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RESUME 
La pomme de terre, tubercule très consommé de par le monde, appartient à la famille des 
Solanacées et produit des glycoalcaloïdes comme la plupart des végétaux de cette famille. 
Deux composés, en particulier, l’α-solanine et l’α-chaconine, sont produits en plus grande 
quantité lorsque le tubercule est exposé à la lumière et subit des dégradations. Ces molécules 
sont toxiques et peuvent représenter un danger pour le consommateur et des nuisances pour 
l’environnement. Dans le cadre de cette thèse, les teneurs en α-solanine et α-chaconine dans la 
chaire de pomme de terre verdie, en germination ou en décomposition retrouvées sur les 
marchés d’Abidjan (Côte d'Ivoire) ont été analysées. Les résultats ont montré que la chaire 
des pommes de terre verdies, en germination ou en décomposition contient des quantités 
élevées de solanine et de chaconine, dépassant 2 à 5 fois la limite recommandée. Les teneurs 
vont de 2581 ± 89 mg/kg à 5321 ± 487 mg/kg de matière sèche. Pour des raisons de sécurité 
sanitaire, ces pommes de terre décomposées doivent être proscrites de l’alimentation humaine. 
En revanche, la teneur élevée en glycoalcaloïdes dans ces pommes de terre représente une 
source de solanidine, un précurseur pour la synthèse d'hormones et de composés 
pharmacologiquement actifs, qui mérite d’être exploitée. Dans cet objectif, nous avons 
développé une méthode chimio-enzymatique simple, comprenant un traitement acide partiel 
suivi d’une hydrolyse enzymatique par la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
afin de détoxifier ces composés et produire la solanidine. Cette méthode a permis de produire 
0,08 µmol de solanidine à partir d’un µmol de chaconine. L’enzyme (β-D-glucopyranoside 
glucohydrolase, E.C. 3.2.1.21) a été purifiée à partir de broyats de blattes entières et son gène 
a été isolé à partir d’une librairie génomique de cDNA. Elle appartient à la famille 1 des 
glycoside hydrolases (GH1). Le gène a été sous cloné dans un baculovirus et surexprimé dans 
les cellules d'insectes. L'enzyme recombinante purifiée présente une masse moléculaire de 55 
kDa, un pH optimum d’hydrolyse de 4,6 et une température optimale de 55°C. Les paramètres 
cinétiques et thermodynamiques ont été également déterminés. La caractérisation 
fonctionnelle de cette enzyme a montré que la protéine recombinante purifiée hydrolyse à la 
fois des glycosyl β-glycosides et des aryl β-glycosides ; cette enzyme appartient donc à la 
première classe des β-glycosidases. 
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pomme de terre (Solanum tuberosum L) 
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Abstrat 
A potato, the most widely consumed vegetables in the world belongs to the Solanaceae family 
and produce glycoalkaloids as most plants of this family. The principal glycoalkaloids in 
potato tubers, α-chaconine and α-solanine are produced in greater quantities when potato 
tubers are exposed to light and are subject to deteriorations. These compounds are toxic and 
can represent a real danger for the consumer and the environment where they are discharged 
during their degradation. In this work, the estimation of glycoalkaloids in the flesh of different 
types of decayed potatoes usually found in different market places of Abidjan (Ivory Coast) 
was evaluated. The results showed that turned green and also sprouting or rotting potato flesh 
contain high amounts of toxic solanine and chaconine, exceeding by 2 to 5-fold the 
recommended limit, and ranging from 2581 ± 89 mg/kg to 5321 ± 487 mg/kg of dry weight 
potato flesh. For safety consideration, these decayed potatoes should be systematically set 
aside. The accumulation of α-chaconine and solanine in potatoes can be seen as an attractive 
source of solanidine that is an important precursor for hormone synthesis and some 
pharmacologically active compounds. To this end, we proposed herein a simple chemo-
enzymatic protocol comprising a partial acidic hydrolysis followed by an enzymatic treatment 
with the β-glycosidase from Periplaneta americana allowing the efficient conversion of α-
chaconine to solanidine. This method has allowed to produce 0.08 µmol of solaninidine from 
one µmol of chaconine. The enzyme (β-D-glucopyranoside glucohydrolase, E.C. 3.2.1.21) 
was purified from whole homogenates of cockroaches and the gene was isolated from a 
genomic library of cDNA. This enzyme belongs to the family 1 of glycoside-hydrolases 
(GH1) was cloned and expressed functionally in baculovirus-infected insect cells. The 
purified recombinant enzyme had a molecular mass of 55 kDa. The optimal pH was 4,6 while 
the optimum temperature is 55°C. Kinetic and thermodynamic parameters were also 
determined. Functional characterization through demonstrated that purified recombinant 
protein hydrolyzed hydrolyse both glycosyl β-glycosides and aryl β-glycosides. These results 
indicate that β-glycosidase from Periplaneta americana belongs to the first class of β-
glycosidases. 
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INTRODUCTION GENERALE 

Les plantes possèdent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites 

primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés diffèrent en fonction 

des espèces et, bien que leurs rôles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils 

interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui 

l'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec 

les organismes vivants, tels que parasites, pathogènes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs 

et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu à une extrême diversification des 

composés secondaires. On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands 

groupes: parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpènes et stéroïdes et les composés 

azotés dont les alcaloïdes. Chacune de ces classes renferme une très grande diversité de 

composés qui possèdent une très large gamme d'activités en biologie humaine. Si leur rôle 

écologique reste encore à préciser, leur utilisation par l’homme dans de nombreuses 

préparations thérapeutiques est très largement répandue. En effet, ces substances toxiques 

possèdent, parfois à faible dose, des propriétés médicamenteuses et peuvent être utilisées à 

des fins thérapeutiques (Vronen 2003). Les molécules naturelles responsables de ces activités 

servent aujourd'hui de modèle à la créativité des chimistes et biochimistes qui tentent d'en 

améliorer les activités ou d'en diminuer les effets secondaires et la toxicité. Parmi ces 

molécules, se trouvent les glycoalcaloïdes (GA) qui sont des molécules naturelles appartenant 

à la classe des alcaloïdes métabolisés exclusivement par les plantes. Bien que certaines de ces 

molécules puissent être isolées des plantes de la famille des Liliaceae, on les trouve 

essentiellement dans la famille des Solanaceae comprenant des espèces alimentaires telles que 

la pomme de terre, l'aubergine ou la tomate. Les GA de la pomme de terre sont 

majoritairement représentés (90 à 95%) par deux composés : l’α-solanine et l’α-chaconine 

(Friedman and McDonald 1997). Ces molécules, synthétisées au cours du métabolisme 

secondaire de la pomme de terre, sont des hétérosides constitués d’une génine stéroïdique en 

C27 appelée solanidine substituée par un trisaccharide. Elles constituent, pour la pomme de 

terre, un moyen de défense contre diverses agressions (insectes, champignon, virus etc.…) 

