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Introduction 

Le marché mondial des enzymes industrielles s’élevait à 3,3 milliards de dollars en 

2010. En calculant un taux de croissance de 6,6 %, des revenus de 4,4 milliards de dollars 

sont prévus pour 2015. Ce  marché est estimé à 7,1 milliards de dollars en 2018 (BCC 

Research, 2014) ; la plus grande part est liée aux protéases (Sarrouh  et al., 2012). 

 Les protéases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des liaisons peptidiques dans 

les molécules protéiques. La large diffusion de protéases chez les plantes, les animaux et les 

microorganismes montre qu'elles sont nécessaires pour tous les organismes où elles jouent des 

rôles physiologiques importants dans des processus biologiques diverses (Sandhya et al., 

2004). Leur importance sur le marché mondial d’enzymes industrielles est lié au rôle 

important qu’elles jouent dans la biotechnologie, étant donné que la protéolyse modifie les 

propriétés immunologiques, chimiques, physiques et biologiques des protéines. L'hydrolyse 

de protéines alimentaires, par exemple, est mise en œuvre pour diverses raisons: 

l'amélioration des caractéristiques nutritionnelles, la modification des différentes propriétés 

fonctionnelles (la solubilité, le moussage, la coagulation), la prévention des interactions non 

souhaitées, le changement de saveurs et les odeurs, et la suppression des facteurs toxiques ou 

inhibiteurs (Pardo et al., 2000). 

Au cours des dernières décennies, l'intérêt pour les produits végétaux naturels a 

augmenté rapidement. Les protéases d’origine végétales font l'objet d'une attention 

renouvelée, non seulement en raison de leur grande spécificité de substrat, mais aussi parce 

qu’elles sont actives sur une large gamme de températures et de pH et en présence de divers 

ions métalliques, des inhibiteurs et des solvants organiques. (Haddar et al., 2009). Elles 

peuvent être extraites efficacement en grande quantité et aux moindres coûts. Toutes ces 

qualités fond des protéases végétales un excellent choix pour les industries alimentaires, 

médicaux, la biotechnologie et la pharmacologie (Rai et  Mukherjee 2009). 

Les protéases végétales ont été identifiées et étudiées à partir de plusieurs familles de 

plantes telles que : Asteraceae, Caricaceae, Moraceae, Asclepiadaceae, Apocynaceae et 

Euphorbiaceae (Domsalla et Melzig, 2008). Les extraits de plantes à haute  teneur en 

enzymes protéolytiques ont été utilisés dans la médecine traditionnelle pour une longue 

période. Ils ont été utilisés pour le traitement du cancer et comme antitumoraux, pour les 

troubles de la digestion, le gonflement et les problèmes immunitaires, etc (Mello et al, 2008 ; 
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Otsuki et al, 2010). Un bon exemple est la bromélaïne, extraite de l'ananas, qui est capable 

d'empêcher les œdèmes, l'agrégation plaquettaire et les métastases en raison de sa capacité à 

modifier les structures de surface cellulaire par clivage du peptide (Salas et al., 2008). 

Plusieurs plantes endémiques riches en protéases sont traditionnellement utilisées pour 

la préparation de fromage par des méthodes artisanales tant en Algérie que dans de nombreux 

autres pays. Ainsi, plusieurs extraits de plantes sont utilisés, tels que les extraits de fleurs de 

Cynara cardunculus, les extraits de deux espèces Cynara humilis et/ou Cynara scolymus, 

Silybum marianum, Centaurea calciprata, Onopordum turcicum et Onopordum acanthium. 

Parmi les plantes endémiques locales, nous nous sommes intéressées à l’espèce 

Galactites Tomentosa (ou G. Tomentosus) où nous avons axé notre travail sur la localisation 

et l’étude du profil des activités protéolytiques. Puis nous avons réalisé l’extraction, la 

purification partielle et l’étude de quelques caractéristiques de la protéase neutre.  
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Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

 

1. Les enzymes protéolytiques 

1.1. Généralités sur les enzymes 

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique ; ce sont des macromolécules de 

haute masse moléculaire (10  à 100 kDa) présentes dans les cellules de tous les organismes 

vivants où elles jouent un rôle essentiel en contrôlant les procédés métaboliques permettant 

aux nutriments d’être transformés en énergie et en matériaux cellulaire (Bergmeyer et al., 

1979; Pelmont, 1995; Drouin, 2005). En 2005, plus de 3000 activités enzymatiques 

différentes ont été isolées et identifiées (Patel et al., 2005) ; la structure d’environ 1300 

d’entre elles a été déterminée (Leisola et al., 2001).       

1.2. Classification des enzymes  

Les enzymes se répartissent en six classes : oxydoréductases, transférases, hydrolases, 

lyases, isomérases et ligases (voir tableau n°1). 

Tableau n°1 : Les différentes classes d’enzymes et leurs réactions catalytiques 

(Pelmont, 1995). 

 

Classes Réactions catalytiques 

Oxydoréductases (EC 1.-.-.-)   Réactions de transfert d’électrons (ou d’atome d’hydrogène) 

Transférases      (EC 2.-.-.-)   Transfert de radicaux (Groupements phosphates, amines, 

méthyle, etc.) 

Hydrolases         (EC 3.-.-.-)   Réactions d’hydrolyse (bris d’un lien chimique par addition 

d’une  molécule d’eau) 

Lyases             (EC 4.-.-.-)   Addition de doubles  liaisons à une molécule et enlèvement de 

groupements chimiques sans hydrolyse 

Isomérases         (EC 5.-.-.-)   Réactions d’isomérisation (réaction où un composé est 

transformé en un de ses isomères) 

Ligases              (EC 6.-.-.-)   Formation de liens chimiques couplés avec la rupture d’ATP) 
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Tableau n°2 : Quelques exemples de protéases acides, neutres et alcalines. 

 Enzyme Source Références 

P
ro

té
a
se

s 
 

A
ci

d
es

 

rennin-like enzymes 

 

 

 

 

 

 

proteases acid Pepsin-like  

 

 

Calf rennet 

(88–94 % chymosin and 

6–12 % pepsin) 

 

protéase acide 

Mucor miehei 

M. pusillus   

Endothia parasitica.  

M. hiemalis,  

M. racemosus,  

and M. bacilliformis 

 

Aspergillus spp. 

and Rhizopus spp. 

 

 

Estomac de veau 

 

 

Penicillium sp 

Escobar J. et al., 1993 ; 

Fernandez-Lahore et al., 

1999 

 

 

 

 

Tremacoldi et al., 2004 ; 

Kumar et al., 2005 

 

 

Burgess et al., 1983 

 

 

Hashimoto et al., 1973 

P
ro

té
a
se

s 
 

N
eu

tr
es

 

Papaine 

bromelaine  

ficine  

 

clostripaine 

streptopaine 

protéase neutre I (NpI) 

protéase neutre II (NPII) 

Carica papaya 

Ananas comorus 

Ficus sp. 

 

Clostridium histolyticum 

Streptococcus spp. 

Aspergillus oryzae 

Schechter et al., 1968 

 

 

 

Sumantha et al., 2006 

 

 

Nakadai et al., 1973 

P
ro

té
a
se

s 

a
lc

a
li

n
es

 Subtilisine Carlsberg 

Protéase alcaline 

Bacillus licheniformis 

Aspergillus niger 

 Anupama et al., 2012 

Kalpana Devi et al., 2008 
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1.3. Les protéases 

1.3.1. Définition  

Les protéases sont des molécules globulaires qui catalysent la réaction d’hydrolyse des 

protéines en peptides et acides aminés par rupture d’une ou plusieurs liaisons peptidiques. 

Elles jouent un rôle important dans de nombreux processus biologiques; par exemple, elles 

sont impliquées dans la régulation du métabolisme et l'expression du gène, la pathogénicité et 

l'hydrolyse de grandes protéines en molécules plus petites pour le transport et le métabolisme 

(Rao et al., 1998). 

1.3.2. Nomenclature et classification  

Les enzymes protéolytiques ou protéases, appartiennent à la classe 3 (hydrolases), et la 

sous classe 4 (hydrolysent les liaisons peptidiques) (IUBMB, 1954). Elles peuvent être 

classées selon plusieurs critères ; le pH d’activité optimal, le mode d’attaque de la chaîne, la 

nature des résidu impliqué dans le site actif et la structure et l’homologie moléculaire et (Rao 

et al., 1998). 

1.3.2.1. Selon le pH d’activité 

Les enzymes protéolytiques sont classées en trois groupes selon leur pH optimal: acides,  

neutres et alcalines (Hartley, 1960) (tableau n°2).  

1.3.2.2. Selon le mode d’attaque de la chaine polypeptidique 

En fonction de leur mode d’attaque, les peptidases sont subdivisées en deux classes ; les 

endopeptidases et les exopeptidases (Rao et al., 1998), elles-mêmes divisées en plusieurs 

classes et sous classes (voir tableau n°3).  

 Les endopeptidases (EC 3.4.21-25) : agissent au cœur de la chaîne protéique en coupant 

la protéine en fragments plus petits. La liaison entre deux acides aminés adjacents dans  la 

séquence primaire est rompue donnant ainsi naissance à deux peptides.  

•   Les exopeptidases (EC 3.4.11-19) : hydrolysent les liaisons peptidiques par les extrémités 

NH2 ou COOH libres de la chaîne protéique. En effet, elles ont besoin d’un groupe aminé ou 

carboxyle terminal libre dans le substrat pour libérer des acides aminés ou des petits peptides 

(2-3 acides aminés), elles sont alors nommées respectivement aminopeptidases ou 

carboxypeptidases. 
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Tableau n°3 : Classification des protéases (Rao et al., 1998). 

