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Introduction

Introduction

Le figuier Ficus carica est un arbre originaire du bassin méditerranéen et du moyen
orient, plus exactement d'Afghanistan. Son aire de répartition s'étend depuis les iles de
Canaries jusgu'en Inde et au Pakistan, sur les cotes de I'Océan Atlantigue comme sur toutes
celles de la Méditerranée et dans le Moyen Orient (Vidaud, 1997). Le figuier appartient a la
famille des Moraceae. Les diverses parties de cet arbres comme I'écorce, les feuilles, les
pousses d'offre, les fruits, les graines et le latex sont riches en enzymes protéolytiques (Jander
et Machado, 2008).

Le figuier Ficus carica est une source importante de protéase. Il est largement utilisé
pour I’extraction des enzymes protéolytiques dont principalement la ficine. (Sandhya et al.,
2004).

L’usage de la ficine est trés diversifié. En effet, la ficine brute est utilisée dans
I'industrie agroalimentaire pour I’attendrissement des viandes et la coagulation du lait. De
plus de l'industrie textile, de I’industrie pharmacologique et de la cosmétologie, la ficine est
utilisée en immuno-hématologie pour la recherche d'anticorps psi réguliers (Bruneton, 2009).
Traditionnellement, la ficine est utilisée dans le traitement de la goutte, des ulceres et des
verrues (Oliveira et al., 2010).

Cette étude a pour objectif d’étudié I’extraction du systeme enzymatique des feuilles
de I’arbre de figuier de I’espéce Ficus carica, de ses deux variétés : Marseillaise et Dauphine.

L’étude de quelques caractéristiques physico-chimiques et la mesure de 1’activité
enzymatique protéolytiques de la ficine, extraite des deux variétés du figuier, sont également
effectuées. Afin de déterminer les conditions optimales dans lesquelles I’enzyme fonctionne
mieux, avec une comparaison entre les deux variétés.

Enfin, pour révéler I’effet antibactérien de la ficine extraite des deux variétés de

figuier, un test d’antibiogramme sur quelques especes bactériennes pathogenes est appliqué.
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I. Figuier
1. Origine et répartition

La figue est un fruit tres anciennement connu dans le monde. Il est originaire du
Moyen Orient et naturalisé dans plusieurs régions du bassin mediterranéen dont il fournit
I'essentiel de la production mondiale (Michel Aubineau, 2002).

L’arbre du figuier est nommé Ficus carica, c’est une des espéces qui signifie verrue
pour Ficus (le lait pour soigner la verrue) et carica qui fait allusion a une région en Turquie.
Cette espece a été cultivée par les Phéniciens, les Syriens, les Egyptiens et les Grecs dans tout
le bassin méditerranéen. C’est une plante indigéne a ces milieux. Elle appartient au genre
Ficus qui comprend 700 especes, reconnaissables toutes par présence d'une figue. La seule
espece cultivée pour ses fruits comestibles est Ficus carica (Michel Aubineau, 2002).

L'intérét que I'nomme porte au figuier entraine sa dispersion dans plusieurs régions du
monde. Ainsi que sa grande faculté d'adaptation et ses affinités avec les climats chauds. Cette
espéce possede une étonnante capacité de régénération végeétative et de production de fruit
sans production des fleurs visibles. Sa production est de deux types: figues de la premiére
récolte ou figues fleurs (El bakkor) et figues de la deuxieme récolte ou figues d'automne
(karmouce). Les figues fleurs sont formées sur les rameaux défeuillés de I'année précédente
(Rameau et al., 2008).

2. Evolution

Les figues passent I'hiver au stade « grains de poivre » pour reprendre leur
développement au printemps. L'évolution des figues fleurs ne nécessite pas de pollinisation et
se fait d'une maniere parthénocarpique. Les figues d'automne (figues non retardées) sont
formées a l'aisselle des feuilles et des rameaux en croissance. 11 existe chez le figuier
domestique des variétés qui ne produisent que les figues d'automne et qui sont appelées
uniféres. D'autres donnent, en plus, une production de figues fleurs, ils sont de type biféres
.Un décalage de quelques semaines est toujours observe entre les époques de maturité de ces
deux types de production. Les fruits de ces derniéres exercent, I'un sur l'autre, une compétition
chez les variétés biferes. Ainsi, une forte production en figues d'automne mene a un
avortement plus élevé de la récolte de figues fleurs de I'année suivante (Vidaud, 1997).

3. Morphologie

Le figuier constitue lI'un des plus grands genres de plantes médicinales avec environ

700 espéces de plantes ligneuses, des arbres et des arbustes. Elles sont surtout présentes dans

les régions subtropicales et tropicales a travers le monde (Raj et Baby, 2011).
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La variabilit¢ morphologique des figues est impressionnante. Toutes ces especes
produisent des figues. Ces plantes produisent toutes du latex, et certaines sont utilisées pour la
production de caoutchouc (Jander et Machado, 2008).

Le figuier est un arbre généralement buissonnant (3-5m). Il peut atteindre, dans
certains régions qui lui conviennent particuliérement, jusqu’a 10 et 12 m de hauteur. Il peut
avoir un tronc allant jusqu’a Im de circonférence et une frondaison couvrant 100 m2. Dans les
régions méridionales, cet arbre pouvant atteindre de 12 a 15 m d’hauteur, ou constituant tout
au moins une forte cépée. En remontant vers des régions plus septentrionales, son port se
réduit progressivement (Bretaudeau et Faure, 1990).

L’écorce du figuier est lisse et peu fissurée, de couleur gris péale. Ses rameaux
contiennent du latex. Son feuillage caduque comprend de grandes feuilles, larges de 25 cm,
épaisses, coriaces, a 3 a 5 lobes profonds, a bord lisse, veloutées en dessous et rugueuses sur
le dessus. Il s'agit d'une espéce monoique, avec des fleurs nombreuses insérées dans un
réceptacle charnu. Ses fruits, de couleur vert jaunatre (figues blanches) ou mauve foncé
(figues violettes), poussent en juin-septembre en bout de rameaux (Michel, 2003).

4. Caracteristiques du figuier
4.1 Bourgeon terminal
Le figuier est constitué d’un bourgeon terminal. Ce dernier est constitu¢ de deux stipules
correspondant a la derniére feuille mise en place. Dans ce bourgeon se trouve de 9 a 11

ébauches de feuilles avec leurs stipules (Vidaud, 1997) (Figure 1).

Figure 1:Photo d’un bourgeon terminal du figuier.


https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/physique-couleur-4126/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/matiere-latex-12051/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-caduc-7259/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-figue-7569/
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4.2 Rameaux fructiféres

Le rameau est constitué¢ d'un ensemble d'entre nceuds. Chaque nceud constitue le point
d'insertion d'une feuille et des bourgeons axillaires. Leur disposition alternée, rarement
opposée sur le rameau, est une spécificité de la famille des Moracées (Vidaud, 1997) (Figure
2).

Figure 2: Image du rameaux fructifere de figuier.
4.3 Feuilles
Les feuilles du figuier sont trés polymorphes, caduques, grandes et a nervation palmée.
Elles sont larges (25 cm) et épaisse et fortement lobées (3 a5 ou 7 lobes profonds selon les
variétés). La face supérieure est rugueuse et de couleur vert foncé .Quant a la face inférieure,

elle présente des nervures trés saillantes de couleur vert clair (Vidaud, 1997) (Figure 3).

Figure 3: Photo d’une feuille de I’espéce Ficus carica.



Chapitre 1 Synthese bibliographique

v L'inflorescence et la fleur
L'inflorescence du figuier est trés particuliere. Les fleurs de la figue sont hors de vue et

groupés a l'intérieur des fruits verts (Vidaud, 1997).