(Jadhav, Sharma, and Salunkhe 1981; Tingey 1984; Sarquís et al. 2000). Chez l’homme, 

elles peuvent être responsables de graves intoxications alimentaires et exercent une activité 

cytotoxique. Plusieurs études ont en effet montré qu’elles provoquent la lyse de la cellule et 

inhibent les transports membranaires (Bushway, Savage, and Ferguson 1987). De plus, elles 

ont aussi la capacité d'inhiber deux enzymes essentielles à la transmission nerveuse, 
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l'acétylcholinestérase (AChe) et la butyrylcholinestérase (BuChe). Différents effets 

toxicologiques, embryotoxiques, tératogènes ou genotoxiques des GA ont ainsi été révélés 

tant sur le plan expérimental (Crawford and Myhr 1995; Friedman, Rayburn, and Bantle 

1991; Langkilde et al. 2012; Crawford and Kocan 1993), que sur le plan clinique (Benilova 

et al. 2006; Hellenäs et al. 1992; McGehee et al. 2000; Roddick, Weissenberg, and 

Leonard 2001). Compte tenu des propriétés toxiques des GA, les taux de ces substances  ont 

été réglementés par le comité FAO/WHO (FAO/WHO 1999; Slanina 1990). La limite de 

sécurité a été fixée à 200 mg/kg de matière fraiche, dose considérée comme non toxique pour 

l’homme. Cependant, la biosynthèse des GA est rapidement stimulée par des facteurs 

environnementaux tels que l’exposition à la lumière, les blessures mécaniques, la température 

de stockage et les différents traitements post-récolte. Il a été montré, en effet, que cela 

entrainait une forte augmentation de la teneur en GA de différents cultivars de pomme de terre 

(Dale et al. 1993; Percival 1999; Percival and Dixon 1996; Machado, Toledo, and Garcia 

2007; Petersson et al. 2013). Ces pommes de terre contenant de fortes teneurs en GA doivent 

être proscrites de l’alimentation humaine et la gestion de ces déchets représente un enjeu à la 

fois environnemental, économique et réglementaire. : La solanidine, partie aglycone de l’α-

solanine et l’α-chaconine, est un précurseur de la synthèse de nombreuses molécules d’intérêt 

thérapeutique (Vronen, Koval, and Groot 2003). L’hydrolyse des motifs saccharidiques 

pourraient ouvrir la voie à de nouvelles voies de production de la solanidine tout en 

protégeant l’environnement. Plusieurs tentatives d’élimination de cette fraction osidique ont 

été explorées (Attoumbré, Giordanengo, and Baltora-Rosset 2013; Filadelfi and Zitnak 

1983; Jensen et al. 2009; Nikolic and Stankovic 2005; Nikolic and Stankovic 2003; Oda et 

al. 2002) et il ressort qu’à ce jour aucune des méthodes développées n’est parvenue de façon 

efficace à l’hydrolyse de cette fraction glucidique. Dans le présent travail, l’objectif est 

d’extraire et évaluer la teneur en α-solanine et α-chaconine dans les pommes de terre en 

décomposition, prélevées sur différents marchés d’Abidjan et aussi de développer un nouveau 

procédé d’obtention de la solanidine employant une β glycosidase issue de la blatte. En effet, 

les plantes ont, à l’origine, produit ces métabolites secondaires pour se défendre contre 

différents prédateurs comme les insectes. Ces derniers ont, à leur tour, développé une 

machinerie enzymatique permettant de se protéger des toxines impliquées dans le mécanisme 

de défense de la plante dont ils se nourrissent (Vanetten et al. 1994). Parmi les enzymes 

retrouvées chez les insectes et qui sont impliquées dans l’hydrolyse de ces composés, se 

trouvent les β glycosidases qui appartiennent à la famille 1 des glycoside hydrolases (GH1). 

Ainsi, ce projet de thèse se situe dans le cadre du développement de bioprocédés visant i) à 
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préserver l’environnement au travers du recyclage de bio-ressources naturelles (pommes de 

terre en décomposition) en molécules bioactives à visées thérapeutiques et ii) à valoriser 

d’autres bio-ressources naturelles (enzymes digestives de la blatte).  

Le manuscrit de thèse s’organise en cinq chapitres. 

Dans une première partie, les bases bibliographiques, sur lesquelles s’est construit le projet de 

recherche, seront exposées. 

Le chapitre II décrira le matériel et les méthodes utilisés pour l’accomplissement des 

expériences conduites, comprenant les techniques de biologie moléculaire, les techniques de 

production, purification et caractérisation de la β-glycosidase native et recombinantes, les 

techniques d’extraction des glycoalcaloïdes et enfin les techniques analytiques. 

Les chapitres III, IV, V et VI décriront les résultats obtenus. 

Le chapitre III présentera les modes de production et purification de la β-glycosidase native 

de la blatte Periplaneta americana. Le chapitre IV exposera la stratégie de clonage du gène 

codant pour cette enzyme et les principales caractéristiques biochimiques de l’enzyme. Le 

chapitre V sera dédiée à l’étude de la stabilité de la -glycosidase native et recombinante. 

Enfin, le dernier chapitre exposera le procédé que nous avons développé pour la production de 

solanidine à partir de déchets de pommes de terre.  

Le manuscrit s’achèvera par une conclusion sur l’étude réalisée et par les perspectives qui 

peuvent en être dégagées. 
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Chapitre I: Synthèse bibliographique 

I-Généralité sur les blattes 

1-1-Origine 

Les blattes sont encore appelées cafards, cancrelats ou coquerelles. Elles sont apparues sur 

terre il y a environ 400 millions d'années, et leur aspect a peu évolué depuis 320 millions 

d'années. Les fossiles indiquent qu'elles proliféraient au Carbonifère, ère de leur apparition 

(Lo et al. 2000). Toutes ces espèces sont plus ou moins cosmopolites et ont colonisé de 

nombreux pays, à la faveur des transports et des échanges commerciaux internationaux. Les 

transports maritimes sont à l'origine de l'infestation des grandes zones portuaires, et des villes 

avoisinantes, par les blattes (Arruda et al. 2001). Plusieurs milliers d’espèces de blattes sont 

connues de par le monde, mais la plupart d'entre-elles habitent les zones équatoriales et 

tropicales car ces insectes affectionnent tout particulièrement la chaleur et l'humidité 

(Grandcolas 1998).  