 Protéases EC N° Mode d’action 

E
x

o
p

ep
ti

d
a

se
s 

 

Aminopeptidases  

Peptidyl peptidase 

 

Dipeptidyl peptidase  

 

Tripeptidyl peptidase  

 

 

3.4.11  

 

3.4.14 

 

3.4.14  

 

 

 
 

            
Carboxy-peptidases  

 

Séryl-carboxy-peptidases 

Métallo-carboxy-peptidases  

Cystéyl-carboxy-peptidases  

Peptidyl dipeptidase  

Dipeptidase 

(3.4.16-3.4.18) 

 

3.4.16 

3.4.17 

3.4.18 

 

3.4.15  

 

3.4.13  

 
 

 

 

 

 

 

 

Omega peptidases  3.4.19  

 

 

  

 

E
n

d
o
p

ep
ti

d
a
se

s Séryl-protéases 

Cystéyl-protéases 

Aspartyl-protéases 

Métallo-protéases  

3.4.21  

3.4.22  

3.4.23  

3.4.24  

 

Endopeptidases (mécanisme 

catalytique est inconnu) 
3.4.99 / 

 

  Site d’action de l’enzyme ; * Terminus bloqué ;       Acides aminés dans la chaine 

polypeptidique ;      Acides aminés terminaux 

 

 

Les aminopeptidases commencent leur action par l’extrémité NH2 libre du polypeptide et leur 

activité dépend souvent de la présence d’ion métallique ; les carboxypeptidases commencent 

leur attaquent par l’extrémité COOH libre du polypeptide (Scriban, 1999 ; Trap et Boireau, 

2000) (voir figure n°1). 
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Tableau n° 4 : Caractéristiques des 4 principaux types catalytiques  de protéases  

(Sumantha et al., 2006) 

Type 

Séryl-protéases Cystéyl-protéases  Aspartyl-protéases 
Métallo-

protéases 

N° EC 3.4.21 3.4.22 3.4.23 3.4.24 

MM 

(KDa) 
18-35 34-35 30-45 19-37 

Température 

Optimale 50-70 40-55 40-45 65-85 

pH  

optimal 
6-11 2-3 3-5 5-7 

Acides aminés  

du site actif Ser, His et Asp Asp ou cys Asp ou cys Phe ou leu 

Inhibiteur(s) 

majeur(s) 

PMSF, DIFP, 

EDTA, 

tampons phosphate, 

indole, phenol, 

Acide 

triaminoacétique. 

Indoacetamide, 

p-CMB 

Pepstatine Chelateurs : 

EDTA, EGTA 

Sources 

majeures 

Bacillus, 

Aspergillus, 

Tissu animal 

(intestin), 

Tritirachium 

album(thermostable) 

Aspergillus, 

Ananas comorus 

 Ficus sp. 

 Carica papaya 

Streptococcus, 

Clostridium 

Aspergillus, 

Mucor, 

Endothia, 

Rhizopus, 

Penicillium, 

Neurospora, 

tissu animal 

(éstomac) 

Bacillus, 

Aspergillus, 

Penicillium, 

Pseudomonas, 

Streptomyces 

Références Coral et al, 2003 

Tremacoldi et al, 2007 

Vishwanatha et al,2009 

Sumantha et al, 2009 

Kocabiyik et Ozel,2007 

Aftab et al., 2007 

Vishwanatha et al., 

2009 

Sumantha et al.,2006 

Rao et al., 1998 

Aftab et al., 2007 

Vishwanatha et al., 2009 

Sumantha et al., 2006 

 

Hosskisson et al., 

2005 

Wang et al., 2008 

Sumantha et al., 2006 

Belitz et al., 2009 
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Figure n°1 : Modes d’attaque de la chaîne polypeptidique (Scriban, 1999). 

 

1.3.2.3. Selon la nature des résidus impliqués dans le site actif 

Selon le résidu participant à la catalyse au niveau du site actif, les protéases peuvent être 

regroupées en : aspartyl, cystéyl, séryl, thréonyl, glutamyl et métallo-protéases, en plus des 

protéases mixtes ou de type catalytique inconnue (Rawlings et al., 2012). Les caractéristiques 

des 4 principaux types catalytique sont résumées dans le tableau n°4 (Sumantha et al., 2006). 

1.3.2.4.  Selon la structure et l’homologie moléculaire 

Selon la classification de référence, disponible dans la base de données électronique 

MEROPS qui est constamment révisée (http://merops.sanger.ac.uk), les protéases sont 

réparties en 6 groupes selon la structure de leur site actif et le mécanisme catalytique qui en 

découle. C’est ainsi qu’on reconnaît les aspartyl, les séryl, les cystéyl, les thréonyl, les 

glutamyl et les métallo-protéases en plus de celles dont le mécanisme catalytique est inconnu. 

Elles sont ensuite groupées en familles, qui rassemblent des protéases homologues entre elles. 

En fonction de leurs relations phylogénétiques, les familles peuvent être divisées en sous-

familles, ou encore groupées en clans. Les groupes catalytiques et les clans sont chacun 

désignés par une lettre majuscule, les familles par un chiffre, les sous-familles par une autre 

lettre majuscule. 
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1.3.3. Différentes origines des protéases  

Les enzymes se retrouvent chez tous les êtres vivants, que ce soit chez les animaux, les 

végétaux ou les microorganismes, les enzymes y sont présentes sous plusieurs formes et types ; 

les protéases, les amylases, les lipases, les phytases, les cellulases, les hémicellulases, les 

mannases, les laccases, les lactases et bien d'autres (Olé et al., 2002). Parmi les enzymes les 

protéases sont de loin les plus produites et les plus utilisées dans l’industrie de nos jours. 

 

1.3.3.1. Protéases d’origine animale 

Les protéases d’origine animale (porcine et bovine) sont principalement la trypsine, la 

chymotrypsine, issues du pancréas et la pepsine, issue de la muqueuse gastrique. Ces trois 

enzymes sont des endoprotéases présentant des spécificités différentes. La trypsine a une 

affinité pour la lysine et l’arginine, la chymotrypsine pour les acides aminés aromatiques 

(Phe, Tyr, Trp) et la pepsine principalement pour les acides aminés hydrophobes (Alder-

nissen, 1982), elle est l’enzyme d’origine animale la plus largement utilisée (Dufossé et al., 

1997).  

Des études récentes ont permis aussi l’identification des protéases chez les helminthes 

Schistosoma sp ; Fasciola sp ; Taenia sp et Haemonchus sp, où elles apparaissent comme 

cibles potentielles majeures en thérapie et vaccination antiparasitaire (Trap et Boireau, 2000).   

1.3.3.2.  Protéases d’origine microbienne 

Les protéases d’origine microbienne présentent plusieurs avantages par rapport aux 

enzymes d’origine animale ou végétale ; leurs types d’activité catalytique sont plus variés, 

leur stabilité face aux variations de température et de pH est meilleure. De ce fait, elles 

représentent aujourd’hui environ 90 % des enzymes produites pour les procédés industriels. 

(Denes, 2006). Elles peuvent être produites par les moisissures, les levures et les bactéries. 

 Protéases des moisissures 

Les protéases constituent le groupe d’enzymes les plus importantes ; elles peuvent être 

produites par plusieurs genres fongiques tels que  Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, 

Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc (Frazier, 1967). Ce 

groupe d’enzymes dispose de possibilités d’applications biotechnologiques très étendues (Ul-

haq et al., 2003).   
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 Protéases des levures 

Certaines levures produisent des enzymes protéolytiques, il s’agit essentiellement des 

genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces.  Saccharomyces cerevisiae 

par exemple, produit trois types de protéases ; une aspartyl-protéase, une sérine protéase et 

une métallo-protéase. L’activité protéolytique de ces genres est utilisée particulièrement pour 

l’affinage des fromages (Boiron, 1996). 

 Protéases des bactéries 

Il s’agit essentiellement de la subtilisine ou subtilase, une protéase produite par Bacillus 

subtilis et quelques genres apparentés. Celle-ci est très stable et résiste bien à l’action des 

détergents (Calk et al., 2000). Les bactéries psychrotrophes du lait et en particulier, 

Pseudomonas fluorescens et P. putida produisent des métallo-protéases thermorésistantes 

utilisées pour la coagulation du lait (Cousin et al., 1982). Les protéases extracellulaires de 

Streptococcus lactis jouent un rôle très important dans l’affinage des fromages (Alais, 1975). 

 

1.3.3.3.  Protéases d’origine végétale 

Les végétaux ont été l’objet de nombreuses recherche en vue d’isoler des enzymes 

protéolytiques, c’est le cas de la bromélaïne extraite de tige de l’ananas (Ananas comosus), la 

ficine issue du figuier (Ficus glabrata) (Alais, 1975 ; Scriban, 1993 ; Moodie, 2001), la 

papaïne ; extraite du latex de la plante équatoriale (Carica papaya), qui, à elle seule, peut 

rompre des liaisons peptidiques que la trypsine et la pepsine rompent séparément. La 

kératinase, une autre protéase produite par quelques groupes de plantes (Rao et al., 1998). Il 

en est de même pour les préparations enzymatiques provenant de chardons, d’artichauts, de 

gaillets et de courges, etc (Alais, 1975).  
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2. Les protéases  végétales 

2.1. Généralités 

La large diffusion des protéases chez les plantes, les animaux et les microorganismes 

montre qu'elles sont nécessaires pour les organismes vivants où elles jouent un rôle 

physiologique important dans divers processus biologiques (Rao et al., 1998). Chez les 

plantes elles sont impliquées presque dans  tous les aspects de croissance et du 

développement, la germination, les rythmes circadiens, la sénescence et la mort cellulaire 

programmée (Domsalla  et Matthias, 2008). 

2.2. Classification des protéases végétales 

Les  protéases végétales peuvent être classées en 4 groupes selon le type catalytique: les 

aspartyl-protéases, les séryl-protéases, les cystéyl-protéases et les métallo-protéases. Les 

protéases à serine et à cystéine sont du point de vue catalytique très différentes des protéases 

aspartiques et des métallo-protéases en ce que le nucléophile du site catalytique fait partie 

d'un acide aminé, alors qu'il y a une molécule d'eau activée dans les deux autres groupes 

(Bruno et al., 2006). Quelques exemples de protéases végétales des différents types 

catalytiques sont présentés dans le tableau n° 5. 

2.3. Différentes sources et rôles physiologiques des protéases végétales 

Les enzymes protéolytiques jouent un rôle clé dans la physiologie des plantes. Non 

seulement elles maintiennent le pool de protéine de la cellule, mais aussi elles sont impliquées 

dans divers processus intra- et extracellulaires tels que la sénescence des feuilles, la 

dégradation des protéines de stockage de graines en germination, le développement et la 

maturation des fruits, les mécanismes de régulation et autres (Pande et al., 2006). Les   

caractéristiques et le rôle physiologique des quatre groupes catalytiques de protéases sont 

présentés ci-dessous.   

2.3.1. Aspartyl- protéases 

Les aspartyl-protéases (APs) sont les plus actives à pH acide et sont spécifiquement 

inhibées par la pepstatine. Elles ont deux résidus aspartyl responsables de l'activité catalytique 

et montrent une spécificité préférentielle pour le clivage au niveau des liaisons peptidiques 

entre les résidus d'acides aminés hydrophobes (Domingos et al., 2000).  
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Les (APs) végétales ont été caractérisées et purifiées à partir d’une grande variété 

d'espèces de plantes telles que les graines d'Arabidopsis thaliana (Mutlu et al., 1999), de 

chanvre (St. Angelo et al.,1970), de concombre et de courge (Polanowski et al., 1985), le riz 

(Doi et al, 1980) et l'orge (Sarkinnen et al., 1992). Elles sont également présentes au niveau 

des fleurs de chardon (Verissimo et al., 1996), des feuilles de tomate (Rodrigo et al., 1989), 

des feuilles et des tubercules de pomme de terre (Guevara et al., 2004). 