Figure 4: Image de la fleur a I’intérieur du fruit.
4.4 Fruit
La figue est un faux fruit, ce que ’on considére comme un fruit est en réalité¢ un
réceptacle de forme concave ou sont fixées un grand nombre de fleurs unisexuées. La figue
est une sorte de petit sac charnu contenant un orifice, ’ostiole hermétiquement clos par des
bractées imbriquées. Les véritables fruits sont les innombrables petites graines qui parsement

la chair de la figue, ce que ’on appelle « akénes » (Haesslein et Oreiller, 2008) (Figure 5).

Figure 5: Photo du fruit du figuier.

4.5 Latex
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C’est un liquide visqueux de couleur blanche. il est largement distribué dans la plante
(Kim et al., 2003).Par incision du tronc, le latex est recueilli. Il coagule rapidement, filtré puis
desséché, il constitue la ficine brute (Bruneton, 2009). Ainsi, le latex est constitué de
caoutchouc, de résine, d’albumine, de sucre, d’acide malique, d’enzymes
protéolytiques (diastase, estérase, lipase), la catalase et la peroxydase (Baby et Raj, 2011).
Traditionnellement, il est utilisé dans le traitement de la goutte, des ulcéres et des verrues
(Oliveir et al., 2010).

\

Figure 6: Image représentative du liquide blanc du figuier (latex).

La figue contient un nombre considérable de composé bénéfique, a savoir les poly-
phénols et les flavonoides, qui agissent en tant qu’antioxydant (El Shobaki et al., 2010)
5. Classification botanique
La classification botanique est la suivante :
Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Hamamélidées
Série : Apétales unisexuées
Ordre : Urticales
Famille : Moraceae
Genre : Ficus
Espece : Ficus carica L. (Joseph et Raj. 2011)



Chapitre 1 Synthese bibliographique

Figure 7 : Photo de I’arbre de figuier Ficus carica.

6. Différents types de figuiers
Il existe deux catégories de figuier:
6.1 Formes horticoles
6.1.1 Figuiers biferes
Les variétés biferes donnent deux récoltes par an. Une premiere récolte de figue -
fleurs au Juin-Juillet qui représente environ un quart de la production méditerranéenne et une
deuxieme récolte de figues d’automne (sur les bois de I’année en cours) & partir du mois
d’Aodt, avec des figues plus petites mais plus sucrées et plus savoureuses (Mauri, 1952).
6.1.2 Figuiers uniferes
IIs ne fructifient qu’une seule fois a la fin du mois d’Aout-début septembre. Les
figues se forment a partir de bourgeons de forme conique visibles sur les rameaux en
hiver.Cependant, elles ne murissent que si elles sont visitées par le blastophage(insecte
polinisateur) (Mauri, 1952).
6.2 Caprifiguiers ou figuier sauvage
Les caprifiguiers ou les fruits du caprifiguier sont généralement non comestibles en
raison de leur goQt et de leur consistance pailleuse. Trois séries de fruits sont produites dans
I’année qui sont: les mammes, le profichis et les mammonis (Rebour, 1968).
7. Les variétés de figuiers
La reconnaissance des variétés est particulierement délicate chez le figuier. Cette

situation résulte de la conjugaison des facteurs suivants :
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e Le matériel sauvage est trés proche du mateériel cultivé.

e |l existe au sein d’une méme variété une forte variabilité phénotypique en fonction du
lieu de culture.

e Il n’existe que peu de collections de référence.

e Il n’existe pas de description suffisamment précise des variétés pour permettre a elle
seule une reconnaissance non ambigué.

e Les appellations locales divergent pour une méme variété selon les régions de culture
et a I’'inverse certaines appellations courantes ne désignent pas toujours la méme
variété (Joannet, 2002).

Il existe 755 variétés qui ont été recensées dans le monde. Un gros travail de
recensement et d’unification est en cours a propos de différents variétés de figuiers. (Delrieu,
1997).

En Algérie, des études trés intéressantes sont réalisées sur les figuiers cultivés en
Kabylie. En effet, en vue de déterminer la nomenclature des principaux types de figuiers
cultivés en kabyle, une description de I’arbre, des feuilles et des fruits ainsi qu’une étude
pomologique et chimique est menée sur les fruits secs de 26 variétés locales et de deux
variétés introduites. La présence d’une douzaine de synonymies certaines ou probables des
variétés rencontrées en Kabylie est alors démontrée  (Mauri, 1944). Parmi les variétés du
figuier :

7.1 Figuier dauphine

Appelé aussi Rouge d'Argenteuil, Grosse violette, Boule d'Or, Grosse de Juillet,
Adam, Grise de Beaucaire. Cette variété est cultivée pour sa forte production de figues fleurs

en région tempérée, Avec un fruit de tres gros calibre (Nyazi et Karabiyik, 1971).

Figure 8 : Photo de la variété dauphine de figuier Ficus carica.
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7.2 Figuier Marseillaise
Appelé aussi la petite blanche, Blanquette. C’est une petite figue unifére a la peau jaune-verte,
ayant une chair rose, tres sucrée de bonne qualité gustative. Elle est souvent utilisée comme

figue séchee. C’est un arbre de faible développement ,rustique (Nyazi et Karabiyik, 1971).

Figure 9 : Photo de la variété marseillaise de figuier Ficus carica.

8. Composition chimique

L’espece Ficusc arica contient des glucides, notamment des oses (50 % de glucose) et
des osides (mucilages) et des protides aussi. Cette espéce contient particulierement des
enzymes telle que : les lipases, les protéases (enzyme protéolytique) et la ficine. Ainsi que
des acides organiques tels que : 1’acide ascorbique (la vitamine C), I’acide citrique et 1’acide
malique. Elle contient aussi des composés phénoliques du type flavonoides dont
principalement des anthocyanidines. Ainsi que plusieurs vitamines : la vitamine A (rétinol) et
la vitamine B1 (thiamine).  Cependant, la composition biochimique de la figue et les feuilles

de I’espéce Ficus carica est mentionnée, en pourcentage, dans le tableaul (NehaSoni, 2014).

Tableau 01: Composition chimique de la figue fraiche, séche et ses feuilles.

Composition Figue fraiche (%) | Figue seche (%) Feuilles (%)
Humidité 82,20 16.63 65,90
Cendre 0,65 4.65 5,30
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Protéine 1,00 4.67 5,90
Lipide 1,70 0.56 0,81

Fibre 1,55 3.68 4,50
Hydrates de Carbone 12,90 73.5 17,59

II. Systeme enzymatique du figuier

1. Enzymes protéolytiques

Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases. Elles catalysent le clivage des
liaisons peptidiques des protéines en fragments polypeptidiques, qui seront par la suite, les
acides aminés, offrant une multitude de structures (Barrett, 1994). Ces enzymes sont produites
par les animaux, les végétaux et les microorganismes. Leur synthése s’effectue en extra
cellulaire comme en intra cellulaire (Palma, 2002).

Les protéases sont classées dans le sous-groupe 4 du groupe 3 (hydrolases)
(E.C.3.4.X.X) (lubmb, 1998). Cependant, elles ne se soumettent pas facilement dans ce
systeme de classification a cause de la complexité de leur structure et de leur mécanisme
d’action. Leur classification se base sur plusieurs critéres : le mode d’attaque de la chaine
peptidique, le pH d’activité enzymatique et la nature de résidu impliqué dans le site actif
(Rao, 1998).

2. Protéases d’origine végétale

Les protéases ont été identifiées et étudiées chez plusieurs familles végétales,
particulierement chez les Asteraceae, les Caricaceae, les Moraceae, Asclepiadaceae,
Apocynaceaeet Euphorbiaceae (Domsalla et Melzig, 2008). Plusieurs plantes sont utilisées
pour isoler des enzymes protéolytiques. Celles-ci deviennent de plus en plus intéressantes.
L’utilisation des protéases extraites des plantes pour générer des peptides bioactifs peuvent
répondre a des besoins spécifiques en raison du régime alimentaire (Hogan, Zhang, Li, Wang,
et Zhou, 2009).