1-2- Morphologie 
 

Les 4000 espèces de blattes réparties autour de la planète varient selon la forme, la couleur et 

la taille (Roth 2003). Les blattes sont des insectes au corps aplati et ovale. La tête, très mobile 

est presque entièrement cachée sous une partie du thorax en forme de bouclier, appelée 

pronotum. Elle porte deux antennes filiformes, très mobiles et flexibles, souvent aussi longues 

que le corps. Les blattes ont deux grands yeux composés et parfois deux ocelles. Leurs pièces 

buccales sont de type broyeur. Elles comprennent une paire de robustes mandibules fortement 

dentées. Au thorax sont rattachées trois paires de pattes semblables, robustes, épineuses et 

bien adaptées à la course (Grandcolas 1996). Les blattes ont généralement deux paires 

d'ailes, fixées au thorax et posées à plat sur l'abdomen, se chevauchant largement. Les ailes 

antérieures sont légèrement épaissies et recouvrent les ailes postérieures. Elles sont souvent 

plus courtes chez la femelle que chez le mâle. Les ailes sont réduites ou absentes chez 

quelques espèces. L'abdomen porte deux courts appendices plus ou moins développés, 

appelés cerques. Chez la femelle, il se termine par un ovipositeur, mais celui-ci est peu ou pas 

visible (Hui et al. 2009). 
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1-3-Cycle de vie 
 

Les blattes sont des insectes à métamorphose incomplète. Les jeunes ressemblent aux adultes, 

mais ils sont dépourvus d'ailes à leur naissance (Grandcolas 1999). Chez plusieurs espèces de 

blattes, une parade nuptiale précède l'accouplement. Le contact entre les deux partenaires 

s'effectue à l'aide des antennes. Le mâle tapote parfois le corps de la femelle avec ses 

antennes. Il se retourne ensuite, soulève ses ailes, les fait vibrer et allonge son abdomen. Cet 

étirement expose les ouvertures de deux glandes dorsales qui sécrètent une substance spéciale. 

La femelle lèche cette sécrétion. Puis le mâle recule sous la femelle et pousse son pénis dans 

son ouverture génitale. Sans quitter sa partenaire, le mâle effectue alors une rotation de 180° 

(Grandcolas 1999). Les deux insectes restent ainsi attachés par l'extrémité de leur abdomen 

pendant environ une heure, la semence du mâle passant dans le corps de la femelle. Au cours 

des jours suivants, la génération future se prépare dans le corps de la femelle (Grandcolas 

1991; Gautier 1982; Bell, Gorton, and Tourtellot 1979). Quelques dizaines d'œufs sont 

regroupés sur deux rangées à l'intérieur d'une capsule protectrice. Cette coque aux parois 

rigides porte le nom d'oothèque. D'abord blanchâtre, l'oothèque tourne ensuite au brun. La 

majorité des larves éclosent moins de 24 heures après le dépôt de l’oothèque. Selon les 

espèces, les larves subissent entre quatre et quinze mues avant de devenir adulte, avec parfois 

une mue supplémentaire pour la femelle. Après chaque mue, le corps de l'insecte est mou et 

blanchâtre. Au fur et à mesure que les heures passent, le squelette externe durcit et prend la 

couleur caractéristique de l'espèce. Selon les espèces, il faut de 2 à 24 mois aux blattes pour 

atteindre la maturité. Chez l’adulte,  la largeur du corps est au maximum de 10 mm et sa 

longueur varie entre 35 et 50 mm (Grandcolas 1999). 

1-4-Habitat 

La blatte a une distribution cosmopolite, la grande majorité des espèces de blattes vit dans la 

nature, sous les débris, les pierres, les feuilles, les écorces ou les troncs d'arbres couchés au 

sol ainsi que dans les fissures des rochers. Les espèces domestiques habitent les maisons, les 

entrepôts, les commerces et tout autre endroit où elles trouvent suffisamment d'humidité et de 

nourriture (caves, égouts, sous-sols, chaufferie). Sous les tropiques, les milieux de vie des 

blattes sont beaucoup plus variés (cavernes, nids de fourmis ou de rongeurs, tronc et feuillage 

des arbres, etc.) (Grandcolas 1998). 
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1-5-Alimentation et rôle écologique  
 

Les blattes sont des insectes omnivores. Elles peuvent manger de la matière végétale en 

décomposition, du papier ainsi que des animaux morts ou des restes de table. En général, les 

blattes semblent préférer les hydrates de carbones (Hui et al. 2009). Elles sont 

particulièrement attirées par la viande, les produits laitiers, les aliments sucrés et amylacés 

(amidon), mais elles s'alimentent aussi de légumes, fruits, cuir, tissus, cartons, plastiques, 

insectes morts ou vivants, terreau, aliments pour animaux, cheveux, tissus et papier surtout 

celui enduit de pâte ou de colle. Les blattes sont particulièrement abondantes et diversifiées 

dans les régions tropicales et subtropicales (Arruda et al. 2001). Elles jouent un rôle 

important de décomposeurs dans la nature. En effet, en se nourrissant de végétaux et 

d'animaux morts, elles participent ainsi au recyclage rapide de la matière organique (Wileyto 

and Boush 1984).  

1-6-Généralités sur la blatte Periplaneta americana 
 

Les blattes constituent l’ordre des Blattopteres (Blattaria) d’après les classifications 

phylogénétiques récentes (Bell, Gorton, and Tourtellot 1979). Elles appartenaient 

auparavant à l’ordre des Dictyoptères. La blatte américaine a pour nom commun Cancrelat 

américain et pour nom scientifique Periplaneta americana (Linnaeus). Elle a été découverte 

aux Etats-Unis d’Amérique dès 1625 (Roth 2003). Sa classification se présente comme suit: 

- Règne: Animal 

- Embranchement: Arthropodes 

- Sous embranchement: Antennates 

- Classe: Insectes 

- Sous-classe: Ptérigotes 

- Groupe: Néoptères 

- Ordre: Blattaria 

- Famille: Blattidae 

- Genre: Periplaneta 

- Espèce: americana 

La blatte Periplaneta americana adulte à une coloration brune rouge luisant avec une tâche 

jaune pâle sur le pronotum et possède une paire de cerques à l’extrémité de l’abdomen. Chez 

l’adulte, la largeur du corps est au maximum de 10 mm et sa longueur varie entre 35 et 50 
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mm. Avec les étapes de vie plus jeune incluses (larve et jeune blatte) la durée de vie de la 

blatte varie entre 1 à 2 ans selon les conditions environnementales (Grandcolas 1996). Cette 

blatte représente le plus grand des cancrelats qui infestent les maisons. Elle possède des ailes 

entièrement développées et des inscriptions de lumière sur le thorax (Wall and Oschman., 

1975). Les deux sexes (mâle et femelle) sont presque identiques dans la taille et l’aspect. La 

femelle a un abdomen plus large que le mâle. Cependant, seul le mâle a un cerci et les stylets 

(figure 1). Les ailes du mâle se prolongent de 4 à 8 mm au-dessus de l’extrémité de 

l’abdomen alors que chez la femelle, elles sont égales (Grandcolas 1996). Comme tous les 

cancrelats, les œufs de Periplaneta americana sont pondus dans une caisse d’œufs appelée 

oothèque. Chaque oothèque contient environ 12 à 16 œufs (Fox 2006). La caisse d’œufs est 

habituellement cachée dans une crevasse où les œufs se développeront pendant 1 à 2 mois. 