La présence de l’activité coagulante du lait a été rapportée chez diverses espèces de 

plantes appartenant à la famille des Asteraceae comme l’artichaut (Cynara scolymus L.) 

(Llorente et al., 1997), le chardon-Marie (Silybum marianum L. Gaertn.) dont les fleurs et les 

feuilles étaient utilisées pour la production  de fromages (Vairo-Cavalli et al., 2005), 

Turcicum onopordum (Tamer, 1993); (Centaurea calcitrapa), où la protéase, la cenprosine a 

été exprimée dans des quantités assez élevées dans les graines et les feuilles (Domingos et al., 

2000). 

Les (APs) peuvent être impliquées dans  la digestion des insectes par  les plantes 

carnivores (Garcia Martinez et Moreno, 1986), dans la dégradation des protéines végétales en 

réponse à des pathogènes, au cours des processus de développement (Asakura et al., 1997), 

dans les mécanismes de gestion  des protéines de stockage (Doi et al, 1980), les réponses au 

stress (de Carvalho et al., 2001) et la sénescence (Bhalerao et al., 2003). 

2.3.2. Cystéyl-protéases 

Également appelées protéases à thiol, la majorité des cystéyl-protéases (CPs) végétales 

présentent un pH optimal entre 5,0 et 8,0 et des MM dans la gamme de 25-30 kDa (Dubey et 

al., 2007). 

Plusieurs (CPs) ont été isolées de nombreuses plantes, comme la papaïne, l’actinidine, 

la protéinase Ω, la chymopapaïne et la bromélaïne. La plupart d'entre elles appartiennent à la 

famille de la papaïne (Grudkowska et Zagdanska, 2004).  

Les (CPs) sont impliquées dans la protéolyse pendant la sénescence (Noh et Amasino, 

1999), dans la sécheresse (Jones et Mullet, 1995) et au cours de la mort cellulaire programmée 

(de Jong et al., 2000). Elles jouent également un rôle dans l'accumulation des protéines de 

réserve dans les graines et dans la mobilisation de protéine de stockage (Okamoto et 

Minamikawa, 1995). Ainsi, Elles participent à la fois aux processus anaboliques et 

cataboliques, et sont impliqués dans les voies de signalisation ainsi que la maturation des 
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protéines, la dégradation et la reconstruction des protéines en réponse à différentes 

stimulations externes et jouent aussi une fonction de ménage pour éliminer les protéines 

anormales ou mal repliées (Grudkowska et Zagdanska, 2004). 

2.3.3. Séryl-protéases 

Les séryl-protéases (SPs) représentent l’un des plus grands groupes d'enzymes 

protéolytiques ; elles sont répandues parmi tous les groupes taxonomiques ; les arbres ; les 

légumes et les herbes. Elles sont présentes dans presque toutes les parties des plantes, mais 

elles sont plus abondantes dans les fruits. (Rawlings et Barrett, 2004). 

La plupart des (SPs) végétales caractérisées sont des protéases ATP-dépendantes 

chloroplastiques (Crafts- Brandner et al, 1996) et subtilisine-like  (Beers et al., 2000). 

Les (SPs) agissent principalement comme des enzymes de dégradation. les subtilases 

végétales (subtilisine SP), cependant sont impliquées dans divers processus physiologiques, y 

compris la symbiose (Takeda et al., 2007), l'infection des cellules végétales (Laplaze et al., 

2000) , la pathogenèse dans des plantes infectées par les virus  (Tornero et al., 1997), la 

germination (Sutoh et al., 1999), la signalisation (Dery et al., 1998), la sénescence (Distefano 

et al., 1999), la mort cellulaire programmée (Beers et al., 2000) et la dégradation et traitement 

des protéines (Antao et Malcata, 2005). 

2.3.4. Métallo-protéases 

Les métallo-protéases (MPs) dépendent d’un cation divalent pour l'activité, le plus 

souvent le zinc, mais également du cobalt ou du manganèse (Robert et Vian, 2004). Elles sont 

les plus diversifiés en termes de structure et de fonction. Plus de 50 familles ont été identifiées 

dans 24 clans.  

Les MPs végétales comprennent des exo et endoprotéases dans de nombreux 

compartiments cellulaires, avec une fonction de dégradation très spécifique. Seulement très 

peu de ces enzymes ont été caractérisés à ce jour (Schaller, 2004). Les leucine-

aminopeptidases (LAPs) sont des (MPs) ubiquitaires, impliquées dans la régulation de la 

demi-vie des protéines dans les plantes (Varshavsky, 1996).  Deux métallo-protéases 

chloroplastiques ont été très bien caractérisées, l'homologue chloroplaste de la métallo-

protéase bactérienne ATP-dépendant (FtsH) (Ostersetzer et Adam, 1997) et la chloroplast-

processing enzyme (Richter et Lamppa, 1998).  
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Les MPs ont également été localisées dans les feuilles de soja (Graham et al., 1991). 

Elles sont impliquées dans la régulation de la demi-vie de la protéine dans les plantes, 

(Varshavsky, 1996) et sont exprimées dans les organes reproducteurs dans les conditions de 

stress ; le stress osmotique, les blessures et les infections pathogènes (Chao et al., 1999; Gu et 

al ., 1999; Hildmann et al., 1992; Pautot et al, 1993, 2001; Schaller et al, 1995). 

 

Tableau n°5 : Quelques exemples de protéases végétales et leurs sources. 

 Enzyme N° EC Source Référence 

Cystéyl-

protases 

 

Papaine  

Chymopapaine  

Caricaine 

glycil endopeptidase  

 

EC 3.4.22.2 

EC 3.4.22.6 

EC 3.4.22.30 

EC 3.4.22.25 

 

Carica papaya (Kamphuis et al., 1984) 

(Jansen and Balls, 1941). 

(Buttle et al., 1989). 

(Pickersgill et al., 1991) 

Bromelain (fruits)  

Bromelain (tige) 

 Ananaine  

EC 3.4.22.33 

EC 3.4.22.32 

EC 3.4.22.31 

Ananas comosus (Rowan et al., 1988, 1990) 

(Napper et al., 1994) 

Ficine  EC 3.4.22.3 Ficus glabrata (Sgarbieri et al., 1964) 

Aspartyl-

protéases 

 

Cardosines ( A,B) 

 

Cardosines (E,F,G,H ) 

/ 

 

/ 

C. cardunculus (Faro et al., 1995 ;Veríssimo 

et al., 1996) 

(Sarmento et al. 2009) 

Cyprosines  C. cardunculus (Heimgartner et al., 1990) 

Protéases aspartiques / C. cardunculus,  

C. humilis,  

C. scolymus 

(Roseiro et al., 2003) 

Séryl-

protéases  

Cucumisine  EC 3.4.21.25 C. melo (Yamagata et al., 1994) 

Macluralisine / Maclura 

pomifera 

(Rudenskaya et al., 1995) 

Taraxilisine / Taraxacum 

officinale 

(Rudenskaya et al., 1998) 

 

 

 

Métallo-

protéases 

Leucine 

aminopeptidases  

Homologue 

chloroplastique de la 

métalloprotéase 

bactérienne ATP -

dépendant FtsH  

Chloroplast-processing 

enzyme  

/ Ubiquitaire (Varshavsky, 1996). 

 

(Ostersetzer et Adam, 1997) 

 

 

 

 

(Richter et Lamppa, 1998) 
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3. Application des protéases  

3.1. Principales applications des protéases 

Les protéases occupent la position la plus pertinente parmi les enzymes industrielles en 

raison de leurs applications répandues dans les détergents, les industries alimentaires et 

agricoles (fromagerie, boulangerie, brasserie, attendrissement de la viande, …), la tannerie, 

les produits pharmaceutiques et le diagnostic médical, la photographie, etc. (Gupta et al., 

2002).  

Les protéases sont également largement appliquées dans plusieurs secteurs de l'industrie 

et de la biotechnologie, ainsi que dans de nombreuses applications de recherche : production 

de fragments de Klenow, synthèse des peptides, digestion des protéines non désirées lors de la 

purification des acides nucléiques, utilisation dans les expériences de culture cellulaire et la 

dissociation des tissus, préparation de fragments d'anticorps recombinants pour la recherche, 

le diagnostic et la thérapie, exploration des relations structure-fonction par des études 

structurales, retrait des étiquettes d'affinité de protéines de fusion dans les techniques de 

protéines recombinantes, séquençage des peptides et digestion protéolytique des protéines en 

protéomique (János et al., 2013) (voir figure n° 2). 

 

 

Figure n°2: Exemple d’application des protéases dans la protéomique. Etapes de l’analyse 

protéomique en utilisant la spectrométrie de masse après séparation et digestion dans le gel 

des protéines d’intérêts. (János et al., 2013). 
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3.2. Application des protéases végétales  

Les protéases végétales sont utilisées dans de nombreux secteurs, principalement dans les 

détergents, l’industrie alimentaire, la pharmacie et la médecine, la chimie organique et la 

biologie moléculaire. 

 

3.2.1. Détergents 

Les protéases utilisées dans l’industrie de  détergents représentent 35% du marché 

mondial des enzymes industrielles (Cherry et Fidantsef, 2003). La papaïne est très utilisée 

dans l’industrie des détergents car elle est active dans une large plage de températures et en 

partie stable à pH alcalin (Beckhoven Van et al., 1995). 

3.2.2. Industrie laitière 

Plusieurs extraits de plantes ont été utilisées depuis des siècles pour la coagulation du 

lait: Galium verum, Withania coagulans, F. carica, C. cardunculus, C. scolymus, Carduus 

nutans, Cnicus benedictus, Drosera peltata, Datura stramonium, Pisum sativum, Lupinus 

hirsutus, Ricinus hirsutus, Crotalaria burhia, Rhazya stricta, et Streblus Asper (Wallace, 

1922). Toutefois, la grande majorité de ces extraits ne sont pas appropriés pour l'industrie du 

fromage en raison de leur haute activité protéolytique. 

Les fromages fabriqués avec des coagulants végétaux peuvent être trouvés aussi bien 

dans le bassin méditerranéen, qu’en Afrique de l'Est et les pays d'Europe du Sud. L’Espagne 

et le Portugal possèdent la plus grande variété de fromages produits avec Cynara sp. comme 

coagulant ; ils sont généralement produits à une échelle artisanale. 