Les protéases d’origine végétale les plus connues sont la papaine, la bromélaine, la
cardosine, la zingibain et la ficine. Ces protéases permettent d’obtenir des hydrolysats de
bonne qualité mais leur production dépend de nombreux facteurs externes tels que : les
conditions de culture, le cycle de croissance, les recommandations climatiques, ce qui peut
susciter des problémes de cott et d’approvisionnement. Ces enzymes ne sont pas spécifiques
(Durand, 1982).
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L’utilisation des enzymes extraites de végétaux pour obtenir des peptides actifs par
hydrolyse des caséines bovines sont intensifiées considérablement ces dernieres années. Des
nouveaux peptides antimicrobiens sont obtenus a partir de I’hydrolyse de la caséine bovine
par une nouvelle protéase extraite du latex. Les peptides sont séquencés et évalués pour leur
potentiel antimicrobien, contre Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiellapneumoniae et Staphylococcus aureus (Aarruda, 2012).
Cependant, huit séquences peptidiques ayant des propriétés anti oxydantes sont identifiées.
Ces peptides sont issus de 1’hydrolyse de la caséine B bovine par 1’extrait brut du latex de
I’espéce Ficus carica (Di pierro, 2014).

Les études meneées sur la plupart de ces extraits ont permis de classer les protéases
selon leur mécanisme d'action. Cependant, plusieurs mécanismes d'action sont décrits pour les
protéases végétales. Ce qui permet de les regrouper en fonction de la nature ou des acides
aminés du site actif impliqués dans la catalyse. Six classes de protéases sont distinguées :

» Protéases a serine (EC 3.4.21)
Protéases a thiol ou a cystéine (EC 3.4.22)
Protéasesa acide aspartique (EC 3.4.23)
Meétalloprotéases (EC 3.4.24)
Protéases a thréonine (EC 3.4.25)

Protéases a acide glutamique.

YV V. V VYV V

La plupart des protéases végétales sont classées comme des protéases a serine ou des
protéases a acide aspartique (Beka, 2011).
I11.Ficine
1. Définition

La ficine ou ficain est une cystéyl-protéase isolée a partir du latex (Robbins, B. H,
1930). Elle est présente dans plusieurs espéces de Ficus, comme Ficus carica. Une figue verte
pesant 10-15 g contient environ 100 a 150 mg de protéases (Uhlig, 1998). Le pH optimal de la
ficine est de 5,0 a 8,0 et la température optimale est de 45 a 55 ° C (Polaina et Mac Cabe,
2007).

Actuellement, seulement trois fragments de ficine ont été étudiés : un fragment autour
du site catalytique Cys, un fragment catalytique autour de His et le fragment N-terminal. La
séquence d'acides aminés déterminée pour les résidus du site actif ressemble de pres a la
séquence correspondante dans la papaine (Devara, 2008). Cette derniére est utilisee dans

I’industrie alimentaire pour améliorer la tendresse dans la viande (Sullivan et Calkins, 2010).
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2. Caractéristique de la ficine

Ficus carica, le figuier commun, est une source de protéases qui sont utilisés pour
coaguler le lait (Azarkan, 2011), et en immuno-hématologie pour la recherche d’anti corps
irrégulier (Bruneton, 2009) , Son latex contient un agent protéolytique connu comme la ficine.
Plusieurs études sont menées sur la purification et la caractérisation biochimique de la ficine,
isolée a partir du latex de Ficus carica (Di pierro, 2014). Cependant, trés peu de références
sont disponibles sur les aspects structurels de la ficine jusqu'a ce jour par rapport a la papaine,
ainsi que d'autres protéases a cystéine connexes.

La ficine de Ficus carica est une chaine polypeptidique unique ayant une masse
moléculaire de 23,1 kDa. Elle appartient a la famille des protéases a cystéine (Devaraj,
2011).Elle est composée de 210 résidus d’acides aminés. Son Site actif est constitué de deux
acides aminés qui sont la cystéine (Cys-25) et I’histidine (His-159) (Feijoo-Siota, 2011).
L'enzyme est active a pH neutre et son inactivation compléte se produit en dessous de pH 3,0
(Devaraj, 2011). Ainsi, la dénaturation induite par le pH de la ficine, conduit a un état
partiellement plié a un pH acide. La structure dépliée partielle de la ficine a faible pH a
montré les caractéristiques de globule fondu comme état intermédiaire comme étudié par
différentes techniques biophysiques (Devaraj, 2009 ; Devaraj, 2011).

La ficine nécessite une cystéine ou d'autres agents réducteurs pour l'activation. La
ficine comme la papaine est inhibée par la cystéine de poulet. La ficine a également la
température la plus basse de l'inactivation des trois protéases végétales primaires environ 70
°C) (Grzonka, 2007).

3. Mécanisme et spécificité d’action de la ficine

Les protéases a cystéine ont un mécanisme catalytique qui implique un groupe de
cystéine dans le site actif (Gonzalez-Rabade, 2011).

Les protéases de Ficus carica ont montré une large spécificité vers les acides aminés
basique et neutres :GIn, Val, Leu, Ala,Arg, His, Ser et Asn (Di pierro, 2014). La ficine
intervient sur les protéines au niveau de résidus des acides amines :Tyr, Phe et Val (Payne,
2009).). Par conséquent, le temps de coagulation diminue mais elle méne a la formation des
peptides amers, a I’affaiblissement de concentration du lait caillé et a la dissociation du
caillot. Ce qui affaibli le rendement du lait caillé (Akar et Fadyloglu, 1999 ; Payne, 2009).

4. Influence du pH, de la température et de la concentration du substrat sur

I’activité enzymatique de la ficine

4.1 Effet du pH
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Le pH influence le fonctionnement des enzymes. De ce fait, il existe un pH optimal :
c'est-a-dire un pH autour duquel I'enzyme fonctionnera le mieux et sera plus efficace. Ce pH
optimal, propre & chaque enzyme, se situe généralement pour la plupart des enzymes aux
alentours de 7 (pH neutre). Cependant les enzymes agissants a tous les niveaux de I'organisme
peuvent vivre a des pH tres différents. Par exemple, le suc gastrique sécrété par I'estomac a un
pH proche de 3. L'enzyme présente dans ce milieu est la pepsine. A l'inverse du pancréas qui
sécréte un suc pancréatique acide ou agit entre autres I'amylase pancréatique.

Plus on s'éloigne de ce pH, plus I'enzyme est dénaturée. En effet, lI'acidité du milieu
peut déformer la structure tertiaire d'une enzyme de facon plus ou moins importante. Cette
déformation de I'enzyme modifie son action. L'enzyme ne fonctionne plus normalement et sa
vitesse catalytique est réduite (J Dairy Sci, 2012). Ce qu’est pas le cas pour la ficine ou il est
démontré qu’a un pH faiblement acide, la ficine posséde une activité catalytique plus élevée et
I'activité relative maximale de la ficine a été trouvée a pH 5 (Yufang yang et al., 2017 ).