Une femelle simple peut produire environ 12 à 24 caisses d’œufs durant des mois d’été 

chauds. Les larves subissent 13 mues pendant 6 à 12 mois avant qu’elles n’atteignent la 

maturité (Ramos et al. 2006). 

                        

 

II- Les glycoside hydrolases 

 

2-1-Généralités  

Les glycosides hydrolases encore appelées glycosidases catalysent aussi bien l’hydrolyse des 

polysaccharides, des saccharides que les liaisons osidiques des glycoconjugués. Cette 

hydrolyse permet la libération de molécules non saccharidiques, de monosaccharides ou 

Figure 1: Description anatomique d’un mâle adulte 
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d’oligosaccharides de plus faible poids moléculaire. Elles sont scindées en deux groupes selon 

leur spécificité d’action: les -glycosidases et les β-glycosidases selon qu’elles hydrolysent 

les liaisons osidiques  ou β. C’est sans doute la propriété la plus caractéristique des 

glycosidases car si ces enzymes sont peu spécifiques de la partie aglycone du substrat, elles 

sont toutefois très spécifiques de l’anomérie de la liaison osidique. Selon leur mode 

d’intervention, elles sont soit des endo ou des exo-glycosidases à l’intérieur de ces deux 

grands groupes. Les premières interviennent au niveau des liaisons osidiques au hasard à 

l’intérieur des chaînes polysaccharidiques, tandis que les secondes attaquent les chaînes 

polysaccharidiques à partir de leurs extrémités non réductrices. Les glycosidases catalysent 

les réactions d’hydrolyse et de transglycosylation (Crout and Vic 1998). 

2-2-Réactions catalysées par les glycoside hydrolases 
 

2-1-1-Réactions d’hydrolyse 
 

La catalyse des réactions d’hydrolyse d’oligosaccharides ou de glycoconjugués représente le 

premier rôle des glycosidases (figure 2).  

 
 
  H2O    + 

 

 

 

2-1-2-Réactions de synthèses enzymatiques de glycoconjugués 

Les étapes de la catalyse enzymatique étant le plus souvent réversibles, il est possible 

d’utiliser les glycosidases pour catalyser la synthèse de la liaison osidique. Ainsi, deux 

approches pour l’obtention de glycoconjugués par les glycosidases sont possibles. La 

première est la réaction de synthèse, contrôlée thermodynamiquement et la seconde est la 

réaction de transglycosylation, contrôlée cinétiquement (McCarter and Withers 1994). 

2-1-2-1-Réactions de synthèse 

Dans cette réaction, l’enzyme utilise le monosaccharide libre comme substrat. C’est la 

réaction inverse de l’hydrolyse (figure 3). 

O

O R

Glycosidase
O

O H ROH+

 

Figure 2: Schéma général de la réaction d'hydrolyse catalysée par les glycosidases. 
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L’équilibre de la réaction est généralement en faveur de la réaction d’hydrolyse, ce qui fait 

que les rendements de synthèse sont souvent très faibles (environ 10%). Il est possible de 

déplacer cet équilibre vers la réaction de synthèse en diminuant l’activité de l’eau, ou en 

éliminant le produit de la réaction au fur et à mesure de sa synthèse. Malgré tout, les 

rendements demeurent faibles (Ajisaka, Nishida, and Fujimoto 1987).  

 

2-1-2-2-Réactions de transglycosylation 
 

C’est une approche cinétique de la synthèse enzymatique de la liaison osidique. Dans ce cas, 

le transfert du résidu glycosyle ne se fait plus sur une molécule d’eau mais sur un accepteur 

nucléophile autre que l’eau (R’OH, figure 4). 

 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

L’enzyme pouvant à la fois catalyser l’hydrolyse du substrat mais aussi l’hydrolyse du produit 

de transglycosylation, une compétition s’installe entre ces deux réactions. Généralement les 

rendements sont bien meilleurs en transglycosylation qu’en synthèse contrôlée (30 à 50 %) 

(Sinnott 1990). Cependant, la transglycosylation dépend outre de la qualité et de la 

concentration du donneur, mais aussi de l’accepteur nucléophile ajouté dans le milieu. Ainsi, 

l’utilisation d’une grande quantité de solvant organique dans le milieu réactionnel s’avère être 
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Figure 3: Schéma général de la réaction de synthèse catalysée par les glycosidases 

Figure 4: Schéma global de la compétition entre transglycosylation (1) et hydrolyse (2) 
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une approche pour limiter l’apport en eau; la transglycosylation s’effectuant pour des teneurs 

en solvant organique comprises entre 50 et 95%. Malgré les différentes approches utilisées, le 

rendement en transglycosylation de la réaction dépend essentiellement de la source 

enzymatique utilisée (Sinnott 1990). 

2-3-Mécanismes d’action 

L’hydrolyse enzymatique de la liaison glycosidique par les glycosidases peut avoir lieu selon 

deux mécanismes catalytiques aboutissant à la libération 

-Soit d’un glucide ayant un carbone anomérique de même configuration que celui du 

substrat, on parlera alors d’un mécanisme avec rétention de configuration 

 -Soit d’un glucide ayant une configuration anomérique inverse de celle du substrat, on 

parlera alors d’un mécanisme avec inversion de configuration. Ces mécanismes mettent le 

plus souvent en jeu deux groupements carboxyliques clés provenant de résidus glutamate ou 

aspartate du site actif de l’enzyme dont les rôles et les positions relatives diffèrent dans les 

deux cas (Koshland 1953). 

 

                        2-3-1-Mécanisme avec inversion de configuration 
 

Ce mécanisme correspond à une substitution nucléophile. L'un des groupements 

carboxyliques permet le départ de l'aglycone par son rôle de catalyseur acide (HA), tandis que 

l'autre sous forme de carboxylate déprotone (B-) l'eau pour favoriser l’attaque nucléophile sur 

le carbone anomérique, selon un processus de catalyse acide-base générale. Cette réaction 

s'effectue en passant par un état de transition dont la structure est proche de celle d'un cation 

oxocarbénium (Figure 5). Dans ce cas, les deux groupements carboxyliques doivent être 

suffisamment éloignés pour permettre l'insertion du substrat et de la molécule d'eau. En effet, 

pour ce type de glycosidases, une distance moyenne de 10,5 Å entre les deux acides aminés a 

été mise en évidence (Sinnott 1990; Davies and Henrissat 1995; McCarter and Withers 

1994). 
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Figure 5:Mécanisme de réaction des glycosidases agissant par inversion de configuration 

(Withers and Aebersold 1995) 

 

                        2-3-2-Mécanisme avec rétention de configuration 
 

Les enzymes agissant selon un mécanisme de rétention de la configuration du carbone 

anomérique, libèrent un produit dont la stéréochimie du carbone anomérique est la même que 

celle du substrat après deux inversions successives au niveau du carbone anomérique du 

substrat et implique le passage par un intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. Deux 

groupements acides carboxyliques jouent également un rôle clé dans la catalyse.  Ainsi, l’un 

d’eux joue le rôle de nucléophile permettant l’attaque du carbone anomérique du substrat et la 

formation d’un intermédiaire glycosyl-enzyme covalent tandis que l’autre intervient comme 

un acide puis comme une base,  (McCarter and Withers 1994; Davies and Henrissat 1995) 

(Figure 6). Ces groupements carboxyliques sont situés de chaque côté du plan de l’unité 

glucidique. L’un agit comme donneur de proton (HA), l’autre comme nucléophile (noté B-). 