Les différentes espèces de plantes permettant de produire des produits satisfaisants sont 

Cynara cardunculus, Cynara humilis, et Cynara scolymus (Roseiro et al., 2003). La 

cucumisine présente la même activité de coagulation du lait que les cystéyl-protéases telles 

que la papaïne (Uchikoba et Kaneda 1996). La lettucine de Lactuca sativa, présente des 

propriétés très compatibles avec le processus de coagulation du lait (Lo Piero et al., 2002) 

3.2.3. Transformation des aliments 

La douceur et la tendresse de la viande sont les  facteurs les plus importants qui 

affectent la satisfaction des consommateurs et de la perception du goût (Miller et al., 2001). 

Seules cinq enzymes ont obtenu un statut GRAS (Generally Recognized As Safe) par les 

agences fédérales américaines (CFR 1999, 2009), à savoir la papaïne, la ficine, la broméline, 

la protéase d’Aspergillus oryzae et la protéase de Bacillus subtilis. Deux autres protéases 
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végétales, l’actinidine (EC 3.4.22.14) et la zingibaine (EC 3.4.22.67), sont de bons candidats 

pour l'attendrissement de la viande (Naveena et al., 2004; Sullivan et Calkins 2010).  

3.2.4. Industrie boulangère 

Les protéases sont utilisées dans les industries boulangères pour hydrolyser le gluten, 

afin de faciliter la préparation des pates. La bromélaïne a été utilisée pour obtenir de la farine 

de blé hypoallergénique en raison de sa capacité à briser le l’épitope IgE du gluténines du blé 

Gln-Gln-Gln-Pro-Pro (Tanabe et al., 1996). 

 

3.2.5. Pharmacie et médecine 

Les protéases ont une application importante dans l'industrie pharmaceutique et en 

médecine. Les extraits de plantes à haute teneur en enzymes protéolytiques ont été utilisés 

dans la médecine traditionnelle pour le traitement du cancer (Targoni. et a.l, 1999), pour les 

troubles de la digestion (Mello et al., 2008), le gonflement et les problèmes d’immuno-

modulation (Leipner et al., 2001). Un bon exemple est la bromélaïne qui est capable 

d'empêcher les œdèmes, l'agrégation plaquettaire et la métastase en raison de sa capacité à 

modifier les structures de surface cellulaire par clivage du peptide. Plusieurs protéases 

végétales ont été testées dans différentes utilisations médicales :  

- les extraits de Carica papaye, Ficus sp, et Ananas comosus pour le traitement de 

nématodes gastro-intestinales (Mueller et Mechler., 2005).  

- La chymopapaïne pour traiter les hernies discales par chimionucléolyse, (Sagher et al., 

1995).  

- La papaïne, la bromélaine, et la ficine comme médicaments anti-inflammatoires pour 

remplacer les glucocorticoïdes et les anti-rhumatismales (Lotz-winter 1990),  

- le mélange de protéases dérivées de tige d'ananas pour le traitement de l'arthrite (Brien et 

al., 2004). 

- Des mélanges d'enzymes protéolytiques contenant la trypsine, la chymotrypsine et la 

papaïne et la bromélaïne dans le traitement des cancers du sein, colorectal et le cancer du 

plasmacytome (Beuth 2008; Salas et al., 2008). 

- La papaïne et la bromélaïne ont également été utilisés pour le débridement de brûlure; 

(Rosenberg et al., 2004).  

- La bromélaïne dans l'identification d'anticorps (Rookard et al., 2009). 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

 
16 

 

- La papaïne et la ficine pour la préparation des fragments Fab  à partir des 

imunoglobulines G (IgG) pour être employées dans des systèmes de dosage où la présence 

de la région Fc peut poser des problèmes (Mariani et al., 1991; Boguslawski et al., 

1989.),(voir figure n°3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°3 : Structure des IgG (A) et les fragments libérés après digestion protéolytique  par 

la papaïne (B), la pepsine (C) ou ficine (D). (János et al., 2013) 

 

 

3.2.6. Chimie organique 

La ficine (Tai et al., 1995; Sekizaki et al., 2008), la papaïne et, dans une moindre 

mesure, la bromélaine sont largement utilisées dans la synthèse des acides aminés et des 

peptides (Narai-Kanayama et al., 2008; Lang et al., 2009). En outre, la papaïne,  la 

bromélaïne et autres protéases végétales ont donnés de bons résultats pour la synthèse 

d’agents tensioactifs à base d’arginine (Morcelle et al., 2009). 

 

3.2.7. Biologie Moléculaire  

Récemment, la protéase de Cucumis melo a été utilisée pour l'extraction d'ADN à partir 

de rognures d'ongles d'une manière efficace. L'utilisation de rognures d'ongles lorsque les 

circonstances ne permettent pas d'obtenir des échantillons de sang peut être une autre source 

d'ADN génomique qui peut être facilement stocké (Yoshida-Yamamoto et al. 2010).  
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4. Techniques de purification des protéines 

La purification d'une enzyme est un processus qui passe par plusieurs étapes, 

habituellement les premières étapes sont des techniques peu spécifiques mais bien adaptées à 

la manipulation de gros volumes. Ensuite, au fur et à mesure des étapes, on utilise des 

techniques de plus en plus spécifiques qui sont souvent applicables à des préparations de 

volume réduit.  En général, on commence par le broyage du matériel d'où on veut extraire la 

protéine (tissu animal, partie de plantes, bactéries, etc.), puis on effectue une précipitation 

différentielle au sulfate d'ammonium, enfin, on utilise le tamisage moléculaire qui permet de 

raffiner la pureté (Kamoun ,1975). 

4.1.  Méthodes d’extraction et de purification 

4.1.1. Extraction 

L’extraction peut se faire par plusieurs méthodes, le choc osmotique, la sonication, les 

enzymes lytiques ou par de nombreux types d’homogénéisateurs (type Dounce, type Potter-

Elvehjem, presse Aminco- French). Le broyage sous azote liquide permet de libérer la plupart 

des protéases intra ou extracellulaire sans les dénaturer. C’est le cas de l’extraction des 

protéases végétales à partir de Sylibum marianum (Vairo Cavalli et al., 2005) et Onopordum 

acanthium (Brutti et al., 2012).  

4.1.2. Précipitation 

Une des étapes initiales des procédures de purification est souvent la précipitation 

différentielle au sulfate d'ammonium. (NH4)2SO4. Très avide d’eau, il va priver les protéines 

de leurs possibilités d’établir des liaisons hydrogènes avec l’eau du solvant. Pour la plupart 

des protéines on peut trouver une concentration précipitante de ce sel neutre, généralement 

situés entre 0,5 et 3 M. Il faut toutefois faire suivre cette étape d'une dialyse ou d'une 

ultrafiltration pour éliminer le sulfate d'ammonium résiduel., la ou les protéines précipitées se 

redissolvent et retrouvent leurs fonctions (Hainque et al, 2008). Elle est utilisée comme 

première étape pour la purification des protéases de Synergistes sp (Kumar et al., 2008), 

Mucor pusillus (Nouani et al., 2009), Aspergillus niger (Kalpana et al.,2008). 

4.1.3. Dialyse 

La dialyse permet de séparer des substances en utilisant leur capacité respective à 

franchir les pores d’une membrane semi-perméable appelée membrane de dialyse. Elle 
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concerne autant les macromolécules (protéines et ADN, polymères synthétiques, anticorps…) 

que des molécules biologiques plus petites comme les oligonucléotides et les peptides. Les 

membranes de dialyse (ou boudin)  sont placées dans un récipient contenant le liquide contre 

lequel s’effectue la dialyse (Hainque et al., 2008).  

  

4.1.4. Tamisage moléculaire 

Le tamisage moléculaire ou exclusion moléculaire est une méthode chromatographique 

qui permet de séparer des molécules en fonction de leur taille et leur forme selon les principes 

de l’exclusion-diffusion. Le principe consiste à faire migrer l’échantillon à purifier à travers 

des billes poreuses qui constituent le gel. Les molécules suffisamment petites pour passer par 

les pores des billes seront ralenties dans leur progression, alors que les molécules trop grosses 

pour entrer dans les billes progresseront plus rapidement en passant entre les billes (Hainque 

et al., 2008). 

4.2. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS PAGE) 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium, 

ou SDS-PAGE, est une technique largement utilisée pour une séparation en milieu basique 

(pH 8,8) des mélanges de protéines basée sur leur taille (Laemmli, 1970). Elle est utilisée 

pour identifier la structure monomérique ou oligomérique, les isoenzymes et la MM et 

également pour vérifier la pureté des protéines au cours de la purification, en particulier des 

enzymes comme c’est le cas par exemple des  cynarases A, B et C (Sidrach et al., 2005). 
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Figure n°4 : Photos de la plante Galactites tomentosa 
(2,4)
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5. La plante Galactites  tomentosa 

5.1. Nomenclature et classification 

Galactites est un genre de plantes à fleurs de la famille des Asteraceae, appelées 

galactites ou galactitès. Son nom est dérivé du grec γάλακτος (lait). L'espèce la plus connue 

est Galactites tomentosa Moench. Ce genre a été décrit pour la première fois en 1794 par le 

botaniste allemand Conrad Moench (1744-1805). 
(1,2) 

Tableau n°6 : Classification de la plante Galactites tomentosa. 

 

 

 

 

5.2. Dénominations 

 Nom scientifique valide : Galactites tomentosa Moench, 1794. 
(3)

  

 Synonymes scientifiques courants :Galactites elegans (All.) Nyman ex Soldano, 1991, 

Centaurea galactites All., etc. 

 Autres synonymes: Calcitrapa galactites, Carduus galactites, Carduus orgyalis, 

Carduus orientalis, Carduus pungens, Carduus strictus, Centaurea elegans, Cirsium 

galactites, Cirsium microcephalum. 

 Noms vulgaires  Chardon laiteux, Galactite cotonneux ou Galactitès, Galactite 

tomenteuse et au masculin, Galactite tomenteux ou encore Chardon élégant. 

5.3. Écologie et habitat 

Plante annuelle surtout présente dans l'ouest du bassin méditerranéen mais aussi, moins 

fréquente, le long des côtes atlantiques. Elle apprécie les terrains sablonneux et secs, avec une 

légère préférence pour les sols acides. C'est un adventice des plantations d'oliviers ou des 

vignes 
(3)

. 

• Floraison : d'avril à août. 

• Pollinisation : entomogame. 

• Dissémination : anémochore. 

 

 

 

Règne  
Plantae 

Division 
Magnoliophyta  

Classe 
Magnoliopsida  

Ordre  
Asterales 

Famille  
Asteraceae  

Genre  
Galactites 

Espèce Tomentosus 
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5.4. Morphologie  

À l'exception de la partie supérieure de la tige, toute la plante est très épineuse. Sa 

hauteur, très variable, va de 20 à 80 cm avec une tige très ramifiée en haut, tomenteuse. Les 

feuilles sont longues et étroites, lancéolées, à segments lancéolés terminés par des épines. 