4.2 Effet de la température

Comme pour le pH, chaque enzyme possede une température optimale
spécifique. Cette température est en moyenne comprise entre 37 et 40°C pour les enzymes
humaines, ce qui correspond a la température naturelle du corps humain. Plus
cette température baisse plus le mouvement moléculaire sera réduit et plus la cinétique
enzymatique sera lente. En effet, lorsque la température du milieu augmente les particules
(molécules ou ions) sont plus agitées ce qui favorise la rencontre des différents réactifs. Les
molécules s'entrechoquent et liberent de I'énergie. Cette énergie permet ensuite d'atteindre
plus rapidement le palier de I'énergie d'activation nécessaire a la réaction. Dans ce cas,
l'augmentation de la température a un effet positif sur la réaction. Ainsi a température basse,
I’enzyme devient inactive (J Dairy Sci, 2012). Cependant, la température optimale et le temps
de réaction pour l'activité relative maximale de la ficine est 35 °C durant de 2 heures. L'effet
de la concentration de TMB (Tetramethylbenzidine) a également été étudié( Yufang yang et
al., 2017)

4.3 Effet de la concentration du substrat

L'activité d'une enzyme dépend de la concentration de substrat de la réaction. Si le
substrat est en quantité tres faible ou nulle, l'activité sera négligeable .Elle dépend aussi
d'autres molécules présentes dans le milieu. Par exemple, la présence des inhibiteurs qui
peuvent étres des molécules de structures voisines du substrat de la réaction. Occupant sa

place dans le site actif de I'enzyme, I’activité peut étre fortement diminuee .D'autre part,
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certaines molécules sont parfois indispensables pour que I'enzyme fonctionne comme les

coenzymes et les ions.

La concentration optimale de Tetramethylbenzidine pour l'activité relative maximale
de la ficine est de 0,80 mM. L'effet de la concentration en H,O; sur I'activité relative est testé
dans la gamme de 0,10 & 5,0 mM. L'activité relative augmente avec une concentration
croissante de H,O, dans la gamme de 0,10 a 0,80 mM. Avec une concentration de H,O,
supérieure a 0,80 mM, l'activité relative diminue. Des concentrations plus élevées de H,0,
inhiberont I'activité semblable a la peroxydase de la ficine et ce comportement est similaire a

HRP30(Histidine riche en protéines ) (Yufang yang et al., 2017).

5. Effet antimicrobien de la ficine

Plusieurs études ont démontré les propriétés antimicrobiennes de certaines protéines
alimentaires (lysozyme, lactoperoxydase, lactoferrine, les poissons...) ainsi que la possibilité
de générer des peptides actifs par hydrolyse enzymatique de protéines in vivo ou bien in vitro.
En effet, par hydrolyse enzymatique, in vitro, il était possible de libérer, a partir des protéines
alimentaires, des peptides trés actifs que les protéines initiales. Ou bien a partir de protéines
dépourvue d’activité antimicrobienne a 1’état native (Kitts et Weiller., 2003 ; Pellegreni,
2003).

Le lysozyme, la lactoferrine et I’ovotransferrine sont des exemples de ces protéines
antimicrobiennes. En 1998, lbrahim et al., ont isolés par hydrolyse d’acide ménagée de
I’ovotransferrine de poule un peptide (109-200) actif contre Staphylococcus aureus et
Escherichia coli K 12.1. Le lysozyme de blanc d’ceuf de poule, libére apres action de
laclostripaine un peptide (98-112) ayant des propriétés antibactériennes vis-a-vis des bactéries
a Gram-positif et a Gram-négatif (Ibrahim et al., 2001). Ainsi, il est démontré la présence de
cing peptides présentant des activités antimicrobiennes dans un hydrolysat pepsique
d'hémoglobine bovine. Dont trois d'entre eux correspondant aux séquences 107-141, 137-141
et 133-141 de la chaine a et le quatriéme a la séquence 126-145 de la chaine B. Ces peptides
montrent une activité contre Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Listeria innocuaet
Micrococcusluteus (Nedjar-Arroumeetal.,2006 - 2008).

L'activité antibactérienne de I'extrait méthanolique de feuilles de Ficus carica présente
une forte activité antibactérienne contre Streptococcus gordonii, Streptococcus anginosus,
Prevotellaintermedia, Aggregatibacter, actinomycetemcomitans et Porphyromona sgingivalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguinis et Streptococcus criceti

semblent moins sensibles. Les figues pourraient étre utilisées comme un agent antibactérien
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naturel dans les recettes de soins buccaux contre les bactéries pathogeénes de la cavité buccale
(Jeong M et al., 2009). Ainsi, la spectroscopie de masse et le séquencage d'acides aminés
d’une protéine antifongique caractérisée a partir du latex de Ficus carica ont donné: la
séquence de sept acides aminés N-terminale de la protéine de faible poids moléculaire (6481
daltons) : Arg-Pro-Asp-Phe-Phe-Leu-Glu (Mavlonov GT, Ubaidullaeva KA, MI Rakhmanov,
et al., 2008).
6. Effet de la ficine sur I'agglutination des globules rouges humains

Une concentration de 1,5 mg de ficine par ml de cellules compactées, une plage de pH
de 4,7 a 7,8, une température d'incubation de 22 a 37 ° C et une période d'incubation de 10 a
30 minutes se sont révélées étre les conditions optimales pour 1’agglutination des globules
rouges A, B Rh-positives, agglutinables par les anticorps "complets" et "incomplets"
homologues. De plus, la ficine s'est avérée plus efficace que la trypsine et la papaine pour
augmenter la sensibilité des cellules A, B Rh-positives a I'némagglutination. Ainsi, I'activateur
de protéase intracellulaire qui est la L-cystéine-HCI, a accéléré significativement la vitesse de
sensibilisation des cellules O Rh-positives par la papaine, mais pas par la ficine
(TakashiMakinodan et al., 1955).
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1. Extraction de la ficine
Les feuilles utilisées dans ce travail proviennent des arbres uniféres et biféres de
I’espéce Ficus carica, cultivés dans la région de DIDOUCHE MOURAD (wilaya de
CONSTANTINE).
L’extraction de la ficine est faite selon les étapes suivantes
e Collecte des feuilles (dauphine et marseillaise).
e Séchage de feuille de figuier (10g) les deux variétes.
e Broyage légere a main dans 1’azote liquide.
e LaPese de la masse dans un tampon (la masse x10).
e Agitation légere.
e L’Ajout de triton X (1%)
e Agitation légere.
e Macération pendant 24h.
e Filtration a gaze.
e Centrifugation 5000 tours / min pendant 10 minutes.

e Récupération du surnageant.

2. Caractérisation physico-chimique de la ficine extraite
2.1 Mesure de la teneur en matiére seche
La détermination de la teneur en matiére séche se fait selon la norme AFNOR NF
VO4-207 .1ml d’échantillon de chaque variété de figuier est mis dans un verre de montre. Il
est mis quelques minutes a I’étuve a 103°C pour que la masse obtenue soit constante et seche.
L’échantillon est ensuite séché par ’HCL dans un dessiccateur (Anonyme, 1993). Le
pourcentage en matiere seche est alors déterminé par la relation :
MS(%6)=Px100/Pi
ou :
P i: poids initial en gramme, de la prise d’essai ;
P : poids en gramme, de la prise d’essai séchée aprés passage dans 1’étuve a 103°C.
2.2 Mesure du pH
Le pH est mesuré directement en utilisant un pH-metre électronique (Hanna Instruments
Digital, Bench-model PH Metre Model HI-2210) qui affiche la valeur sur écran, apres avoir

trompé 1’¢électrode dans un bécher contenant la solution de I’extrait enzymatique.

2.3 Dosage des protéines dans I’extrait enzymatique
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Le dosage des protéines totales dans les extraits enzymatiques est déterminé selon la
méthode de Bradford.C’est une méthode rapide et sensible pour la quantification des quantités
en microgrammes (lg) de protéines en utilisant le principe de la liaison protéine-colorant.

e Principe

Cette méthode, développée par Bradford (1976), repose sur I’utilisation de bleu
brillant de Coomassie G250. En milieu acide, ce colorant se lie aux protéines, des
liaisons ioniques avec des acides aminés basiques (Arg, His, et Lys) et interactions
hydrophobes avec les acides aminés hydrophobes. Cette liaison entraine un déplacement du
pic d’absorption de 465 nm a 595 nm .Un changement de teinte du milieu qui passe du brun
orangeé au bleu. plus qu’il y a des protéines dans la solution, plus la coloration bleue
est intense, c'est a dire que l'absorption a 595 nm est élevée.

e Mode opératoire

Pour 100 pl de chaque extrait enzymatique, 3ml de réactif de Bradford est ajouté
homogénéis¢ immédiatement avec un vortex. Aprés 5 minutes de repos a 1’obscurité et a
température ambiante. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 595nm. L’essai est
répété trois fois pour chaque extrait enzymatique.