Le groupement -OR est protoné par le résidu HA tandis que le deuxième résidu, B-, intervient 

pour réaliser la substitution nucléophile et former l’intermédiaire glycosyl-enzyme de 

configuration inverse à celle du substrat initial via un état de transition de type oxocarbénium. 

L’aglycone est libéré sort du site actif. La dé-glycosylation de l’enzyme se produit ensuite 

selon un processus inverse.  Dans la réaction d’hydrolyse, la base conjuguée du catalyseur 

acide-base HA déprotone l’eau, permettant l’attaque nucléophile du glycosyl-enzyme et la 

libération de la partie glycone  de configuration similaire à celle du substrat initial. Lorsque 
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l’intermédiaire glycosyl-enzyme est attaqué par un accepteur hydroxylé (par exemple un 

sucre, polyol etc…) activé par le catalyseur acide-base, la réaction catalysée est alors une 

réaction de transglycosylation. Les deux états de transition sont très semblables et de type 

oxocarbénium (Withers and Aebersold 1995; Sinnott 1990; Davies and Henrissat 1995; 

Yip and Withers 2004). Dans ce mécanisme c’est la distance plus courte entre les deux 

acides carboxyliques (0,55 nm) qui permettrait une attaque directe de l’acide carboxylique 

jouant le rôle de nucléophile sur le carbone anomérique du substrat. 

 

 

            Figure 6: Mécanisme de réaction des glycosidases agissant par rétention de    

                                   configuration (Withers and Aebersold 1995).  

 

La connaissance des mécanismes, et donc des états de transition impliqués dans les réactions 

catalysées par des enzymes, est fondamentale. Dans le cas des glycosidases, l’état de 

transition est similaire quel que soit le mécanisme mis en jeu, et il est généralement représenté 

de la manière suivant: 

 

1 

2 
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Deux caractéristiques essentielles peuvent être retenues: le passage par un intermédiaire 

portant une charge positive partagée entre le carbone anomérique et l’oxygène endocyclique, 

ce qui implique la présence d’une liaison à caractère sp2 entre ces deux atomes. L’état de 

transition possèderait alors une structure proche d’un ion oxocarbénium (Figure 7). Une 

distorsion du cycle du substrat fixé dans le site actif par rapport à l’état fondamental de la 

molécule. Une telle distorsion faciliterait le passage de l’état de transition à l’intermédiaire 

cationique. Elle permettrait le recouvrement des orbitales pour la formation de l'ion 

oxocarbénium et/ou diminuerait des interactions stériques défavorables lors de l'attaque par le 

nucléophile. 

 

 2-4-Classification des glycoside-hydrolases 
 

                        2-4-1-Classification traditionnelle 
 

Dans la nomenclature de l'Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire 

(IUB-MB) basée sur le type de réaction catalysée et la spécificité de substrat, les glycoside 

hydrolases possèdent un numéro du type EC 3.2.1.x. Les trois premiers chiffres indiquent 

qu'elles hydrolysent des liaisons O-glycosidiques, le dernier (x) est variable et dépend du 

substrat transformé. Selon cette classification, les β glucosidases appartiennent à la famille 

des enzymes qui catalysent les réactions d’hydrolyse, (Hydrolases, 3- - -) des composés 

glycosylés, (Glycosidases, 3 2 - -) liés par un atome d’oxygène, (o-glycosidases, 3 2 1 -) dont 

le résidu de base du glycone est le D-glucose. Les β-glucosidases sont alors identifiées par EC 

3. 2. 1. 21 (Sarry 2001). Cette classification systématique permet de nommer précisément la 

spécificité de substrat d'une enzyme et possède en outre, l'avantage de pouvoir classer 

rapidement une enzyme. Cependant, ce système ne tient pas compte des similarités de 

Figure 7: Modèle général de l’état de transition 
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séquence protéique et donc de la structure tridimensionnelle. De plus, cette classification n'est 

pas systématique quant au mécanisme d'action des enzymes. Elle paraît mal adaptée aux 

glycosidases qui peuvent agir sur différents substrats et ne prennent que partiellement en 

compte les mécanismes d’action catalytique et les liens de parentés entre enzymes, reflétés 

par les homologies entre séquences et structures (Fourage 2000). Ces raisons ont amené 

Bernard Henrissat, à chercher une autre alternative pour classifier ces enzymes, basée sur la 

similarité de séquences. Les séquences ayant une forte similarité entre elles sont classées dans 

la même famille (Henrissat 1991; Henrissat and Bairoch 1993, 1996; Henrissat and 

Davies 1997).  

 

2-4-2-Classification selon les similarités de séquences 
 

Les polysaccharides sont la principale forme de stockage de glucides, dont l’oxydation permet 

de récupérer de l’énergie. Ils entrent aussi dans la composition d’éléments de structures de la 

plupart des organismes; le peptidoglycane des bactéries, la carapace chitineuse des insectes, la 

paroi cellulaire des plantes, etc… Une hydrolyse sélective des liaisons glucosidiques est donc 

nécessaire pour récupérer l’énergie via différentes voies oxydatives et libérer des monomères 

pour construire des parois cellulaires. Les enzymes qui modifient, créent ou lysent les liaisons 

glucosidiques des polysaccharides sont désignées sous le terme «Carbohydrate-Active 

Enzymes, ou CAZymes». La diversité des "carbohydrates" entraîne donc une grande diversité 

de glycoside hydrolases, GH dégradant les glucides par hydrolyse. Ces enzymes sont 

retrouvées chez des organismes provenant de tous les domaines: virus, eubactéries, 

archéobactéries et eucaryotes, et sont impliquées dans de nombreuses voies métaboliques. 