Nervures et taches blanchâtres. Les capitules sont assez grands (3 cm de diamètre environ), 

avec un involucre formé de nombreuses bractées érigées, terminées par de longues épines, 

souvent entourées d'un voile arachnéen. Toutes les fleurs sont tubulées. Les parties extérieures 

sont grandes et rayonnantes, de couleur pourprée ou violacée (il existe aussi des spécimens à 

fleurs presque blanches), stériles, profondément découpées en cinq lanières rigides. Les 

parties intérieurs, plus petites, sont hermaphrodites.  Les fruits sont des akènes bruns et 

glabres, à peu près cylindriques, portant des aigrettes à soies plumeuses.
 (3)
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1. Matériel biologique 

La plante Galactites tomoentosa (ou chardon élégant) a été  récoltée à Chaab Erssas 

(Constantine), dans l’enceinte de l’université, au mois d’Avril 2015. 

2. Préparation de l’extrait brut  

La localisation de la meilleure activité enzymatique dans la plante a été réalisées par 

deux extractions, l’une à partir des fleurs entières et l’autre, à partir des pétales uniquement.  

2.1.  Extrait brut des fleurs entières  

Les fleurs de la plante sont découpées puis broyées sous azote liquide à l’aide d’un 

mortier. La poudre obtenue est solubilisée au 1:20 (w/v) dans du tampon phosphate 

0,02M, pH 6,5. La solution est homogénéisée à l’aide d’un ultra-turax à froid pendant 4 min à 

une vitesse moyenne.    

2.2.  Extrait brut des pétales  

Les pétales sont découpées et solubilisées au 1:20 (w/v) dans du tampon phosphate 

0,02M  pH 6,5 dans les mêmes conditions que les fleurs entières.  

Dans les deux cas, le triton X-100  est ajouté à 1% à l’homogénat. Ce dernier est incubé 

pendant 24 h à 4 °C pour faciliter la libération des protéines endocellulaires, filtré sur de la 

gaze puis centrifugé (centrifugeuse Sigma 2-16KL) à une vitesse de 10000 rpm pendant 20 

min. Les surnageanst récupérés constituent l’extrait brut. 

 

3. Purification partielle des protéases 

La purification partielle de l’enzyme passe par plusieurs étapes; une précipitation 

fractionnée des protéines avec du sulfate d'ammonium ((NH4)2SO4), une dialyse et une 

chromatographie d’exclusion moléculaire sur gel Sephadex G75.  

3.1. Précipitation fractionnée par sulfate d’ammonium 

L’extrait brut est soumis à une précipitation fractionnée par (NH4)2SO4 à des saturations 

de 30 et 60 % selon le mode opératoire suivant. 

L’ammonium sulfate est ajouté à l’échantillon à une quantité calculée selon le tableau 

de saturation (voir annexe n°1) de manière à obtenir une concentration de 30%. Le mélange 

est agité modérément  dans un bain de glace pendant 1 heure, puis centrifugé  à 10000 rpm 
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(centrifugeuse Sigma 2-16KL) pendant 30 min. Le surnageant est repris pour la phase de 

précipitation suivante, soit à 60%,  selon la même méthode qu’avec la première concentration. 

Le culot est remis en solution dans un petit volume (5ml) de  tampon phosphate     

(0,02M  pH 6,5)  pour être ensuite dialysé afin d’éliminer le sulfate d’ammonium résiduel. 

3.2. Dialyse 

 Préparation des membranes de dialyse 

La membrane de cellophane est placée successivement dans un mélange d’éthanol-eau 

(v/v), une solution de bicarbonate de sodium (10 mM) et une solution diluée d’EDTA ; 

pendant 1 heure dans chacune de ces solutions, et enfin pendant 2 heures dans de l’eau 

distillée. Juste avant utilisation, la membrane est rincée avec le tampon contre lequel 

s’effectuera la dialyse. 

La membrane ainsi préparée peut être conservée à 4°c pendant 2 à 3 jours dans de l’eau. 

Si le délai de conservation est plus long, il faut ajouter un antimicrobien tel que l’azide de 

sodium. 

 Mode opératoire 

Les fractions obtenues après chaque précipitation sont dialysée dans les membranes de 

dialyse préalablement préparées, contre un grand volume de tampon du tampon phosphate 

(0,02M, pH 6,5) sous agitation  et à froid (4° C) pendant 24 h.    

Après chaque  dialyse, l’activité enzymatique et la concentration en protéines totales sont 

déterminées. 

3.3. Exclusion moléculaire sur gel Sephadex G75 

 Préparation de la colonne 

La chromatographie est réalisée dans une colonne en verre (Pharmacia Fine Chemicals) de 

dimension (60 cm x 1,5 cm) en utilisant le gel Sephadex G-75 (SIGMA) dont le domaine de 

fractionnement est de 300 à 80000 Da. Ce dernier est préalablement gonflé dans du tampon 

(citrate acétate 0,05 M, pH 5,5 pour l’échantillon des fleurs entières et tampon phosphate 

0,02M  pH 7 pour l’échantillon des pétales), pendant 24h à température ambiante puis dégazé 

à l’aide d’une trompe à vide. Le volume  mort est déterminé par utilisation de Bleu Dextran.  
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 Mode opératoire 

Un volume de 2,5 ml d’extrait enzymatique est déposé délicatement à la surface du gel. 

L’élution est réalisée par les mêmes tampons utilisés dans la préparation du gel,  à un débit 

d’environ 1ml/min à l’aide d’une pompe péristaltique (GILSON). Les éluâts sont recueillis 

dans un collecteur de fraction (GILSON) à raison de 2,5 ml/tube. La concentration des 

protéines est mesurée à 280 nm. L’activité enzymatique et les protéines totales de chaque 

fraction sont mesurées selon les méthodes décrites plus bas.  

4. Méthodes de dosage 

Les différentes étapes de purification doivent être suivies de près. Pour cela, la 

concentration en protéines totales et l’activité enzymatique sont dosées après chaque étape. 

4.1. Dosage de l’activité protéolytique  

 Principe  

Le dosage de l'activité protéolytique est réalisé selon la méthode d’Anson (1938) ; il est 

basé sur l’estimation de la quantité des peptides simples et des acides aminés libres formés par 

l’hydrolyse d'une protéine substrat sous l’action d’une ou d’un mélange de protéases. La 

réaction enzymatique est stoppée par l’addition du T.C.A, qui entraîne  une précipitation des 

protéines non hydrolysées ; ces dernières sont éliminées par centrifugation et/ou filtration.  

L’activité protéolytique est mise en évidence par un dosage colorimétrique des 

groupements tyrosine à l’aide du réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma) en utilisant la caséine 

comme substrat dans les conditions adaptées par Mechakra et al. (1999).  

L’activité est calculée par référence à une courbe d’étalonnage établie en utilisant  la 

tyrosine comme standard. Une unité de protéase (U) correspond à l’équivalent de 1 μg de 

tyrosine libéré en 1 h de digestion par 1 ml d’extrait enzymatique avec comme substrat, soit la 

caséine, soit l’hémoglobine. 

 Solutions utilisées  

 Caséine 2,5 % dissoute dans citrate de sodium 0,02 M.  

 Solutions tampon phosphate 0,02M, pH 6,5. 

 Solution mère de la tyrosine à 100 µl/ml. 

 Solution de l’acide trichloracétique (T.C.A) à 4%. 

 Solution de Na2CO3 à 2% dans du NaOH 0,1 N. 

 Réactif de folin-Ciocalteu dilué au ½ dans de l’eau distillé. 
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 Mode opératoire  

Le dosage de l’activité enzymatique est réalisé en deux étapes ; la réaction enzymatique 

puis le dosage colorimétrique. 

1
ère

 étape : Réaction enzymatique. Le mélange réactionnel est constitué de  

 1 ml de l’extrait brut. 

 1,5ml du tampon phosphate  0,02M, pH 6,5. 

 2,5ml de caséine à 2,5% dissoute dans du citrate de sodium 0,02M. 

Le mélange est agité puis incubé pendant 1 heure au bain Marie à 40°C. La réaction est 

arrêtée par ajout de 5 ml de T.C.A à 4% et laissé à température ambiante pendant 10 min puis 

filtré. Le filtrat constitue la solution contenant le produit de la réaction (la tyrosine).  

2
ème

 étape : Dosage colorimétrique de l’activité enzymatique  

Le dosage colorimétrique est réalisé par mélange de 0,5 ml de Filtrat avec 2,5 ml 

Na2CO3. Le mélange est agité et laissé stabiliser à température ambiante pendant 10 min. les 

composés azotés non protéiques sont dosés par ajout de  0,25 ml du folin à 50%. Après 

incubation à température ambiante pendant 30 min la lecture  de l’absorbance a lieu à 750 nm 

au spectrophotomètre. 

 Gamme d’étalonnage de la Tyrosine  

La gamme étalon est établie à partir d’une solution de tyrosine avec des concentrations 

comprises entre 0 est 100 µg/ml selon le tableau suivant : 

Dilution 

 
0 1/5 2/5 3/5 4/5 1 

Concentration en 

tyrosine (µg/ml) 
0 20 40 60 80 100 

Solution mère de 

tyrosine (µl) 
0 100 200 300 400 500 

Eau distillée  (µl) 500 400 300 200 100 0 

Na2CO3 (ml) 

 
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Le mélange est agité et laissé stabiliser pendant 10 min 

Folin dilué à ½ (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

La solution est mélangée énergiquement et laissée  à l’ombre pendant 30 min. 

La lecture de l’absorbance a lieu à 750 nm 
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Figure n°5 : Courbe d’étalonnage de la Tyrosine (100 µl/ml). 

4.2. Dosage des protéines selon la méthode de Lowry (1951) « Adaptée » 

 Principe 

Le principe du dosage des protéines est fondé sur la résultante de deux réactions ; La 

première est la réaction de Biuret, où la présence de sulfate de cuivre en milieu alcalin 

entraîne la formation d’un complexe entre l’ion cuivrique et la liaison peptidique dans la 

protéine ; La deuxième est la réaction au réactif de Folin-Ciocalteu qui réagit sur la tyrosine et 

la tryptophane présentes dans les protéines et se réduit en un complexe bleu. Cela engendre 

une réduction par perte d’un à trois atomes d’oxygène et c’est la fixation de cuivre par 

chélation qui faciliterait le transfert d’électrons vers ce réactif. 

 Solutions utilisées  

 Solution A : Na2CO3 à 2% dans du NaOH (0,1N). 