3. Mesure de ’activité enzymatique des extraits de la ficine

3.1 Evaluation de ’activité coagulante

L’activité coagulante s’exprime par la rapidité avec laquelle ’enzyme coagule le lait
selon la méthode de (Berridge, 1955), (Libouga. 2006). C’est une évaluation visuelle de
I’apparition des premiers flacons de caséine visible a 1’ceil nu sur la paroi de tube incliné
subissant un lent mouvement de rotation et elle est exprimée par la force coagulante (F). Cette
derniére donnée en unité soxhlet (US) représente le nombre de volume du lait frais coagulé
par un volume d’extrait coagulant en 40min a 35°C.L’activité coagulante est calculée selon la

formule suivante :
F= 2400 x V/Txv

V : volume du lait
T : temps de coagulation en secondes

V : volume de I’extrait d’enzyme
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L'activité coagulante des extraits, peut étre également exprimée en «force coagulante
de SOXHLET » (F), selon la relation suivante : (BOURDIER et LUQUET, 1981 ;
SIBOUKEUR, 2005).

F=UP/0,0045

3.2 Détermination de ’activité protéolytique

L’activité protéolytique de la ficine est déterminée en employant la caséine (protéine

du lait) comme substrat.

e Principe

Le dosage de l'activité protéolytique est réalisé selon la méthode d’Anson (1938). Elle
est basée sur I’estimation de la quantité des peptides simples et des acides aminés libres
formés par I’hydrolyse d'une protéine substrat sous 1’action d’une ou d’un mélange de
protéases. La réaction enzymatique est stoppée par 1’addition du T.C.A, qui entraine une
précipitation des protéines non hydrolyséees. Ces dernieres sont éliminées par filtration.

L’activité protéolytique est mise en évidence par un dosage colorimétrique des
groupements tyrosine a 1’aide du réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma) en utilisant la caséine
comme substrat dans les conditions adaptées (Mechakra, 1999).L’activité est calculée par
référence a une courbe d’étalonnage établie en utilisant la tyrosine comme standard. Une unité
de protéase (U) correspond a I’équivalent de 1 pg de tyrosine libéré en 1 h de digestion par 1
ml d’extrait enzymatique avec comme substrat, soit la caséine, soit I’hémoglobine (Mechakra,

1999)

e Réaction enzymatique

Il s’agit de faire faire agir la ficine (extrait enzymatique) sur le substrat qui est la caseine du

lait.

e Meélange réactionnel
e 1ml d’extrait enzymatique (ficine)
e 1.5 ml dutampon phosphate (0.1M) pH 7
e 2 .,5ml de la caséine (solution de la caséine 1% préparé dans le tampon phosphate)
e Agitation et incubation pendant 1 heure au bain-marie a 40°C
e Arrét de la réaction par 1’addition de Sml du TCA froid a 4%

e Laisser reposer 30 minutes dans un bain de glace
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e Une centrifugation a 6200g pendant 5Sminutes a 4°C

e Dosage colorimétrique de I’activité enzymatique

Le dosage colorimétrique est réalisé par le mélange de 0,5 ml de filtrat avec 2,5 ml
Na,COs. Le mélange est agite et laissé stabiliser a température ambiante pendant 10 min. Les
composés azotés non protéiques sont dosés par ajout de 0,25 ml du folin ciocalteu a 50%.
Apres incubation a température ambiante pendant 30 min. la lecture de I’absorbance a lieu a

750 nm au spectrophotométre.

Les mesures de 1’activité enzymatique sont faites en se référant a 1’équation de la courbe

d’étalonnage de la Tyrosine et par I’application de la loi:

1Unité International = 1 tyrosine / 1 ml de I’extrait enzymatique / 1 heure .

4. Effet de la température, du pH et de la concentration du substrat sur P’activité

enzymatique de la ficine

4.1 Effet de la température
L’effet de la température sur 1’activité enzymatique (protéolytique) est étudi¢ en
mesurant 1’activité enzymatique en fonction des températures (de 30°C jusqu’a 70°C) en
utilisant la caséine bovine comme substrat de la réaction enzymatique.
e Protocole
Il s’agit de préparer dix tubes a essai pour chaque variété de figuier Ficus carica pour les
différentes températures (30°, 40°, 50°, 60°, 70°), avec un tube de témoin pour chaque variété.
Chaque tube contient :
e Iml d’extrait enzymatique.
e 1.5 ml du tampon phosphate (0.1M) pH 7.
e 2.5 ml de caséine.
e Agitation et incubation pendant 1h au bain-marie a (30°, 40°, 50°, 60°, 70°).
e Arrét de la réaction par 1’addition de Sml du TCA froid a 4%.
e Laisser reposer 30 min dans un bain de glace.
e Centrifugation a 6200g pendant 5min a 4°C.
4.2 Effet du pH
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L’effet du pH sur l’activité protéolytique est €tudié en mesurant 1’activité
enzymatique en fonction de la variation de pH, avec un intervalle allant de pH= 4
jusqu’au pH= 9, en utilisant la caséine comme substrat de la réaction enzymatique.

e Protocole

Douze tubes a essai pour chaque variété de figuier pour les différents pH (4, 5, 6, 7, 8,
9). Avec six tubes de témoins pour chaque variété.
Chaque tube contient :
e Iml d’extrait enzymatique
e 1.5 ml du tampon phosphate (0.1M) pH (4,5, 6,7, 8,9)
e 2.5 ml de caséine.
e Agitation et incubation pendant 1h au bain-marie a 40°.
e Arrét de la réaction par I’addition de Sml du TCA froid a 4%.
e Laisser reposer 30 min dans un bain de glace.

e Centrifugation a 6200g pendant 5min a 4°C.

4.3 Effet de la concentration du substrat (caséine) sur ’activité enzymatique de la ficine
L’effet de la concentration de la caséine sur I’activité enzymatique de la ficine est
étudié, en mesurant 1’activité protéolytique a trois concentrations différentes de la caséine du

lait, qui est toujours le substrat de la réaction enzymatique.

e Protocole

Préparer six tubes a essai pour chaque variété du figuier pour les trois concentrations
(1% . 2% . 3% ), plus 3 tubes de témoin pour chaque variété. Chaque tube contient :

e Iml d’extrait enzymatique.

e 1.5 ml du tampon phosphate (0.1M) pH 7.

e 2.5 ml de caséine (1%, 2%, 3%)

« Agitation et incubation pendant 1h au bain-marie a 40°C

o Arrét de la réaction par I’addition de 5ml du TCA froid a 4%.

o Laisser reposer 30 min dans un bain de glace.

e Centrifugation a 6200g pendant 5min a 4°C.

5. Etudes de P’effet anti microbien de la ficine
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e Antibiogramme standard en milieu gélosé
v" Méthode des disques
Le principe de l'antibiogramme est de mettre en culture des bactéries et
d'appliquer un disque imbibé par la ficine extraite de chaque variété de figuiers.
Quinze boites de gélose sont ensemencées pour tester 1’effet antibactérien de la ficine sur les
especes bactériennes : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli,Proteussp et Bacillus subtilis.

