été réalisée en appliquant la même méthode de précipitation par la force ionique et le pH.

Les résultats trouvés étaient non concluants. En revanche, l’application de la méthode de Yang

et al., (1991) s’est avérée plus intéressante.

Cette méthode a été appliquée pour adsorber et désorber les peptides obtenus à

différents temps d’hydrolyses, en utilisant les souches pathogènes comme support

d’adsorption des peptides antimicrobiens. Ainsi les solutions de peptides récupérées après

l’étape de désorption qui correspondent aux différents types d’hydrolysats ont été utilisées

pour la recherche des peptides antimicrobiens.

L’activité est mise en évidence selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé comme

indiqué précédemment. Les solutions obtenus après la désorption sont testées contre la

collection de souches cibles présentées ci-dessus. Les résultats sont consignés dans le tableau

15.

Les résultats présentés dans la figure 51 illustrent les chromatogrammes peptidiques

obtenus en appliquant la méthode de Yang. La figure montre clairement que tous les

chromatogrammes ont un profil d’élution similaire, cela signifié que la fixation sur la paroi des

cellules bactériennes de la souche cible est spécifique, c'est-à-dire que les peptides de même

charge globale se comportent d’une manière identique. Par ailleurs, le rendement de

purification de peptides par la méthode de désorption est très faible, ceci est du probablement

à la charge et encombrement stérique des molécules qui est un facteur déterminant pour

l’adsorption. Généralement, les rendements d’extraction et de purification des bactériocines en

tant que peptides antimicrobiens est faible. Selon l’étude réalisée par Vera Pingitore et al.,

(2007) sur la stratégie de purification des peptides antimicrobiens à partir des bactéries

lactiques, le rendement varie entre 15%- 30%.

Afin de pouvoir séparer les peptides actifs, l’analyse a été réalisé sur l’hydrolysat de

4 heures et sa solution de peptides issue de la désorption, qui ont montré une activité

antibactérienne contre uniquement la souche cible Listeria innocua LMG 11387.

En vue d'identifier les peptides désorbés, les différentes fractions (numérotées sur le

chromatogramme de 1 à 10) (figure 52) ont été collectées par RP-HPLC sur une C18. L'activité

antimicrobienne des fractions collectées a été déterminée. Une seule fraction a démontrée une
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activité vis-à-vis Listéria innocua LMG 11387 (figure 53). Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 15. Toutes les fractions collectées ont été par la suite analysées par

spectrométrie de masse.

)

(a)
60 min

90 min
h
2
(b
113
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Figure 51 : Profils CLHP-PI des solutions d
bovine à différents temps d’hydrolyses.
(b)
114

e désorption des hydrolysats (a) ; (b) de caséine
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Tableau 15 : Activité antibactérienne des de la solution de peptides de désorption et les

fractions

Fractions a Souches cibles

L. innocua

LMG

11387

B.subtilis

ATCC

6633

L.monocytogène

ATCC

3512

S.aureus

CIP 4.83

E.coli

CIP

54127

E.coli

JM109

E.coli

DH5α

Solution de la

désorption 4 h
+ - - - - - -

Fraction 1 + - - - - - -

Fraction 2 - - - - - - -

Fraction 3 - - - - - - -

Fraction 4 - - - - - - -

Fraction 5 - - - - - - -

Fraction 6 - - - - - - -

Fraction 7 - - - - - - -

Fraction 8 - - - - - - -

Fraction 9 - - - - - - -

Fraction 10 - - - - - - -

Note : a fait référence aux fractions du profil CLHP dans la Figure 52, - : absence de zone
d'inhibition.

IV.2.2 Identification et caractérisation par spectrométrie de masse des peptides actifs

purifiés par la méthode Yang, (1992).