 Solution B : CuSO4, 5H2O à 1% dans l’eau distillée. 

 Solution C : Tartrate double de sodium et de potassium à 2% dans de l’eau distillée. 

 Solution M : 100 ml de solution A + 1 ml solution B + 1 ml solution C. 

 Réactif de folin-ciocalteu  dilué au ½  dans de l’eau distillée. 

 Solution mère de B.S.A (Sérum Albumine Bovine) 0,1 mg/ml. 

 Mode opératoire 

La réaction enzymatique est préparée par le mélange de 1ml d’extrait enzymatique et de 

5 ml de la solution M. 

Après agitation et incubation à température ambiante pendant 10 min, 0,5ml de Folin-

Ciocalteu dilué à ½ est ajouté. La solution est agitée de nouveau puis incubée pendant 30 min 
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à l’ombre à température ambiante. La lecture de l’absorbance a lieu à 750 nm au 

spectrophotomètre. 

 Gamme d’étalonnage de la BSA 

La gamme étalon est établie à partir d’une solution de B.S.A (Sigma Aldrich) avec des 

concentrations comprises entre 0 est 0,1 mg/ml selon le tableau suivant : 

Dilution 

 
0 1/10 2/10 3/10 4/10 ½ 

Concentration en BSA 

(µg/ml) 
0 20 40 60 80 100 

Solution mère de BSA 

(µl) 
0 200 400 600 800 1000 

Eau distillée  (µl) 1000 800 600 400 200 0 

Solution M 

(ml) 
5 5 5 5 5 5 

Le mélange est agité et laissé stabiliser pendant 10 min 

Folin dilué à ½ (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

La solution est mélangée énergiquement et laissée  à l’ombre pendant 30 min. 

La lecture de l’absorbance a lieu à 750 nm 

 

 

Figure n°6 : Courbe d’étalonnage de la BSA (0,1 mg/ml). 
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5. paramètres de purification  

Trois facteurs de purification sont déterminés afin d’évaluer les différentes étapes de la 

purification : l’activité spécifique, le rendement et le taux de purification.  

 L’activité spécifique (AS) 
 

AS (U/mg) = Activité totale (U) / Protéines totales (mg). 

 Le rendement en activité (R) 
 

R(%) = (Activité totale de l’étape de purification/Activité totale de l’étape initiale) x 100. 

 Le taux de purification (TP) 
 

TP = Activité spécifique de l’étape de purification/Activité spécifique de l’étape initiale. 

6. Effet du pH sur l’activité de la protéase purifiée 

L’effet du pH sur l’activité protéolytique est étudié en mesurant l’activité en fonction de 

pH dans l’intervalle de 3 et 9 (avec un incrément de 0,5) en présence de deux substrats 

différents ; la caséine (MERCK) dans l’intervalle de pH (3 à 6,5) et l’hémoglobine (ACROS 

Organics) dénaturée dans l’intervalle de pH (4,5 à 9). 

L’hémoglobine dénaturée est préparée selon la méthode d’Anson (Anson, 1938) 

modifiée par Vairo Cavalli et al. (2005). Une solution d’hémoglobine à 2,5% est préparée en 

solubilisant 2,5 g d’hémoglobine dans 100 ml d’eau distillé avec agitation.  Un volume 20 ml 

de la solution est mélangé avec 2,5ml d’HCl 0,6, agité pendant 30 min puis filtré. Le pH est 

ajusté à 4 par NaOH 0,5. (Brutti et al., 2012). 

7. Détermination des paramètres cinétiques 

L’activité de l’enzyme est mesurée à pH optimal (6,8) en fonction de la concentration 

du substrat, dans ce cas la caséine soluble, de 0 à 2,5 % avec un intervalle de variation de 

0,5%. Deux courbes sont tracées, la première, la courbe de Michaelis. Elle permet de 

déterminer le type de la cinétique (michaelienne ou allostérique) et la deuxième, de 

Lineweaver-Burk, de calculer les paramètres cinétiques KM et Vm.  
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8. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

Une électrophorèse est réalisée afin de vérifier la pureté de l’enzyme. Les fractions 

issues de la purification de l’extrait brut des fleurs entières ainsi que celles de l’extrait brut 

des pétales sont séparées sur le gel de polyacrylamide constitué d’un gel de séparation à 15% 

et d’un gel de concentration à 5%, dans des conditions dénaturantes (SDS-PAGE) selon la 

technique de Laemmli (1970).  

Après migration à 88 mV et à une intensité constante de 40 mA, le gel est démoulé et 

les protéines sont révélées par une solution de bleu de Coomassie (BBC R-250) suivie par la 

décoloration complète du gel pendant une nuit par une solution de méthanol, acide acétique et 

d’eau, les bandes colorées en bleu correspondent aux protéines. 
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Dans ce chapitre, sont présentés les résultats de l’étude des activités protéolytiques de la 

plante Galactites tomentosa à partir de deux types d’échantillons : les fleurs entières et les 

pétales. La purification est réalisée en trois étapes : précipitation par le sulfate d’ammonium, 

dialyse et chromatographie sur gel Sephadex G-75. 

1. Détermination du profil des activités protéolytiques en fonction du 

pH 

 

Avant  de procéder aux étapes de purification, les différentes formes de protéases 

contenues dans les fleurs entières de plante Galactites tomentosa sont caractérisées par la 

mesure de l’activité enzymatique de l’extrait brut à des pH entre 3 à 8 avec un écart de 0,5. 

Les résultats sont présentés dans la figure n°7. 

 

Figure n°7: Effet du pH sur l’activité protéolytique dans l’extrait brut des fleurs entières de la 

plante Galactites tomentosa. 

La courbe montre deux pics d’activité, le premier à pH 5,5 et le second à pH 7. Ce 

dernier représente l’activité majeure. Cette plante produit donc au moins deux protéases, l’une 

ayant un pH optimum de 5.5 et l’autre à un pH optimum de 7. Le pH 5,5 se rapproche de celui 

rapporté par Benchiheub et al (2014) qui a mentionné un pH de 5,0 pour la protéase extraite 

des fleurs de Scolymus maculatus. Le pH 7 est similaire à celui rapporté par Chazarra et 

al.(2007) pour la  protéase de Cynara scolymus, et par El-Sayed et al (2013) pour la protéase 

extraite à partir de Brassica napus. 
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2. Purification de la protéase acide à partir des fleurs entières 

2.1. Précipitation par sulfate d’ammonium et dialyse   

La précipitation au sulfate d’ammonium élimine une grande partie des molécules non 

protéiques présentes dans l’extrait des fleurs entières de Galactites tomentosa, en particulier 

les pigments. La précipitation fractionnée du broyat permet de récupérer 6109 U à 30% et 

15 387 U à 60% de saturation, soit 21,92 et 55,23% simultanément de l’activité totale 

(Tableau n°7). D’après les résultats les meilleures activités protéolytiques ont été obtenues 

dans la fraction 60% .Le même résultat a été obtenu par Gayatri et al (2014) pour la protéase 

extraite à partir de Cucumis melo var agrestis. L’extrait à 60% est donc retenu pour la suite du 

travail. 

2.2. Chromatographie d’exclusion sur gel Sephadex G75 

Le profil d’élution de l’extrait de fleur entière récupéré après précipitation à 60% et 

dialyse sur gel Sephadex G75 est présenté en figure n°8. 

 

Figure n°8 : Profil d’élution sur gel Sephadex G75 par le tampon citrate pH 5,5 de la fraction 

précipitée à 60% obtenue à partir des fleurs entières Galactites tomentosa.  

Ce profil fait apparaitre deux pics indiquant l’existence de deux fractions, l’une mineure 

de MM élevée avec une activité de 1380 U (fraction n° 26) et l’autre majeure, de MM plus 

faible avec une activité de 6180 U (fraction n°32).  

Cette dernière est séparée avec un rendement de 22,18%  et un taux de purification de 

20,18. L’activité de la fraction de faible MM représente environ 4,5 fois celle de MM plus 
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élevée. Ces résultats sont proches de ceux obtenus par Benchiheub  (2015) pour la protéase de 

Scolymus hispanicus purifiée avec un rendement de 23,65% et un taux de purification de 

25,14 et par Kumar et al (2005) pour la protéase de Rhizopus oryzae. 

2.3. Tableau de purification  

Les résultats de la purification sont résumés dans le tableau n°7. La précipitation par le 

sulfate d’ammonium a permis d’obtenir une activité spécifique de 2,5 à 30% et de 9 à 60% 

avec des rendements d’activitéj de 21,92% pour la fraction 30% et de 55,23% pour la fraction 

60%. Après la filtration sur gel, les rendements sont de 4,95% pour le premier pic et de 

22,18% pour le deuxième pic. 

Le tableau n°7 fait apparaître une augmentation du facteur de purification au fur et à 

mesure des étapes, ce qui reflète l’approche vers l’obtention d’une enzyme pure et ce, malgré 

une diminution du rendement liée à une perte de matériel biologique à chaque étape de 

purification. Ces résultats se rapprochent de ceux rapportés par Gayatri et al (2014) qui a 

purifié la protéase à partir des graines de Cucumis melo var agrestis. 

Tableau 7: Tableau de purification de la protéase acide extraite des fleurs entières de la plante 

Galactites tomentosa 

Etape Volume 

totale  

(ml) 

Activité 

protéolytique 

totale (U) 

Protéines 

totales 

(mg) 

Activité 

spécifique 

(U/mg) 

Rendement 

(%) 

Facteur de 

purification 

Extrait 

enzymatique 

brut 

25 27860 110,25 252,7 100% 1 

Précipité à 

30% 

6 6109 9,30 

 

656,88 21,92% 2,59 

Précipité à 

60% 

6,2 15387,2 6,16 2497,9 55,23% 4,9 

Gel filtration  

pic 1  

2,5 1380 1 1380 4,95% 5,46 

Gel filtration  

 pic 2 

2,5 6180 1,2 5150 22,18% 20,18 
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3. Purification de la protéase neutre extraite des pétales 

3.1. Précipitation par sulfate d’ammonium et dialyse  

La précipitation du broyat des pétales  de Galactites tomentosa par le sulfate 

d’ammonium permet de récupérer 9102,8 U à 30%  et 56982 U à 60%, soit  11,40% et 

71,40% de l’activité totale, simultanément. Le précipité à 60 % dialysé est donc retenu pour 

l’étape suivante de la purification (tableau n°8). 

3.2. Chromatographie d’exclusion sur gel Séphadex G75 

Le profil d’élution sur gel Sephadex G75 de l’extrait des pétales récupéré après 

précipitation à 60% et dialyse, est présenté dans la figure n°9.  