Depuis 1998 la base de données en ligne CAZy (URL: http://www.cazy.org/) répertorie et 

organise les CAZymes. Cette base de données regroupe les CAZymes en 4 classes: les 

Glycoside Hydrolases (GH), les Glycosyltransférases (GT) (Coutinho et al. 2003), les 

Polysaccharide Lyases (PL) et les Carbohydrate Estérases (CE) (Henrissat 1991). Elle 

recense également les Carbohydrates Binding Modules (CBM) qui ne présentent pas 

d’activité catalytique mais sont des domaines protéiques ayant des propriétés d’adhésion aux 

oligosaccharides. Pour chacune de ces classes, il existe une subdivision en familles basée sur 

des enzymes caractérisées biochimiquement auxquelles sont adjointes des protéines avec 

lesquelles elles partagent une homologie de séquence significative (Cantarel et al. 2009). 
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Cette classification répartie les enzymes et les protéines ayant des relations structurales ou 

mécanistiques apparentées selon trois niveaux: 

1) Le repliement, car toutes les protéines ayant un repliement similaire sont susceptibles de 

descendre d’un ancêtre commun. 

2) Le ‘clan’, qui regroupe des familles possédant un même repliement et une machinerie 

catalytique identique, c’est-à-dire les mêmes résidus catalytiques sur les mêmes éléments de 

structures (Jenkins et al. 1995; Henrissat and Bairoch 1996). A ce jour, il existe 14 clans 

différents chez les familles de glycoside hydrolases (GH) : GH-A, GH-B, GH-C, GH-D, GH-

E, GH-F, GH-G, GH-H, GH-I, GH-J, GH-K, GH-L, GH-M et GH-N. 

3) La ‘famille’, regroupe des enzymes similaires entre elles, au niveau du module commun 

qui les caractérise. Le repliement d’une protéine étant dépendant de la séquence, les modules 

d’une même famille possèdent donc tous le même repliement, et dans la plupart des cas 

partagent aussi le même mécanisme d’action et avec des résidus catalytiques qui sont 

conservés (Henrissat 2000; Henrissat 1991). À ce jour, 133 familles de glycoside hydrolases 

sont répertoriées dans le site (CAZy) site Web (http://www.cazy.org/Glycoside-

Hydrolases.html). Les β-glucosidases décrites dans la littérature appartiennent aux familles 

GH1, GH3, GH5, GH9 et GH30, (Cantarel et al. 2009; Henrissat 1991; Opassiri et al. 

2007) des glycoside hydrolases. La β-glucosidase de la blatte Periplaneta americana 

appartient à la famille GH1 et au clan GH-A qui possède le plus grand nombre de familles 

comprenant les familles GH1, GH5 et GH30 des β-glucosidases. Beaucoup de ces enzymes 

ont été purifiées et caractérisées, leur structure, leur mécanisme et leur rôle fonctionnel ont été 

largement décrits. 

 

                                 2-4-2-1-Structures des β-glucosidases de la famille GH1 
 

La plupart des enzymes de la famille GH1 hydrolysent différents substrats, mais agissant 

toujours sur des substrats de configuration β, elles sont annotées en tant que β- glycosidases 

(EC 3.2.1.-). On y trouve donc des β-glucosidases (EC 3.2.1.21), des β-galactosidases (EC 

3.2.1.23), des 6-phospho-β-galactosidases (EC 3.2.1.85), des 6-phospho-β-glucosidases (EC 

3.2.1.86), des myrosinases (EC 3.2.1.147), des lactase-phlorizin hydrolases (EC 3.2.1.62) etc. 

La majorité de ces enzymes hydrolysent des liaisons de type O-glycosidique, sauf les 

myrosinases qui hydrolysent des liaisons S-glycosidiques. Les études montrent qu’elles 

présentent un repliement en forme de en tonneau (β/α)8 et qu’elles agissent par un mécanisme 
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de rétention de configuration (figure 8). La base catalytique est un glutamate et le donneur de 

proton un acide glutamique, mais ce dernier est absent chez les myrosinases de plantes et 

serait remplacé par une glutamine (Burmeister et al. 1997). 

           

 

 

 

 

   2-4-2-2-Classification des β-glucosidases selon la spécificité de                             
                                                  Substrat 
 

Les β-glucosidases (glucohydrolases β-D-glucopyranoside, EC 3.2.1.21) catalysent 

l’hydrolyse des liaisons glycosidiques entre un glucose terminal et un aglycone ou un 

glycone, avec libération de D-glucose. Ces enzymes sont retrouvées chez des organismes 

provenant de tous les domaines; virus, eubactéries, archéobactéries et eucaryotes. Elles sont 

impliquées dans de nombreuses voies métaboliques impliquant la conversion de la biomasse, 

la dégradation des glycolipides, la défense chimique, les interactions entre hôte et parasite, la 

modification de certains métabolites secondaires, la lignification, la détoxification des 

aliments etc… Selon la classification E.C basée sur le mécanisme d'action, la structure, et la 

relation avec d'autres glycoside hydrolases les β-glucosidases appartiennent à la famille des 

enzymes qui catalysent les réactions d’hydrolyse, (Hydrolases, 3- - -) des composés 

glycosylés, (Glycosidases, 3 2 - -) liés par un atome d’oxygène, (o-glycosidases, 3 2 1 -) dont 

le résidu de base du glycone est le D-glucose. Les β-glucosidases agissent généralement sur 

de nombreux substrats qui diffèrent les uns des autres par leur partie aglycone (aryle: cycle ou 

alkyle: chaîne) ou glycone (Glc, Gal, Fuc, Xyl) (figure 9). En général, les β-glucosidases de 

Figure 8: Structure et résidus d’acides aminés communs aux GH1 (Zea mays ZmGlu1,  

                 PD code 1E1E)  
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sources différentes présentent une similitude dans leur spécificité pour la partie glycone et se 

distinguent par leur spécificité pour la partie aglycone (qui peut être glycone aussi) du substrat 

(Marana and Terra 2000; Daroit, Aline, and Plinho 2008; Wallecha and Mishra 2003; 

Sarry 2001). L’aglycone est souvent spécifique de l’espèce, c’est pourquoi les β-glucosidases 

sont souvent identifiées par le nom de ce dernier. Par exemple, dans le cas du manioc, on 

parlera d’une linamarase (Mkpong et al. 1990) pour l’avoine d’une avénacosidase (Gus-

Mayer et al. 1994) ou encore de la primevérosidase pour la feuille de thé (Guo et al. 1996). 

Selon la classification internationale basée sur la spécificité de substrat (Terra and Ferreira 

1994), les β-glucosidases sont subdivisées en 3 classes: 

- la première classe (Gly1) comprend les β-glycosidases qui hydrolysent à la fois les 

glycosyl β-glycosides et les aryl (ou alkyl) β-glycosides. Ces enzymes hydrolysent les pNP β-

glycosides, le cellobiose, le lactose etc... Comme exemple de β-glucosidases appartenant à 

cette classe, on retrouve les β-glucosidases de Erinnyisello (Santos 1986) et de 

Rhynchosciara americana (Ferreira and Terra 1983). La β-glucosidase de l’intestin moyen 

d’Erinnyisello hydrolyse les β-D-glucosides, β-D-galactosides et β-D-fucosides. Celle de 

l’intestin moyen de l’insecte Rhynchosciara americana, contrairement aux autres β-

glucosidases de l’intestin moyen des autres insectes, est intégrée dans la partie hydrophobe de 

la membrane cellulaire (C. Ferreira and Terra 1983). Les propriétés cinétiques et le 

mécanisme réactionnel de cette enzyme sont similaires à ceux de la β-glucosidase 

d’Erinnyisello.   