IV.2.2.1. Identification et caractérisation par MALDI-TOF

Afin de déterminer la carte massique de l’échantillon à analyser, une identification par

spectrométrie de masse en MALDI-TOF (Bruker Daltonics) a été effectuée sur la solution de

désorption issue de l’hydrolysat de 4h. La recherche a été réalisée dans une gamme de m/z

entre 200-5000Da pour la détection de maximum de masses peptidiques. Les résultats de

l’analyse sont interprétés par le logiciel Flexanalysis qui permet l’identification des peptides

présents dans l’échantillon sous d’un spectre massique. Les résultats obtenus sont présentés

dans la figure 54.
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Les résultats montrent la présence de 08 peptides dans la solution de désorption issue

de l’hydrolysat de 4h ayant les masses suivantes : 805,345 ; 851,335 ; 922,438 ; 1025,520 ;

1069,803 ; 1140,582 ; 1272,696 ; 1385,765 et 1470,140 Da.

Figure 52:Chromatogramme CLHP-PI de la solution de désorption issue de l’hydrolysat de 4 h.

2

Fraction 1
Fraction
5

Fraction 3
Fraction 6
Fraction 4
Fraction
116
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Figure 53 : Zone d’inhibition de la fraction 1 testée sur L. innocua LMG 11387.

Figure 54 : Spectre de masse en MALDI-TOF de la fraction de l’hydrolysat de 4h issue de la
désorption.

IV.2.2.2. Identification bioinformatique

L’identification des peptides par bioinformatique était indispensable par l’emploi de

deux logiciels, BioTools et Sequence Editor. Ces deux outils nous a permis à partir de

séquences protéiques (des différentes sous unités de caséines αs1, αs2, β et κ fournies par la

base UniProt) de réaliser des digestions théoriques. La recherche a été réalisée sur les

différentes sous unités de caséine en précisant l’intervalle de masses (entre 500 et 2000), la

séquence de la sous unité de caséine, le type d’enzyme (dans notre cas c’est une enzyme non

identifiée).

La liste théorique des masses des peptides édités par Sequence Editor peut alors être

comparée avec le spectre acquis par BioTools. Enfin, le logiciel traite l’ensemble des résultats

de la liste et propose pour chaque ion parent une ou plusieurs séquences dont la probabilité est
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définie par un score. L’utilisation de cet outil nous a permis d’améliorer la couverture de

séquence et par ailleurs de localiser des peptides qui n'ont pas été préalablement identifiés. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 16.

Les résultats montrent que l'ensemble des sous unités de caséines (caséine-αs1, de la

caséine-αs2, caséine béta et kappa) peuvent générés des peptides actifs. En effet, La caséine-αs1

peut générée 08 peptides actifs, correspondants aux fragments de peptides suivants : le

fragment (156-161) de masse 805,384Da ; le fragment (124-131) de masse 842,46 Da ; le

fragment (79-86) avec une masse égale à 851,381Da ; le fragment (93-100) ou (177-185) de

masse 1025,518 Da ; le fragment (75- 84) de masse égale à 1069,466Da ; le fragment (130-

140) ou (151-161) avec une masse égale à 1316,628Da ; le fragment (146-157) de masse

1385,740Da et enfin, le fragment (133-144) ou le (141-153) de masse égale à 1407,723Da

(figure 55a).

La caséine-αs2 peut générée 08 peptides suivants : le fragment (26-32) de masse

805,384Da ; le fragment (66-73) avec une masse égale 829,378Da ; le fragment (23-30) de

masse égale à 851,381Da ; le fragment (45-52) ou (87-93) avec une masse 877,404Da ; le

fragment (145-152) de masse égale à 922,436Da ; le fragment (201-208) de masse

1025,518Da ; le fragment (31-39) avec une masse de 1140,548Da et le fragment (20-32) de

masse égale à 1385,40Da (figure 55b).

La caséine béta ne peut générée que 05 peptides actifs suivants : le fragment (171-177)

de masse égale à 805,384 Da ; le fragment (31-38) de masse égale à 851,381Da ; le fragment

(137-144) avec une masse de 864,438Da ; le fragment (134-142) de masse de 1025,518 Da

enfin, le fragment (20-32) ayant une masse égale à 1385,74 Da (figure 56a).