 

Figure n°9: Profil d’élution sur gel Sephadex G75  par tampon phosphate  pH 7 de la fraction 

précipité à 60% obtenue à partir des fleurs entières de Galactite tomentosa. 

Le profil d’élution fait apparaitre deux pics indiquant l’existence de deux fractions de 

protéase, une majeure de MM élevée avec une activité de 27136 U correspondant à la fraction 

n° 11 et l’autre mineure, de MM plus faible avec une activité de 6400 U correspondant à la 

fraction n°27. L’activité de la fraction  de MM élevéereprésente  environ 4,24  fois celle de la 

seconde.  

Le rendement de l’activité majeure est de 34%, proche de celui obtenu par Hashim et 

al.(2011) pour la protéase extraite de gingembre avec un rendement de 34.9%. 
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3.3. Tableau de purification  

Les résultats de la  purification de l’enzyme des pétales sont résumés dans le tableau 

n°8. La précipitation par le sulfate d’ammonium à 60% a permis d’obtenir une activité 

spécifique de 956,17 U  (2,7 fois celle de l’extrait brut)  et de 10267,02 U à 30% (29,5 fois 

plus que dans l’extrait brut) à 60%. 

Les rendements de l’activité de la protéase après précipitation sont de 11,40% pour la 

fraction 30% et de 71,40% pour la fraction 60%. Après gel filtration, le rendement est de 34% 

pour le premier pic et de  8% pour le deuxième pic. 

Tableau n°8 : Tableau de purification de la protéase neutre extraite des pétales de la plante 

Galactites tomentosa. 

Etape Volume 

totale  

Activité 

protéolytique 

totale (U) 

Protéines 

totales 

(mg) 

Activité 

spécifique 

(U/mg) 

Rendement 

(%) 

Facteur de 

Purification 

Extrait 

enzymatique 

brut 

30 79800 

 

229,87 

 

347,14 100% 1 

Précipité à 

30% 

6,4 9102,8 9,52 956,17 11,40% 

 

2,75 

Précipité à 

60% 

5,9 56 982 5,55 10267,02 

 
71,40% 29,5 

 

Gel filtration  

pic 1  

2,5 27 136 2,64 10278,7 34% 30 

Gel filtration  

 pic 2 

2,5 6400 4,48 1428,57 8,02% 4,11 
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4. Comparaison des résultats de la purification entre les fleurs entières et 

les pétales  

La comparaison entre les extractions des fleurs entières et des pétales montre que 

l’activité protéolytique de Galactites tomentosa est localisée essentiellement au niveau des 

pétales. En effet, les activités protéolytiques de l’extrait brut sont  de 42,39% pour les fleurs 

entières et de 57,60 % pour les pétales  (tableau n°9). Donc l'activité est concentré dans les 

pétales.  

Tableau n°9 : Comparaison entre les activités totales des fleurs entières et des pétales de 

Galactites tomentosa. 

Etape  Activités de la protéase 

de fleurs entières  

Activité de la protéase 

des  pétales 

 

 AT (U./g) % AT (U./g) % 

Extrait brut 896,68 42,39 1218,32 57,60 

Précipité à 30% 196,62 - 138,97 - 

Précipité à 60% 495,24 - 869,95 - 

Chromatographie pic 1 44,41 - 414,2 - 

Chromatographie pic 2 198,90 - 97,70 - 

 

Les résultats des rendements et Taux de purification des fleurs entières et les pétales 

sont présentés dans tableau n°10. Ainsi, les pétales contiennent deux-tiers de l’activité 

protéolytique, ces résultats sont similaires à celles obtenues pour d’autres plantes de la même 

famille que Galactites tomentosa (Asteraceae). En effet, les activités protéolytiques sont 

concentrées au niveau des pétales chez Silybum marianum (Kassa-Laouar, 2006 et Vairo et al, 

2008), Cynara cardunculus (Verissimo et al., 1996) et Cynara scolymus (Sidarch et al ; 

2005). 
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Tableau n°10 : Comparaison entre les rendements et les taux de purification  de la protéase des 

fleurs entières et des pétales de Galactites tomentosa. 

Etape Rendements des 

activités des  fleurs 

entières /g 

Rendements des 

activités des  

pétales/g 

 

Extrait brut 100 100 

Précipité à 30% 0,70 0,17 

Précipité à 60% 1,77 1,90 

Chromatographie pic 1 0,16 0,45 

Chromatographie pic 2 0,71 0,12 

 Taux de purification 

des extraits de fleurs 

entières /g 

Taux de 

purification des 

extraits de pétales/g 

Extrait brut 1 1 

Précipité à30% 0,07 0,04 

Précipité à60% 0,31 0,45 

Chromatographie pic 1 0,17 0,46 

Chromatographie pic 2 0,65 0,06 

 

 

5. Etude de quelques propriétés de la protéase partiellement purifiée à 

partir des pétales 

5.1. Effet du pH sur l’activité protéolytique 

Les résultats de l’étude de l’effet du pH sur l’activité de la protéase partiellement purifiée à 

partir des pétales de la plante Galacties tomentosa sont présentés dans la figure n°10. La 

protéase présente un pH optimum de 6,8 proches de celui rapporté par Subathra et al (2012) 

pour la protéase extraite à partir de la plante Azadirachta indica qui a donné un pH d’activité 

optimal de 6,5. 
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Figure n°10 : Etude de l’effet du pH sur l’activité protéolytique de la protéase partiellement 

purifiée à partir des pétales de la plante Galactites tomentosa (substrat hémoglobine ; substrat 

caséine) 

5 .2. Paramètres cinétiques 

L’effet de la concentration du substrat sur l’activité enzymatique est présenté dans  la 

figure n°11. Celle-ci montre une courbe de forme hyperbolique, donc la protéase produite 

présente une cinétique Michelienne. Ceci indique que la protéase neutre de Galactites 

tomentosa possède une structure monomérique. 

 

Figure n°11 : Représentation graphique selon la méthode de Michaelis de l’effet de la 

concentration de la caséine sur l’activité protéolytique de la protéase partiellement purifiée à 

partir des pétales de la plante Galactites tomentosa. 
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La linéarisation par la représentation de Lineweaver-Burk  a permis de calculer les paramètres 

cinétiques de l’enzyme ; un Vm de 1667 U et une constante de Michaelis KM de 0,55 g /ml 

(figure n°12). 

 

Figure n°12 : Représentation graphique selon la méthode de Lineweaver-Burk de l’effet de la 

concentration de la caséine sur l’activité protéolytique de la protéase  partiellement purifiée à 

partir des pétales de la plante Galactites tomentosa. 

 

La forme de la cinétique de la protéase neutre de Galactites tomentosa est similaire à celle 

rapportée pour la protéase de Cynara cardunculus  (Verissimo et al., 1996 ; Silva et al., 2003) 

qui a présenté également une cinétique Michelienne, au contraire de la protéase de Silybum 

marianum qui  a montré une cinétique allostérique  (Kassa-Laouar, 2006). 

 

6. Etude électrophorétique sur gel de polyacrylamide (SDS PAGE) 

Les résultats de l’étude par SDS-PAGE des protéines des extraits des fleurs entières et des 

pétales, après précipitation et après gel filtration sont présentés dans la figure n°13.  
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   (1a)                 (1b)                      (2a)                 (2b) 

 

Figure 13 : Profil éléctrophorétique de la protéase neutre de Galactites tomentosa. 

(1a)  du précipité 60% (fleurs entières) ;(1b) de la fraction du pic 2 tube 32 (fleurs entières) ; (2a) de la 

fraction 60 % d’extraction (pétales) ;(2b)  de la fraction de chromatographie pic 1 tube 11 (pétales) 

 

Les électrophorégrammes obtenus par SDS-PAGE confirment le bon déroulement des étapes 

de la purification. En effet, on observe une diminution des bandes après chromatographie sur 

gel-filtration par rapport à la précipitation. Ceci s’observe par un éclaircissement  des 

électrophorégrammes, ce qui indique une élimination de plusieurs protéines par la 

chromatographie sur Sephadex G75.Cela confirme l’efficacité du protocole de purification 

choisi, et particulièrement l’utilisation du gel Sephadex G75. Ces résultats sont similairesà 

ceux de la protéase acide de Scolymus maculatus purifiée sur gel Sephadex G100 

(Benchiheub, 2015). 
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Conclusion générale 

Les protéases occupent la position la plus pertinente parmi les enzymes industrielles en 

raison de leurs nombreuses applications. Leur part sur le marché mondial des enzymes 

industrielles est estimé en 2018 à 7,1 milliards de dollars.  

L’objectif de ce travail est la caractérisation et l’identification de protéases d’origine 

végétale ayant un intérêt technologique et pharmaceutique. Pour cela, les activités 

protéolytiques ont été extraites de deux types d’échantillons,  les fleurs entières et les pétales, 

d’un chardon  méditerranéen de la famille des Asteraceae, Galactites tomentosa (Cardos 

prateados). 

Le profil des activités protéolytiques déterminé en fonction du pH a permis de 

caractériser deux formes différentes de protéases dans les fleurs de Galactites tomentosa ; 

cette plante produit donc au moins deux protéases, l’une acide à pH 5,5 et l’autre neutre          

à pH 7.  

La précipitation fractionnée par le sulfate d’ammonium à 30% puis 60% suivie de dialyse 

a permis de récupérer les meilleurs rendement à 60% de saturation ; plus de 55% de l’activité 

dans la fleur entière et plus de 71 % dans les pétales pour des taux de purification de  4,9 et 

29,5. Ces résultats indiquent une localisation des activités protéolytiques essentiellement  au 

niveau des pétales. Le tamisage moléculaire sur Sephadex G75 a entraîné l’obtention de deux 

pics d’activité, indiquant l’existence  de deux formes moléculaires des protéases de la plante, 

l’une de MM élevée et l’autre de MM plus faible ; cette dernière est la forme majeure. 

L’étude de l’effet du pH sur l’activité de la protéase purifiée a donné un pH optimum de 

6,8.   L’étude cinétique en utilisant la caséine comme substrat a pour sa part permis de 

calculer les paramètres cinétiques, un Vm de 1667 U et un KM de 0,55g/ml. 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) des 

fractions récupérées après précipitation à 60% et gel filtration indique une élimination de 

plusieurs protéines par la chromatographie sur Sephadex G75. 