Zone ol les bactéries Zone oll la croissance
se développent normalement  des bactéries est inhibée

boite de Péti —1 .“

disque
d'antibiotique

gélose avec @
— /

culture bactérienne

Mesure du diamétre de la zone
d’inhibition de croissance des bactéries

Figure 10 : Illustration représente la méthode des disques de 1’antibiogramme.

e Manipulation
Nettoyer la paillasse avec le désinfectant afin de minimiser les risques de contamination
extérieur lors de la manipulation.

Allumer le bec Bunsen afin de stériliser l'air alentour et détruire ainsi les organismes
pouvant altérer les résultats. Toute la manipulation doit se faire dans un rayon de 20/25 cm
autour de la flamme.

A l'aide d'une pince stérile, un disque pré-imbibé par la ficine est déposé au centre
d'une boite de pétri déja ensemencée par une des souches bactérienne utilisées. L’opération
est renouvelée pour le reste des souches bactériennes pour les deux variétes de la ficine. En
prenant soin de changer les pinces a chaque bio-disque et a chaque souche bactérienne. La

lecture des résultats est effectuée apres 24 h et 48h. Le résultat positif se manifeste par
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I’observation d’un halo (zone clair) entourant les bio-disques avec absence de croissance

bactérienne dans la méme zone.
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Chapitre 3 Résultats & discussions

1. Caractérisations physicochimiques de la ficine extraite
1.1 Mesure de la teneur en matiére séche

Les résultats de mesures de la matiere seche des deux variétés de la ficine extraite,
sont regroupés dans le tableau 2.

Selon le tableau 2, le 1 ml du surnageant obtenu da la ficine extraite de la variété
Dauphine contient 15.73% de la matiére séche. Cette valeur est supérieure a celle obtenue de

la variété Marseillaise avec 9% de la matiére séche.

Tableau 02 : Caractéristiques physico-chimiques des deux variétés du figuier

Variétés o ) o o
o Variété Dauphine Varieté Marseillaise
Caracteristiques

Poids de verre de montre (g)

106,66 101,5
Poids de 1ml de Dextrait +
poids de verre de montre (g) 107.69 102.48
Le poids final aprés séchage
©) 106.80 101.59

1.2 Caractéristiques de I’extrait brut de la ficine
e Variété Marseillaise
L’extrait brut de la ficine obtenu est une solution de couleur brune claire avec un
aspect homogeéne et de texture peu visqueuse. Le pH de I’extrait est de 6,2.
e Variétés Dauphine
L’extrait brut de la ficine obtenu est une solution de couleur brune claire avec un

aspect homogene et texture peu visqueuse. Le pH de I’extrait est de 6,6.
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Tableau 03 : Caractéristiques de I’extraite brute des deux variétés du figuier.

Variétés

Caractéristiques

Variété Marseillaise

Variété Dauphine

Ph 6,2 6,6
Couleur Brune claire Brune claire
Texture Liquide peu visqueux Liquide peu visqueux

1.3 Dosage des protéines de I’extrait enzymatique

» Gamme d’étalonnage de ’Albumine

Tableau 04 : Preparation de la courbe d’etalonnage de 1’albumine

Bovine sérum | 0 20 40 60 80 100
albumine (ul)

Volume de h20 100 80 60 40 20 0
Bleu de coomassie | 3 3 3 3 3 3
(ml)

La lecture de 1’absorbance a lieu a 595 nm

Absorbance a 595 nm

Courbe d'étalonnage de I'albumine

e

ol

y =0,0058x + 0,0019

R?=0,998

A

e

»

e

0

20

40 60

80

100 120

Concentration de Bovine Sérum Albumine en mg/ml

Figure 11: Courbe d’étalonnage de la Bovine Serum Albumine
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Selon la méthode de bradford et en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’albumine, la
concentration des protéines est déterminée. Les résultats obtenus sont:

e Variété Marseillaise
La teneur en protéines est de 77, 3 mg/ml. Cette teneur est proche de celle trouvée par Siar
(2014) estimée a 89,31mg/ml et inférieure a celles obtenus par Devaraj (2008) évaluées a
150mg/ml. Elle est aussi supérieure a celle obtenue par Nouani (2009) estimée a 22mg/ml.

e Variétées Dauphine

La teneur en protéines est de 68,9 mg/ml. Cette teneur est proche de celle trouvée par

Siar (2014) estimée a 89,31mg/ml et inférieure a celles obtenus par Devaraj (2008), évaluées
a 116mg/ml et 150mg/ml. Elle est aussi supérieure a celle obtenue par Nouani (2009) estimée
a 22mg/ml. Ces résultats montrent que, la teneur en protéines de la ficine extraite de la variété

Marseillaise est supérieure a celle de la ficine extraite de la variéte Dauphine.

2. Mesure des activités enzymatiques des extraits de la ficine
2.1 Activité coagulante

e Variété Marseillaise

Les résultats indiquent que 1’extrait brute de la ficine posséde une activité coagulante
de 199.1 UP cette valeur est proche de celle trouvé par Siar (2014) , Wiliams et al, (1968)qui
on trouvé 121,09 UP et 320 UP respectivement ; elle est largement inférieure a ceux

rapportés par Nouani et al., (2009) estimée a 1500 UP .
e Variété Dauphine

Les résultats indiquent que I’extrait brute de la ficine possede une activité coagulante
de 171 ,8 UP cette valeur est proche de celle trouvé par Siar ( 2014) , Wiliams et al, (1968)
qui on trouvé 121,09 U P et 320 UP respectivement ; elle est largement inférieure a ceux

rapportés par Nouani et al, (2009) estimée a 1500 UP .

» L’activité coagulante de la ficine de la variété dauphine est inferieur a celle de la ficine

de la variété Marseillaise
2.2Force coagulante

e Variété Marseillaise
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La force coagulante de I’extrait de la ficine est de 1/44244,44. Cette valeur est
fonction de la quantité du lait coagulable. Cependant, 1ml de I’extrait enzymatique est capable
de coaguler 44 litres de lait. Cette force est inferieure de celles déja rapportée, qui est estimées
a 1/40000 Nouani (2009) (Tableau 5).

e Variété Dauphine

La force coagulante de 1’extrait de la ficine de cette variété est de 1/38177,77.Cette
valeur est comme dans le cas de la variété Marseillaise, fonction de la quantité du lait
coagulable. Dont, 1ml de I’extrait enzymatique est capable de provoquer la coagulation de 38
litres de lait. Ce résultat montre que cette force coagulantes est supérieure a celles déja
rapporte, estimée a 1/40000 Nouani (2009)(Tableau 5).

» La force coagulante de la variété la Marseillaise est inferieur de celle de la variété la

Dauphine

Tableau 05: Les valeurs des activités coagulantes et les forces coagulantes des deux variétés
Marseillaise et Dauphine.

Variétés Variété Marseillaise Variété Dauphine
Activités
Activité coagulant (UP) 199,1 171 .8
Force coagulante (F) 1/44244.44 1/38177,77

2.3 Détermination de I’activité protéolytique
» Gamme d’étalonnage de la Tyrosine

La gamme étalon est établie a partir d’une solution de tyrosine avec des concentrations
comprises entre 0 est 100 pg/ml selon le tableau suivant :

Tableau 06 : Preparation de la courbe d’etalonnage de la tyrosine

Concentrations des | 0 20 40 60 80 100
dilutions (ul/ml)

Solution meére de |0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
tyrosine (ml)

TCA (ml) 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
Na2CO3 (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
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Apres incubation pendant 10 minutes a température ambiante

Réactif dilué a %[025 [025 [025 [025 [025 [0.25
(ml)

courbe d'etalonnage de la tyrosine
1,2

1 L4 y=0,0102x +0,0179
/ R? = 0,9956

e

0 20 40 60 80 100 120
Concentration en pg/ml

o
00

o
o)

o
>

Absorbance & 750 nm

o
[N}

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la Tyrosine (100 pl/ml)

La gamme étalon est établie a partir d’une solution de tyrosine avec des concentrations
comprises entre 0 est 100 ug/ml en se référent a la courbe d’étalonnage de la tyrosine on a
trouvé les activités enzymatiques suivantes :

e Lavariété Marseillaise

Activité protéolytique = 95Ul

e Lavariété Dauphine

Activité protéolytique = 83 Ul
> les conditions suivantes ph de 7, une température de 40°C et une concentration de
substrat 1% de la caséine. On a trouve une activité protéolytique de la variété Dauphine 83
Ul, elle est inferieur a celle de la variété la Marseillaise (95 Ul)

3. Effet de la température, pH et la concentration du substrat (la
caséine) sur ’activité enzymatique
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Les résultats de mesures de I’effet de la température, du pH et de la concentration du
substrat qui est la caséine bovine sont mentionnés dans le tableau 7, tableau 8 et tableau 9.
3.1 Effet de la température
L’effet de la température sur 1’activité enzymatique protéolytique des extraits
enzymatiques des feuilles étudiés est déterminé par la mesure de I’activité enzymatique a

différentes températures d’incubation (de 30 a 70 °C).