Finalement, 07 peptides actifs pouvant être générés à partir de la caséine kappa qui

sont : le fragment (158-165) ayant une masse égale à 805,384Da ; le fragment (162-170) avec

une masse de 922,436Da ; le fragment (50-57) ou le (110-119) de masse égale à 1140,548Da ;

le fragment (134-144) de masse égale à 1272,674Da ; le fragment (31-40) ayant une masse de

1316,628Da et enfin, le fragment (79-90) avec une masse égale à 1385,74Da (figure 56b).

Pour l’ensemble des sous unités de caséine, les masses des peptides identifiés sont de petites

tailles, qui se situent entre 805 Da et 1140 Da.
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Tableau 16. Masse moléculaire et séquence en acides amines des peptides contenus dans la
solution de désorption issue de l’hydrolysat de 4h de la caséine bovine

Sous unité de la caséine Masse (Da) Fragment a Séquence

αs1

805,384
842,460
851,381

1025,518
1025,518
1069,466
1316,628
1316,628
1385,740
1407,723
1407,723

156 – 161
124 – 131

79 – 86
177 – 185
93 – 100
75 – 84

130 – 140
151 – 161
146 – 157
133 – 144
141 - 153

ELAYFY
LEIVPNSA
SISSSEEI
GAWYYVPLG
QKHIQKED
MEAESISSSE
SAEERLHSMKE
IGVNQELAYFY
QKEPMGVNQEL
ERLHSMKEGIHA
GIHAQQKEPMIGV

αs2

805,384
829,378
851,381
877,404
877,404
922,436

1025,518
1140,548
1385,740

26 – 32
66 – 73
23 – 30
87 – 93
45 – 52

145 – 152
201 – 208

31 – 39
103 - 119

EESIISQ
EYSIGSSS
SSSEESII
TVDDKHY
PSKENLCS
TSEEBSKK
HQKAMKPW
SQETYKQEK
QYLQYLYQGPI

Beta

805,384
851,381
864,438

1025,518
1385,740

171 – 177
31 – 38

137 – 144
134 – 142

20 - 32

MFPPQSV
LSSSEESI
SQSLTLTD
FTESQSLTL
ELNVPGEIVESLS

Kappa

805,384
922,436

1025,518
1140,548
1140,548
1272,674
1316,628
1385,740

158 – 165
162 – 170

50 -57
110 – 119

78 – 87
134 – 144

31 – 40
79 - 90

EAVESTVA
STVATLEDS
QYVLSRYP
QAQPTTMARH
PYPYYAJPAA
NQDKTEIPTIN
RCKDERFFS
YPYYAKPAAVRS

a : position des peptides dans les différentes sous unités de la caséine.
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IV.2.2.3. Stratégie d’identification par MS/MS

La pureté de la fraction1 a été confirmée par l’analyse en MALDI-TOF qui a montrée

la présence d’un seul peptide pur avec une masse égale à 851,385 Da (figure 57). Ce résultat a

été confronté à une analyse bioinformatique par l’emploi des logiciels appropriés (Biotools et

Sequence Editor ; Bruker) a fin de déterminer la ou les séquence(s) la ou les plus probable(s)

ainsi leurs l’origine au niveau des différentes sous unités de caséine.

Figure 57:Spectres de masse de la fraction 1 obtenu par MALDI-TOF.

Le résultat de l’analyse présenté dans le tableau 17 montre l’existence de trois

propositions de séquences pouvant être générées par trois sous unités de caséines. La séquence

SISSSEEI correspondant au fragment (79-86) peut être générée par la sous unité αs1, alors que

la séquence SSSEESII peut être générée par la sous unité αs2 correspondant au fragment (24-

31) et enfin, la séquence LSSSEESI qui correspond au fragment (31-38) peut être générée par

la sous unité β.
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Tableau 17. Masse moléculaire et séquence en acides amines du peptide actif contenu dans la
Fraction 1

Sous unités de la caséine Masse (Da) Fragmenta Séquence

αs1 851,385 79 - 86 SISSSEEI

αs2 851,385 24 - 31 SSSEESII

Béta 851,385 31 – 38 LSSSEESI
a : position des peptides dans les différentes sous unités de la caséine.