Ce travail a montré la richesse de la plante Galactites tomentosa en protéase. Il nécessite 

une poursuite afin de mieux purifier et caractériser l’enzyme,  et ainsi déterminer ses 

propriétés  industrielles, biotechnologiques, pharmaceutiques ou autres. 
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Annexe (1) 
 

Précipitation fractionnée par sulfate d’ammonium : Quantités de sulfate 

d'ammonium (NH4)2SO4 en grammes requises pour atteindre le niveau de saturation à 0°C et à 

ajouter à une solution qui en contient déjà. 
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                                              Annexe (2) 

Composition des solutions utilisées dans l’électrophorèse des protéines en conditions 

dénaturantes (SDS-PAGE) (Lammeli, 1970). 

1) Solution d’acrylamide 30 %  

Acrylamide .................................................................................... 30g.  

Bis-acrylamide .............................................................................. 0,8g. 

 Compléter à 100ml avec l’eau distillée.   

 

2) Tampon de séparation (pH 8,8)  

Tris-HCl ........................................................................................ 0,15M.  

SDS ................................................................................................ 0,4g.  

Compléter à 100ml avec l’eau distillée.   

 

3) Tampon de concentration (pH 6,8)  

Tris-HCl ........................................................................................ 0,05M.  

SDS ................................................................................................ 0,4g.  

Compléter à 100ml avec l’eau distillée.   

 

4) Persulfate d’Ammonium (APS à 10%) 

Persulfate d’Ammonium ............................................................... 1g. 

Eau distillée ................................................................................... 10ml.   

 

5) Préparation des gels    

5.1. Gel de séparation (Running gel) à 10%  

Acrylamide 30%  ........................................................................... 3,50 ml.  

Tampon de  séparation (pH 8,8) .................................................... 2,50 ml.  

Eau distillée ................................................................................... 4,00 ml.               

Persulfate d’Ammonium (APS) 10 % ........................................... 50µl.  

TEMED ......................................................................................... 5µl.   

 

5.2. Gel de  concentration  (Stacking  gel) à 5%  

Acrylamide 30%  ........................................................................... 0,65 ml.  

Tampon de concentration  (pH 6,8)............................................... 1,25 ml. 

 Eau distillée ................................................................................... 3,10 ml.                  

Persulfate d’Ammonium (APS) 10 % ........................................... 30µl.  

TEMED ......................................................................................... 3µl.   



 Annexes 

 

6) Tampon d’échantillon (2X)  

 

Tris-HCl pH 6,8 ............................................................................. 0,5 M.  

SDS ................................................................................................ 4% 

Glycérol ......................................................................................... 20%.  

Bleu de bromophénol .................................................................... 0,004% 

β- mercaptoéthanol ........................................................................ 10%.     

 

7) Tampon de migration (10X)  

 

Tris (base) ...................................................................................... 30g.  

Glycine .......................................................................................... 144g.  

SDS ................................................................................................ 10g.   

 

8) La solution de coloration 

 

 Méthanol ........................................................................................ 40ml. 

 Acide acétique  10%   .................................................................... 10ml. 

 BBC  R-250 ................................................................................... 0,15g. 

 Eau distillée ................................................................................... 50ml.   

 

9) La solution de décoloration  

 

Méthanol ........................................................................................ 400 ml. 

Acide acétique  10%   .................................................................... 100 ml.  

Eau distillée ................................................................................... 500 ml. 
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Résumé 
 

Les protéases occupent une place très importante parmi les enzymes industrielles en 

raison de leurs larges applications. Notre étude porte sur les protéases végétales 

endémiques en raison des nombreux avantages qu’elles possèdent par rapport aux sources 

microbiennes et animales (spécificité de substrat, activité sur une large gamme de 

températures et de pH, etc) en plus d’une extraction efficace, en grande quantité et à 

moindre coût.  

Dans cet objectif, notre étude a porté sur deux types d'échantillons (les fleurs entières 

et les pétales) de l'espèce Galactites tomentosa. Pour cela, les protéases sont extraites en 

trois étapes ; broyage et centrifugation, précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium 

et exclusion moléculaire sur gel Sephadex G75. Quelques propriétés de l’enzyme 

partiellement purifiée ont été étudiées : le pH optimal et les paramètres cinétiques.  

Les résultats indiquent la présence de deux types d’activités dans la plante Galactites 

tomentosa, l’une à pH 5,5 et l’autre à pH 7 ; cette dernière représente l’activité majeure.  

La protéase neutre a été purifiée 5 fois avec un rendement d’environ 55,23% pour les 

fleurs entières (protéase acide) et 29 fois avec un rendement 71,40% pour les pétales 

(protéase neutre).Les pétales contiennent deux-tiers de l’activité de la fleur. L’étude des 

propriétés cinétiques indique un Vm=1667 U et un KM =0,55  g/ml. La purification de la 

protéase a été évaluée par l’électrophorèse SDS-PAGE. 

Mots clés : Protéase, Galactites tomentosa, purification, paramètres cinétiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Proteases occupy a very important place among the industrial enzymes because of 

their wide applications. Our study focuses on endemic plant proteases due to the various 

advantages they possess compared to those extracted from microbial and animal sources 

(substrate specificity, activity on a wide range of temperature and pH, etc.) and a better 

and efficient extraction, in large quantities and at low cost. 

For that reason, our study focused on two samples (whole flowers and petals) of the 

species Galactites tomentosa. For this, the proteases are purified in three steps; grounding 

and centrifugation, fractional ammonium sulfate precipitation and molecular exclusion 

with Sephadex G75 gel. Some properties of the partially purified enzyme were studied: 

the optimum pH and kinetic parameters. 

The results indicate the presence of two types of activity in the plant Galactites 

tomentosa, one at pH 5.5 and the other at pH 7; the last one represents the major activity. 

The neutral protease was purified 5-fold with a yield of about 55.23% in whole flowers 

and 29 times with a yield 71.40% in the petals. The petals contain two-thirds of the 

enzymatic activity in the flowers. The study of the kinetics gave a Vm = 1667 U and KM 

= 0.55 g / ml. The purification of the protease was evaluated by SDS-PAGE. 

Keywords: Protease, Galactites tomentosa, purification, kinetic parameters. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 ملخص

اٌ اَضًٌبد انجشٔرٍبص رحزم يكبَّ خذ ْبيخ ثٍٍ الإَضًٌبد انصُبعٍخ ٔ رنك عبئذ إنى اسزعًبلارٓب انًزعذدح, ْزِ 

ثشكم خبص ٔ ٌشخع رنك لايزلاكٓب عذح ايزٍبصاد يقبسَخ  ٕغُخسزًانانذساسخ رذٔس حٕل إَضًٌبد انجشٔرٍبص انُجبرٍخ 

يع رهك انًسزخشخخ يٍ انًٍكشٔثبد أٔ انحٍٕاَبد ) َشبغ َٕعً ٔ يسزقش فً يدبنً  دسخخ حشاسح ٔ حًٕظخ 

 .يُخفعخ ٔثزكهفخ كجٍشح ثكًٍبدفعبنٍخ,  أكثش اسزخشاجإيكبٍَخ \لٔاسعٍٍ(.   ثبلإظبفخ 

 ،.  Galactites tomentosaيٍ( جزلادانٔ انضْٕس) انعٍُبد يٍ َٕعٍٍ عهى دساسزُب سكضد ، نٓزا انغشض

رشسٍت انجشٔرٍُبد ثٕاسطخ كجشٌزبد   انًشكضي، انطشد طحٍان  :خطٕاد ثلاس فً انجشٔرٍبصعًهٍخ اسزخشاج  رزى

: خضئٍب انًُقى الإَضٌى خصبئض ثعط دساسخ ذرًكًب . Sephadex G75خ عجش ْلاو اندضٌئٍعًهٍخ رُقٍخ ٔالأيٍُٕو 

 .انحشكٍخ انخصبئضٔ انًثهى انحًٕظخ دسخخ

  5,5انحًٕظخ دسخخ فًالأٔل  ،Galactites tomentosانُجزخ  فً انُشبغ يٍ َٕعٍٍ ٔخٕد إنى انُزبئح ٔرشٍش

pH أيب انثبًَ ففً دسخخ حًٕظخ ,pH 75 بص يعزذل انحًٕظخانجشٔرٍ رُقٍزّ رى. انشئٍسً انُشبغ الأخٍش ْزا ًٌثم ؛ 

ٔ عهٍّ فإٌ  .جزلادفً ان٪ 01.40 قذس ة ذعبئظعف ث 22 ٔ كبيهخ انضْٕس فً٪ 55.23 حٕانًث ٌقذس ثعبئذ أظعبف

 = VM أعطذ انُزبئح انزبنٍخ: حشكٍخانخصبئض ان دساسخ. انضْشح انُشبغ الإَضًًٌ فً ثهثً عهى رحزٕي جزلادان

1667 U ٔKM = 0.55 ثٕاسطخ بصانجشٔرٍ دسخخ َقبٔح رقٍٍى رى. يم/  خى SDS-PAGE. 

 .انحشكٍخ انًعهًبد رُقٍخ، ،Galactites tomentosa انجشٔرٍبص، :كلمات البحث
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Thème : Purification partielle et caractérisation de la  protéase 

neutre des fleurs de  Galactites tomentosus Moench 
 

 

Résumé 

Les protéases occupent une place très importante parmi les enzymes industrielles en raison de 

leurs larges applications. Notre étude porte sur les protéases végétales endémiques en raison 

des nombreux avantages qu’elles possèdent par rapport aux sources microbiennes et animales 

(spécificité de substrat, activité sur une large gamme de températures et de pH, etc) en plus 

d’une extraction efficace, en grande quantité et à moindre coût.  

Dans cet objectif, notre étude a porté sur deux types d'échantillons (les fleurs entières et les 

pétales) de l'espèce Galactites tomentosa. Pour cela, les protéases sont extraites en trois 

étapes; broyage suivie de centrifugation, précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium et 

exclusion moléculaire sur gel Sephadex G75. Quelques propriétés de l’enzyme partiellement 

purifiée ont été étudiées : le pH optimal et les paramètres cinétiques.  

Les résultats indiquent la présence de deux types d’activités au niveau des fleurs de la plante 

Galactites tomentosa, l’une à pH 5,5 et l’autre à pH 7 ; cette dernière représente l’activité 

majeure.  La protéase a été purifiée 5 fois avec un rendement d’environ 55,23% pour les fleurs 

entières (protéase acide) et 29 fois avec un rendement 71,40% pour les pétales (protéase 

neutre). Les pétales contiennent deux-tiers de l’activité de la fleur. L’étude des propriétés 

cinétiques indique une Vm de 1667 U et un KM  de 0,55  g/ml. L’évaluation de  la purification 

de la protéase par électrophorèse SDS-PAGE  montre l’efficacité des méthodes utilisées, 

particulièrement le gel Sephadex G75 pour la filtration moléculaire. 

 

 

Mots clés : Protéase, Galactites tomentosa, purification, paramètres cinétiques. 
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