Tableau 07: Les absorbances et les activités enzymatiques obtenues a différentes

températures pour les deux variétés Marseillaise et Dauphine.

T® 30° 40° 50° 60° 70°
Tubes
Variété Dauphine
Tubel 0.387 0.398 0.428 0.434 | 0.347
Tube2 0.393 0.384 0.439 0.442 | 0.354
Moyenne 0.390 0.391 0.433 0.438 | 0.350
Activité enzymatique
(un 74.6 74.8 83.2 84.2 66.6
Variété Marseillaise
Tubel 0.473 0.474 0.480 0.486 | 0.453
Tube2 0.480 0.478 0.487 0.485 | 0.450
Moyenne 0.476 0.476 0.483 0.485 | 0.451
Activité enzymatique
(un 91.8 91.8 93.2 93.6 86.8

La figure (13) montre que I’activité enzymatique des extraits de la ficine est dans son
maximum dans I’intervalle de température de 50°C a 60°C. Cependant, 1’activité enzymatique
est de 84.2 Ul pour la variété Dauphine et 93.6 Ul pour la Marseillaise a 60°C, a 70°C
I’activité enzymatique de la ficine diminue a 66.6 Ul pour la variété Dauphine et 86.8Ul pour
la variété Marseillaise. Par comparaison de ces résultats, la variété marseillaise a une forte
activité enzymatique par rapport a celle de la Dauphine. L’intervalle de température optimale
obtenu pour I’activité enzymatique des deux variétés est proche a ce qui est trouvée par
(Fadyloglu, 2001) qui est de 60°C. Par contre, il est inférieur a la valeur trouvée par (Siar,
2014),75°C.
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Figure 13: Représentation graphique de 1’effet de la variation de la température sur ’activité
enzymatique de la ficine des deux variétés de figuiers.

3.2 Effet du pH

Selon le tableau 8 et la figure 14, la variation du pH a un effet sur Pactivité

protéolytique de la ficine

extraites des deux variétés Dauphine et Marseillaise.

Tableau 08: Les absorbances et les activités enzymatiques obtenues a différents pH pour les

deux variétés Marseillaise et Dauphine.

pH 4 5 6 7 8 9
Tubes
Variété Dauphine

Témoin 0.152 0.189 0.201 0.217 0.204 0.200
Tubel 0.208 0.292 0.306 | 0.377 | 0.370 | 0.292

Tube2 0.212 0.288 0.314 | 0.383 | 0.382 | 0.298
Moyenne 0.210 0.290 0.310 0.380 0.376 0.295
enzyf’:;i:‘c’liji oy | 386 | 546 | 86 | 726 | 718 | 556

Variété Marseillaise
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Témoin 0211 | 0236 | 0247 | 0262 | 0295 | 0317
Tubel 0270 | 0300 | 0345 | 0448 | 0330 | 0354

Tube2 0282 | 0308 | 0355 | 0432 | 0338 | 0374
Moyenne 0276 | 0304 | 0350 | 0.440 | 0384 | 0.364
Activite ?leg’mat'q“e 518 | 574 | 666 | 846 | 734 | 69.4

Les résultats obtenus montrent que le pH optimal est 7, c’est le méme pH optimal pour
les deux variétés Dauphine et Marseillaise (Figure 14). L’activité enzymatique de la variété
Marseillaise est de 84.6 Ul et celle de la Dauphine est 72.6 Ul . Donc la variété Marseillaise a

une forte activité enzymatique par rapport a celle de la variété Dauphine.

La valeur du pH optimal (7) est proche a celle de (Fadyloglu, 2001)qui se situe entre 5 et

8. Cet intervalle est obtenu a partir de la ficine extraite du latex de 1’espéce Ficus carica.

90
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Figure 14 Représentation graphiques de 1’effet de la variation du pH sur I’activité
enzymatique de la ficine des deux variétés Marseillaise et Dauphine.

3.3 Effet de la concentration du substrat (caséine bovine)

L’effet de la concentration du caséine du lait sur I’activité enzymatique protéolytique
des extraits enzymatiques des feuilles étudiés est déterminé par la mesure de [’activité

enzymatique a différentes concentrations de cette substrat (la caséine) (1%, 2% et 3%).
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Tableau 09: Les absorbances et les activités enzymatiques obtenues a différents
concentrations de la caséine du lait, pour les deux variétés Marseillaise et Dauphine.

co tion 1% 2% 3%
Tubes
Variété Dauphine
Témoin 0.212 0.241 0.244
Tubel 0.270 0.290 0.560
Tube2 0.261 0.318 0.531
Moyenne 0.265 0.304 0.541
Activité enzymatique (Ul) 49.6 57.4 104.8
Variété Marseillaise
Témoin 0.223 0.250 0.251
Tubel 0.310 0.379 0.580
Tube2 0.290 0.398 0.591
Moyenne 0.300 0.388 0.585
Activité enzymatique (Ul) 56.6 74.2 113.6

D’aprées le tableau 9 et la figure (15), on constate que a 3% de concentration de

caséine, 1’activité enzymatique est plus elévée.

L’activité enzymatique de la variété Marseillaise est 113.6 Ul et celle de la Dauphine

est 104.8 Ul. Donc la variété Marseillaise a une forte activité enzymatique par rapport a celle

de la Dauphine.
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Figure 15: Représentation graphique de 1’effet de la concentration du substrat sur I’activité
enzymatique de la ficine des deux variétés Marseillaise et Dauphine.

4. Activité protéolytique de la ficine dans les conditions optimales de

pH, température et concentration du substrat (la caséine)

D’aprés les résultats obtenus précédemment, le dosage de ’activité enzymatique de la
ficine a différentes températures (de 30°C a 70°C), a différent pH (4, 5, 6, 7,8 et 9) et a
différentes concentrations du substrat de la réaction, On constate que, I’activité enzymatique
de la ficine est optimale a une température de 60°C. Elle est de 84.2 Ul pour la variété
Dauphine et de 93.6 Ul pour la variété Marseillaise. Ainsi, ’activité enzymatique de la ficine
est optimale au pH = 7pour les deux variétés avec les valeurs de I’activité enzymatique
protéolytique de 72.6 Ul pour la variété Dauphine et de 84.6 Ul pour la variété Marseillaise.
Avec une activité optimale en concentration de substrat de 3% (104.8 Ul pour la variété
Dauphine et de 113.6 Ul pour la variété Marseillaise).