En effet, l’approche en mode MS/MS s’est avérée nécessaire pour la détermination de

la séquence exacte du peptide actif. Cette approche consiste, par définition, à reconstituer la

séquence en acides aminés d’un peptide à partir de son spectre de fragmentation issu de

l’analyse par spectrométrie de masse en tandem. Très souvent réalisé « à la main » sur la base

des règles de fragmentation des peptides. Le résultat de l’analyse en MS/MS du peptide actif

est représenté au niveau de la figure 58.

La reconstitution de la séquence du peptide actif a été réalisée par un calcul de masse

de fragment non commun entre les trois séquences proposées et le comparé au spectre de

fragmentation du peptide actif. L’exemple de la méthode de calcul est présenté par le schéma

suivant.

Cependan

SSSEESII est pr

fragments SISSS

correspondant res

a
Séquence appartenant à CN-αs1

Séquence app
461 D
t, le fragment EESII de masse égale à 571Da a

ésent dans le spectre de fragmentation du peptide

avec une masse égale à 461 Da et LSSS de

pectivement aux séquences SISSSEEI et LSSSEES

S I S S S E E I

S S S E E S I I

L S S S E E S Ia

artenant à CN-αs2

Séq
571 Da
uence appartenant à CN-β

374 D
123

ppartenant à la séquence

, contrairement aux deux

masse égale à 374 Da

I.
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Ainsi, ce raisonnement a permis d’identifier la séquence exacte du peptide actif, qui

est la séquence SSSEESII générée par la sous unité αs2 de la caséine bovine correspondant

au fragment (24-31). Ce peptide n’a jamais été signalé dans la littérature.

Figure 58 : Résultat de l’analyse en MS/MS du p
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L’objectif de la présente étude est l’obtention de peptides antimicrobiens par hydrolyse

enzymatique à partir de la caséine bovine par l’emploi d’une protéase produite par une souche

locale de Lactococcus lactis.

Au cours de ce travail nous avons recherché à isoler une souche potentiellement

protéolytique à partir d’une collection constituée de 24 souches appartenant à l’espèce

Lactococcus lactis résidentes du microbiote du lait de chèvres, de brebis et de vaches dans le

bassin laitier du moyen Chellif.

Parmi la collection de souches protéolytiques, la souche Lc.L6 identifiée en tant que

Lactococcus lactis subsp. lactis a démontré un pouvoir protéolytique assez important. Cette

souche a été utilisée pour l’isolement et la purification de la protéase à partir du lait. La

protéase a été purifiée à partir de surnageant de culture en utilisant de trois méthodes,

l’ultrafiltration, la chromatographie échangeuse d’ions sur SP-Sépharose et enfin, par gel

filtration sur Sephadex G-50 SF avec un rendement de purification de 47% et un facteur de

purification égale à 5,83. La protéase purifiée est une métalloprotéase extracellulaire de masse

moléculaire égalé approximativement 38KDa rarement signalée dans la littérature. C’est une

enzyme présentant des caractéristiques biochimiques assez intéressantes, une plage d’activité

assez large dans un intervalle de pH compris entre 5 à 9 et une température de 40 à 60°C.

L’enzyme à démontrée une sensibilité vis-à-vis l’EDTA et certains ions métalliques

polyvalents à savoir le Cu+2, Zn+2 et le Fe+3.

La pepsine porcine qui a démontrée la capacité de générer des peptides antimicrobiens

à partir de la caséine bovine a été utilisée comme enzyme de référence. Par ailleurs, en suivant

les mêmes conditions envisagées pour la pepsine porcine, la protéase purifiée de Lc.L6 a été

employée pour l’obtention des peptides antimicrobiens.