- la deuxième classe (Gly2) comprend les β-glycosidases qui hydrolysent uniquement 

les glycosyl β-glycosides. Ces enzymes hydrolysent seulement les substrats tels que le 

cellobiose et le lactose et sont inactives sur les aryl- oy alkyl-glucosides. C’est le cas des β-

glucosidases des insectes adultes Abracris flavolineata (Marana, Terra, and Ferreira 1995) 

et Sitophilus oryzae (Baker 1992). 

- la troisième classe (Gly3) comprend les β-glycosidases qui hydrolysent uniquement 

les oligosides associés à un groupement aryle (ou alkyle) sont appelées alkyl ou aryl-β-

glycosidases. Le rôle physiologique des Gly1 et Gly3 est d’assurer la digestion des oligo et 

dissaccharides provenant de la dégradation des hémicelluloses tandis que celui de la Gly2 est 

de dégrader les glycolipides. En se référant aux spécificités de substrats, les enzymes de la 

classe 1 et 2 hydrolysent avec efficacité le cellobiose et d’autres disaccharides. Ce sont de 

"vrai" β-glucosidases (E.C 3.2.1.21) (Terra and Ferreira 1994). Elles peuvent encore être 
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appelées cellobiases. Les cellobiases sont des enzymes qui assurent la dégradation du 

cellobiose issu de la dégradation de la cellulose chez quelques insectes ayant une cellulase. 

Chez les insectes, la cellobiase est probablement aussi l’enzyme responsable de la finition de 

la dégradation de l’hémicellulose ou de la partie glucidique des glycoprotéines. Cette 

assertion est beaucoup plus soutenue par le fait que les enzymes de la classe 3 libèrent 

préférentiellement les monosaccharides liés à l’aglycone hydrophobique. Il est donc possible 

que leur substrat naturel soit les glycolipides tels que les glycosyl-céramides. Les β-

glucosidases de la classe 3 des insectes sont donc des glycosylcéramidases (EC 3.2.1.62) 

encore appelées phlozine hydrolases (Leese 1973). Des β-glucosidases d’insectes de la classe 

1 ayant les mêmes caractéristiques cinétiques que celles des classes 2 et 3 ont été observées 

chez les insectes Abracris flavolineata (Marana, Terra, and Ferreira 1995) et Sitophilus 

oryzae (Baker 1992). 
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Figure 9 : structure de quelques substrats hydrolysés par les β-glycosidases (Cairns and 
Esen 2010) 
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2-4-2-3-Déterminants structuraux de la spécificité de substrats des    
             β-glucosidases de la famille GH1 
 

Toutes les β-glucosidases de la famille GH1 ont une structure similaire (Figure 10 A). La 

spécificité de substrat des β-glucosidases est très importante pour la détermination de leurs 

fonctions in vivo, en particulier lorsque plusieurs substrats et plusieurs iso-enzymes existent 

dans le même compartiment cellulaire (Barleben et al. 2007). Un exemple reflétant cette 

situation concerne la strictosidine et la raucaffricine, deux glucoside alcaloïdes, et les β-

glucosidases retrouvées dans le cytoplasme des cellules de Rauvolfia serpentina. En effet, 

deux glucosidases ont été isolées, la première β-glucosidase présente une activité relative 

d’environ 1% vis-à-vis de la strictosidine contre 100 % pour la raucaffricine, son substrat 

naturel, tandis que l’autre β-glucosidase est uniquement active sur la strictosidine et n’a 

aucune activité sur la raucaffricine (Barleben et al. 2007). Des études antérieures sur la β-

glucosidase du maïs et du sorgho ont montré qu'un tryptophane conservé correspondant à 

Trp388 dans la structure de la β-glucosidase active sur la strictosidine et à Trp392 dans la 

structure de la β-glucosidase active sur la raucaffricine, ainsi que des résidus proches dans le 

site actif interviendraient dans la spécificité pour l’aglycone (Czjzek et al. 2000). L’analyse 

de la structure de la β-glucosidase spécifique de la strictosidine montre que la chaîne latérale 

Trp388 est placée dans une position différente de celle observée dans les β-glucosidases du 

maïs, du sorgho ou de la β-glucosidase spécifique de la raucaffricine (Figure 10 B). Cette 

position semble restreindre l'accès au site actif de la β-glucosidase spécifique de la 

strictosidine, de sorte que seule la strictosidine peut y entrer et être hydrolysée. Une mutation 

du Trp392 en Ala dans la β-glucosidase spécifique de la raucaffricine a entrainé une 

augmentation de l'hydrolyse de la strictosidine, tandis que l’hydrolyse de la raucaffricine son 

substrat naturel a baissé, confirmant ainsi l'importance de cette position pour la spécificité de 

substrat. La spécificité de substrat de deux β-glucosidases agissant sur des substrats différents 

dans le même compartiment cellulaire se distingue donc par de légères différences au niveau 

de leur site actif (Barleben et al. 2007). Un autre exemple, la primeverosidase, une enzyme 

de la famille des GH1 qui coupe le disaccharide β-primeverose (β-D-xylosyl-1,6-β-D-

glucose) à partir du primeveroside. Cette enzyme ne possède pas le résidu Trp, très important 

dans la spécificité de l’aglycone comme décrit précédemment (Figure 10 C) (Saino et al. 

2014). Le remplacement à cette position du Trp par la Leu permet l’arrimage d’un plus grand 

nombre de saccharides dans le site actif. Cependant, l’addition d’interactions entre les résidus 

d'acides aminés du site actif et le résidu xylopyranosyle, ainsi que l'interaction de ce résidu 
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avec de l'aglycone, font de la primeverosidase une enzyme spécifique des primeverosides 

(Figure 10 D). Afin d’approfondir l’étude des relations structure-activité des β-glucosidases 

Cairns et al. (2015) se sont intéressés aux β-glucosidases du blé et du seigle, qui hydrolysent 

le 2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-one-2-O-β-D-glucopyranoside (DIBOA glucoside) et le 

2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one-2-O-β-D-glucopyranoside (DIMBOA 

glucoside). Selon ces auteurs, la β-glucosidase du seigle hydrolyse le DIBOA glucoside plus 

efficacement que le DIMBOA glucoside, tandis que la β-glucosidase du blé serait plus 

efficace sur le DIMBOA glucoside. L’analyse du site actif montre que la β-glucosidase du 

seigle présente un site actif plus large en raison de la présence des résidus Gly464 et Ser465 

perpendiculaires au résidu Trp379 (crucial pour la liaison avec l’aglycone) tandis que la β-

glucosidase du blé possède à ces positions les résidus Ser464 et Leu465 (Figure 10 D). Aussi, 

l’analyse du complexe d'un mutant inactif de la β-glucosidase du blé avec le DIMBOA 

glucoside a montré qu'il n'y avait qu'une seule faible interaction hydrophobe entre le groupe 

méthoxy du DIMBOA et la Leu465 (4,8 Å) de l’enzyme. Bien que légère, cette interaction 

pourrait expliquer en partie la plus grande préférence de la β-glucosidase du blé pour le 

DIMBOA-glucoside par rapport à la β-glucosidase du seigle. D’autre part, Chuenchor et al. 