» Malgreé que la ficine des deux variétés a les mémes circonstances de pH et T° et de la
concentration du substrat la caséine on remarque que I’activité enzymatique de la ficine de la

variété Marseillaise est supérieure a celle de la ficine de la variété Dauphine

» Calcule de I’activité protéolytique aux conditions optimales
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Le Calcule de Dl’activité enzymatique aux conditions optimales est effectué¢ en suivant le
protocole de la mesure de I’activité protéolytique mais cette fois ci avec les conditions

suivantes :

pH=7 T°=60° 3% concentration du substrat

L’activité enzymatique (Variété Dauphine )= 111.3 Ul

L’activité enzymatique (Variété Marseillaise) = 120.5

» Calcule de I’activité spécifique
L’activité spécifique = ’activité enzymatique / le taux des protéines
e Activité specifique (Variété Dauphine) =111.3/68.9 = 1.61 ( U/mg)

e Activité spécifique (\Variété Marseillaise) = 120.5/ 77.3= 1.55 ( U/mg)

L’activité spécifique (Variété Dauphine) = 1.61 (U/mg)

L’ activité spécifique (Variété Marseillaise) = 1.55 ( U/mg)

En comparant les résultats de la ficine des deux variétés du figuier Ficus carica nous
remarquons que I’extrait de la ficine a une activité spécifique del.61U/mg pour I’extrait de la

ficine (variété Dauphine) et 1.55U/mg pour I’extrait de la ficine (variété Marseillaise)

> La ficine de la variété Dauphine a une activité spécifique proche de celle de la ficine

de la variété Marseillaise
5. Etudes de Peffet antibactérien de la ficine

Pour les espéces Escherichia coli , Bacillus subtilis , Staphylococcus aureus on
remarque que y a I’absence de développement bactérien autour du disque imbibé par la
ficine pour les deux varietés de la ficine (la Dauphine et la Marseillaise) ce qui signifier

que I’antibiotique (la ficine) est efficace malgré que ces deux espéces de bactérie Sont des
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bactéries naturellement trés résistantes Aux antibiotiques et adaptant rapidement aux
attaques médicamenteuses.

y a pas une croissance bacterien avec 1’espece Pseudomonas aeruginosa mais cette fois ci
est avec un grand diameétre d’inhibition car 1-halo d’inhibition avec cet espéce est un peu
plus grand si en le comparant avec les halos des autres especes (E . coli, Bacillus subtilis
, Staphylococcus aureus) par contre pour 1’espace Proteus on trouve que la zone autour

des disque imbibé¢ par ’antibiotique (la ficine) les bactéries se développent normalement.

» Pour I’espéce Escherichia coli

Témoin la Variété Dauphine la Variété Marseillaise

Figure 16 : Photographie représente le témoin et les résultats aprés incubation pour 1’espéce Escherichia coli.

» Pour I’espéce Proteus

Témoin la Variété Dauphine la VVariété Marseillaise

Figure 17: Photographie représente le témoin et les résultats aprés incubation pour 1’espéce Proteus.
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e Pour I’espéce Pseudomonas aeruginosa

Temoin la variété Dauphine la variété Marseillaise

Figure 18 : Photographie représente le témoin et les résultats aprés incubation pour 1’espéce
Pseudomonas aeruginosa.

» Pour I’espéce Bacillus subtilis

Témoin la variété Dauphine la variété Marseillaise

Figure 19 : Photographie représente le témoin et les résultats aprés incubation pour 1’espéce Bacillus subtilis.
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e Pour I’espéce Staphylococcus aureus

la variété Dauphine la variété Marseillaise

Figure 20: Photographie représente le temoin et les résultats aprés incubation pour 1I’espéce
Staphylococcus aureus .

la ficine extraite des deux variétés Dauphine et Marseillaise de I’espéce Ficus carica a un
effet antibactérien vis-a-vis des especes bactériennes Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus , Escherichia coli et Bacillus subtilis.
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Conclusion

Le figuier de ’espéce Ficus carica est une source des protéases vegétales qui se trouve
au niveau de ses différentes parties : feuilles et latex. Ces enzymes sont d’un intérét

meédical et industriel trés importants .

La ficine (EC 3.4.22.3), est une endopeptidase a cystéine. Elle est présente dans le systeme
enzymatique des feuilles du figuier. Elle est d’une importante particuliére, en raison de ses

propriétés physico-chimiques important

L’objectif de ce travail est I’extraction du systéme enzymatique des feuilles du figuier de
I’espéce Ficus carica de deux variétés: Dauphine et Marseillaise. L’étude de quelques
caractéristiques physico-chimiques de la ficine extraite est également réalisée Et méme I’activité

antibactérien

Les résultats obtenus montre que le profil des activités protéolytiques déterminé, en fonction
du pH a permis de caractériser la ficine des deux variétés Dauphine et Marseillaise. Avec un
pH optimal de 6.6 et 6.2 respectivement. L’étude de I’effet coagulant de la ficine de la variété
Dauphine a donné une activité coagulante de 171 ,8 UP avec une force coagulante de 1/38177,77
F. Pour la variété Marseillaise I’activité coagulante est de 199,1 UP avec une force coagulante de
1/44244 44 F,

L’étude des effets de la température, du pH et de la concentration du substrat sur 1’activité de
la protéase extraite a donné un pH optimum de 6,8.et une température optimale de 60°C et une

concentration du substrat de 3% de caséine du lait, pour les deux variétés de la ficine..

L’étude de I’effet antibactérien de la ficine, des deux variétés, effectuée sur quelques especes
bactériennes pathogénes montre gue notre enzyme a un effet antibactérien trés important sur :
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis. Ainsi, la ficine extraites des deux variétés a un
effet mois important sur les especes bactériens : Escherichia coli et Staphylococcusaureus.
Cependant, aucune zone d’inhibition n’est constatée pour [’espéce Proteus sp. Ce qui donne une

premiére estimation de la résistance de cette espece a la ficne.

Par cette étude, notre travail a montré encore une fois le réle prépondérant des enzymes
protéolytiques d’origine végétales. En perspective, il est intéressant de purifier la ficine et
d’optimiser ses caractéristiques physico-chimiques, afin d’une application médicale et

industrielle.
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Résumé

Ce travail porte sur I’extraction de la ficine, qui provient de deux variétés de 1’arbre de figuier
Ficus carica: variété Marseillaise et variété Dauphine. Quelques propriétés physico-
chimiques de cette enzyme son étudiées. Ainsi que leur effets sur I’activité protéolytique de la
ficine, dont principalement: I’effet de la température, I’effet du pH et D’effet de la
concentration du substrat qui est la caséine bovine. De plus, 1’effet antibactérien de la ficine
sur quelques especes bactériennes pathogenes est aussi réalisé. Les résultats obtenus montrent
que, I’activité protéolytique optimale de la ficine des deux variétés s’étend dans un intervalle
de température de 50°C a 60°C. Avec un pH optimal de 7, 8 et une concentration de substrat
de 3%. L’antibiogramme obtenu montre clairement que la ficine a un effet antimicrobien
important sur les espéces bactériennes: Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis.
Cependant, la zone d’inhibition et peu importante sur les espéces bactériennes: Escherichia
coli et Staphylococcus. Par contre, la ficine n’a aucun effet antimicrobien sur 1’espéce

proteus sp.
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Abstract

This work focuses on the extraction of ficin from two varieties of the fig tree Ficus carica.
Some physico-chemical properties of this enzyme are studied. As well as their effects on the
proteolytic activity of ficine, which mainly: the effect of temperature, the effect of pH and the
effect of the concentration of the substrate which is bovine casein. In addition, the
antibacterial effect of ficin on some pathogenic bacterial species is also realized. The results
obtained show that the optimal proteolytic activity of the ficin of both varieties is in a
temperature range of 50 °C to 60 °C. With an optimal pH of 7, 8 and a substrate concentration
of 3%. The antibiogram obtained clearly shows that ficin has a significant antimicrobial effect
on bacterial species: Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis. However, the zone of
inhibition and not very important on the bacterial species: Escherichia coli and
Staphylococcus aureuse . On the other hand, ficine has no antimicrobial effect on Proteus sp.
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