Toutefois, le suivi des cinétiques d’hydrolyse pour les deux protéases a permis

d’étudier leur mécanisme d’action sur caséine bovine. L’action des ces protéases sur les

caséines suit un mécanisme « one by one » favorable à l’obtention de peptides intermédiaires.

D’après les résultats obtenus, les peptides antimicrobiens sont des produits d’hydrolyse

intermédiaires.

Dans le cas de la pepsine porcine, l’extrait peptidique enrichi en peptides

antimicrobiens a pu être obtenu à partir d’hydrolysat pepsique de caséine bovine par

précipitation, sous l’effet de la force ionique et du pH. L’extrait préparé a été fractionné sur
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CLHP-PI afin d’identifier les peptides actifs par analyses en LC/MS et en MALDI-TOF.

L'ensemble des peptides actifs identifiés est, principalement, issu de la caséine αs2 et de la

caséine αs1. Il comprend les fragments (164-179), (148-166), (180-207) (183-207) et (176-207)

de la caséine αs2 bovine dont l’activité est déjà signalée dans des études précédentes (Recio et

Visser, 1999 ; Mc Cann et al., 2005) et de nouveaux éléments actifs, non reportés dans la

littérature, correspondant aux peptides (131-174), (153-196), (99-137) (99-163/100-164),

(114-176) (115-174), (126-184), (28-90), (138-184) de la caséine αs2 et (9-68/70-126) de la

caséine αs1. L’extrait peptidique renferme un taux considérable du fragment αs2 (164-207) qui

représente le peptide le plus actif parmi le groupe de peptides antimicrobiens issus des

fractions αs de la caséine bovine.

L’extrait peptidique ainsi que le peptide αs2 (164-207) séparé à l’état pur, ont présenté

des valeurs de CMI plus faibles sur les souches à Gram-positif que sur les souches à Gram-

négatif testées. L’extrait peptidique, a montré une activité comparable à celle de la nisine

contre L. innocua et L. monocytogène (CMI = 30,14 µg/ml et 60,28 µg/ml contre 31,25 µg/ml

et 62,5 µg/ml respectivement). Cela nous incite à envisager l’étude de l’emploi de cet extrait

dans le milieu alimentaire.

L’extrait peptidique ainsi que le peptide αs2 (164-207), employés à leurs CMI

respectives, présentent un effet bactériostatique sur les bactéries à Gram-positif et un effet

bactéricide sur les souches à Gram-négatif. L’effet positif observé, de ces peptides, sur les

souches à Gram-négatif constitue un résultat très encourageant du fait que la majeure partie

des peptides identifiés, de différentes origines, tels que les bactériocines, ne sont actifs que sur

les souches à Gram-positif.

Dans le cas de protéase purifiée de Lc.L6, un seul peptide anti-listéria a pu être obtenu

à partir d’un hydrolysat de caséine bovine par la méthode d’adsorption et de désorption.

L’extrait a été fractionné par CLHP-PI afin d’identifier les peptides actifs par analyses en

MALDI-TOF et en MS/MS. Le peptide actif identifié comme étant le fragment (24-31) de

masse égale à 851,382 Da et pour séquence SSSEESII générée par de la caséine αs2. Ce

peptide actif n’a jamais été rapporté dans la littérature.

A partir de ces résultats encourageants, plusieurs recommandations peuvent être

envisagées afin d’améliorer les moyens pour la génération et la production des peptides

antimicrobiens.
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Approfondir l’étude sur la détermination de la structure de la protéase Lc.L6 pour mieux

comprendre son mécanisme d’action vis-à-vis les protéines.

 L’optimisation des conditions de protéolyses s’avère indispensable pour l’obtention

d’autres catégories de peptides actifs ayant un spectre d’activité plus large contre les

germes pathogènes et d’altération.

 L’optimisation et la recherche des techniques de purifications, de fractionnements et

d’identifications des peptides antimicrobiens.

 Etudier et optimiser la technique d’immobilisation d’enzyme afin d’augmenter le

rendement de production des peptides d’intérêts.

 Chercher d’autres protéases microbiennes à utilisation alimentaire, ayant des

caractéristiques encore intéressantes (plus de stabilité, plage d’activité plus large, mode

d’action différent…)

 Etudier et optimiser la possibilité d’emploi des peptides actifs dans la conservation des

aliments.

 Développer des technologies nouvelles, telles que les techniques chromatographiques et de

séparation par membrane, pour l’obtention des fractions enrichis de peptides actifs à partir

des hydrolysats de diverses protéines alimentaires permettant leur utilisation en milieu

alimentaire.

 Elargir l’étude à d’autres protéines moins onéreuses et plus disponibles, tels que les

protéines du lactosérum et les protéines végétales.
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Annexe



Tableau 1 : Caractéristiques physico chimiques des laits de prélèvements (Saison printanière
valeurs moyennes de deux années successives 2005/2006)

Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques des laits de prélèvements (Saison printanière
valeurs moyennes de deux années successives 2005/2006).

Tableau 3 : Caractéristiques des souches de Lactococcus Lactis originaires du lait de vaches.

Paramètre Vache Chèvre Brebis

Densité 15°C g/l
CE 20°C µS /cm

pH 20°C

1,033 ± 0,044
600 ± 54
6,6 ± 0,4

1,032 ± ,012
560 ± 2
6,5 ± 0,2

1,034 ± 0,05
40 ± 10
6,7 ± 0,25

Paramètre g/l Vaches chèvres Brebis

Extrait sec total

Matière grasse

Lactose

Protéines

Chlorures

Cendres

138,5 ± 1,2

50 ± 2

48,02 ± 2,5

34,59 ± 0,4

1,49 ± 0,75

7,1 ± 0,2

134 ± 0.5

41 ± 3

45 ± 2,6

34 ± 0,6

1,11 ± 0.5

8,4 ± 0,3

183 ± 1,2

65 ± 2

51 ±1,4

57 ± 1,2

3,12 ± 0.5

9,5 ± 0,4

Origine du lait Lait de vache

Saisons Hivers Printemps Eté
Caractère/ Souches V1 V2 V3 V1 V2 V3 V4 V5 V1 V2 V3
Gram           
Oxydase - - - - - - - - - - -
Catalase - - - - - - - - - - -

Hémolyse           
Croissance à :
10°C
30°C
45°C



+



+



+



+



+



+



+



+



+



+



+

pH 9,6 - - - - - - - - - - -
Type respiratoire µA µA µA µA µA µA µA µA µA µA µA
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho
Croissance à :
2%
4%
6,5% de NaCl


+
+



+


+
+


+
+



+



+


+
+


+
+


+
+


+
+



+

sur milieu bilié           
Résistance 30 mn à
63°C

- -  - - -  - - - 

Croissance sur lait
Sherman           
Hydrolyse de
l’arginine

+ + - + + + + + + + 

Résistance au tellurite  - - - - - - - - - 
Gélatinase - - - - - - - - - - -



Tableau 4 : Profil de fermentation des sucres des isolats du lait de vaches.

Tableau 5: Caractéristiques des souches de Lactococcus Lactis originaires du lait de chèvres.

Citratase
Acetoine

-
-

-  -
-

-
-


+

-
-

-
-

-
-

-
-


+

Lait tournesolé
Hydrolyse esculine

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

ARC
+

Hydrolyse de
l’amidon

- - - - - - - - - - -

Espèce LcL1 LcL2 LcC1
LcL5 LcL6 LcD1 LcL7 LcL8 LcL10 LcL11 LcD4

Lait de vaches

Lactose           

Glucose           

Galactose          - -

Maltose +  +  + +  + -  

Mélibiose - - - - - - - - - - -

Sorbitol - - - - - - - - - - -

Raffinose - - - - - - - - -  

Xylose  - -    - - -  

Mannitol - - - - - - - - - - -

Arabinose - - - - - - - - - - -

Tréhalose         -  

Cellobiose           

Inositol         -  

Espèce Lc.L1 Lc.L2 Lc.L5 Lc.L6 Lc.L7 Lc.L8 Lc.L10 Lc.L11 Lc.C1 Lc.D1 Lc.D4

Origine du lait Lait de chèvre

Saisons Hivers Printemps Eté
Caractère/ Souches C1 C2 C1 C2 C1 C2
Gram      
Oxydase - - - - - -

Catalase - - - - - -
Hémolyse      
Croissance à :
10°C
30°C
45°C



+



+



+



+



+



+

Croissance à pH 9,6 - - - - - -
Type respiratoire µA µA µA µA µA µA
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho
Croissance à :
2%
4%
6,5% de NaCl


+
+


+
+



+


+
+



+



+

sur milieu bilié      
Résistance 30 mn à 63°C - - -  - -

lait de Sherman      
Hydrolyse de l’arginine
Acetoine

+
-

+
-


+

+
-

+
-

+
-

Résistance au tellurite  - - -  -

Gélatinase - - - - - -
Citratase - -  - - -



Tableau 6 : Profil de fermentation des sucres des isolats du lait de chèvres

Lait de chèvre
Lactose      
Glucose      

Galactose    -  
Maltose + + +  + +

Mélibiose - - - - - -
Sorbitol - - - - - -

Raffinose - - -  - -

Xylose - -    
Mannitol - - - - - -
Arabinose - - - - - -

Tréhalose      
Cellobiose      

Inositol      
Espèce Lc.L3 Lc.L4 Lc.L9 Lc.D2 Lc.L12 Lc.L13

Tableau 7 : Caractéristiques des souches de lactococcus lactis originaires du lait de brebis
Origine du lait Lait de brebis
Saisons Hivers Printemps Eté
Caractère/ Souches B1 B1 B2 B1 SI1 SI2
Gram      
Oxydase - - - - - -
Catalase - - - - - -
Hémolyse      
Croissance à :
10°C
30°C
45°C



+



+



+



+



+



+

Croissance à pH 9,6 - - - -  
Type respiratoire A-A A-A A-A A-A A-A A-A
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho
Croissance à :
2%
4%
6,5% de NaCl


+
+



+


+
+



+


+
+



+

Croissance sur milieu bilié      
Résistance 30 mn à 63°C - - -  - -

sur lait de Sherman      
Hydrolyse de l’arginine
Acetoine

-
-

-
-


+

+
-

+
-

-
-

Résistance au tellurite - - - - - -
Gélatinase - - - - - -
Citratase    - - 
Lait tournesolé ARC ARC ARC ARC ARC ARC
Hydrolyse de l’amidon
Hydrolyse esculine

-
+

-
+

-
+

-
+

-
+

-
+

Espèce Lc.C2 Lc.C’ Lc.D3 Lc.L14 Lc.L* Lc.C*.

Lait tournesolé ARC ARC ARC ARC ARC ARC
Hydrolyse de l’amidon
Hydrolyse esculine

-
+

-
+

-
+

-
+

-
+

-
+

Espèce LcL3 LcL4 LcD2 LcL9 LcL12 LcL13



Tableau 8: Profil de fermentation des sucres des souches des isolats du lait de brebis

Sucre Lait de brebis Souches de référence
Lactose      
Glucose      

Galactose   -   
Maltose    - - 

Mélibiose - - - - - -
Sorbitol - - - - - -

Raffinose - -  - - -

Xylose - -  -  -

Mannitol - - - - - -

Arabinose - - - - - -

Tréhalose - -    -

Cellobiose      
Inositol - -    -

Espèce Lc.C2 Lc.C’ Lc.D3 Lc.L14 Lc.L* Lc.C*

+ : Réaction positive ; - : réaction négative ; A : acidification ; R : réduction ; C :
coagulation ; µA : micro-aérobie ;
Ho : homofermentaire. V : isolat à partir du lait de vache. B : isolat à partir du lait de
brebis. C : isolat à partir du lait de chèvre. S1 et S2 : bactéries lactiques présumées
lactocoques isolées à partir de ferments lyophilisés.