(2011) ont montré que des mutations de Gln187, Arg178 et Trp337 dans le site actif de la β-

glucosidase du riz, n’ont entrainé qu’une toute petite baisse de l’activité tandis qu’une 

mutation de l’Asn245 a entrainé une perte presque totale de cette activité. Ces résultats ont 

amené les auteurs à conclure que les résidus du site actif de cette enzyme, à l’exception de 

l’Asn245 ne sont pas cruciaux pour cette activité mais qu’ils contribuent à faciliter l’arrimage 

des oligosaccharides. A l’issue de ces différentes analyses, il ressort qu'il n'y a pas de règle 

générale pour expliquer la différence dans la spécificité de substrat des β-glucosidases de la 

famille des GH1. 
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Figure 10: Structure du site actif de quelques β-glucosidases de la famille des GH1 en fonction de leur 
spécificité de substrat         
 (A) structure de la β-glucosidase Os3BGlu7 complexé avec la cellopentaose (PDB: 3F5 K). Les hélices α sont indiquées en rouge 
et les brins β en jaune. (B) Complexe enzyme-substrat (β-glucosidase spécifique de la raucaffricine liée à la strictosidine) la 
position du Trp392 placé devant le substrat, empêche ce dernier de rentrer prévenant l’hydrolyse (C) site actif de la 
primeverosidase complexée avec le 2-phenyl-N-(6-O- β-D-xylopyxylopyranosyl-β-D-glucopyranosyl) ethylamidine (D) 
Comparaison des résidus aglycones de benzoxazinone; β-glucosidases provenant du seigle (vert, APB: 3AIU), du blé (vert, APB: 
3AIS) et du maïs (jaune, APB: 1E56). Ces enzymes hydrolysent les mêmes substrats, malgré des différences bien définies entre la 
β-glucosidase du maïs et les deux autres. La β-glucosidase du seigle et du blé ont des préférences bien différentes pour les 
glucosides DIBOA et DIMBOA, malgré leur petite différence seulement au niveau du Ser/Gly464 et Leu/Ser465. (E) 
cellopentaose lié au  site actif de Os3BGlu7 (APB: 3F5 K), principalement grâce à des interactions entre les molécules d’eaux et 
les chaînes latérales aromatiques. Les seules liaisons hydrogène dans le site actif sont  les liaisons avec Asn245 et Glc3 présentés 
en pointillés jaunes (Cairns et al. 2015) 
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   2-4-2-4-Fonction et utilisations des β-glucosidases 
 

Les β-glucosidases sont présentes dans le règne animal, végétal ou microbien. Elles 

interviennent dans les réactions d’hydrolyse du cellobiose et des β-glucosides de forme aryle 

et alkyle (Woodward 1982). Elles ont fait l’objet de nombreuses recherches en raison du rôle 

qu’elles jouent dans le monde vivant et pour les applications biotechnologiques, dont elles 

pourraient faire l’objet. Dans les applications biotechnologiques, les β-glucosidases sont 

surtout utilisées pour la production des boissons de qualité (Mizutani et al. 2002; Maicas 

and Mateo 2005). En effet, l'hydrolyse des précurseurs d'arômes glycosylés et inodores, 

présents dans les vins et les jus de fruit contribue à améliorer la qualité organoleptique de ces 

boissons (Mizutani et al. 2002; Maicas and Mateo 2005). Cette hydrolyse peut être réalisée 

par voie enzymatique et implique alors, l'utilisation de β-glucosidases comme catalyseurs de 

la réaction (Dignum, Kerler, and Verpoorte 2002). Déjà en 1924, Goris avait étudié le mode 

de formation du parfum de la vanille et mis en évidence le rôle de la β-glucosidase. Selon cet 

auteur, cette enzyme est responsable de l’hydrolyse de la glucovanilline en vanilline (Goris 

1924). Sur le plan physiologique, les -glucosidases interviennent dans la modification des 

métabolites secondaires chez les plantes et les insectes. Leur rôle dans ce domaine est lié à la 

nature des aglycones qu’elles libèrent. Chez la plante, une fois libéré, l’aglycone devient actif 

et intervient dans les mécanismes de défense contre des pathogènes et herbivores (libération 

des thiocyanates, terpènes, cyanides…), la croissance cellulaire et l’organisation structurale 

des membranes (Sarry 2001).  

 

   2-4-2-5-Rôle des β-glucosidases dans la modification des métabolites  
                                                 secondaires des plantes 

Les plantes ont développé une large gamme de composés afin de se défendre des différents 

prédateurs comme les insectes qui en retour ont aussi développé une machinerie enzymatique 

afin de se protéger des toxines impliquées dans le mécanisme de défense de la plante 

(Vanetten et al. 1994). Ces toxines sont des glycosides synthétisés au cours du métabolisme 

secondaire chez les plantes. Si certains de ces glycosides comme l’arbutine et la salicyline, 

ont des propriétés thérapeutiques, d’autres peuvent se révéler être de violents poisons. Parmi 

les enzymes retrouvées chez les insectes et qui sont impliquées dans l’hydrolyse des 

glycosides, on retrouve les β glycosidases qui appartiennent à la famille 1 des glycosides 

hydrolases (GH1). Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les gluco-oligosaccharides, les 
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glycosides des végétaux, tels que les cyanogènes β glucosides comprenant la linamarine du 

manioc, la dhurrine du sorgho, la prunasine des cerises et de divers fruits du même genre, les 

alkyl glucosides, les aminoglycosides et divers composés tels que les flavonoïdes, les 

coumarines; les saponines etc… En général, les glycosides inactifs présents dans les plantes 

sont stockés dans la vacuole, tandis que les β-glucosidases se retrouvent souvent dans 

l’apoplaste. L’hydrolyse de ces composés a souvent lieu lorsque les plantes sont agressées. 

Les enzymes sont alors mises en contact de ces substrats et libèrent les formes actives comme 

le montrent les exemples décrits dans la suite de ce paragraphe. La durrhine, et l’amygdaline 

(figure 11) font partie de la famille des glucosides cyanogéniques et sont impliquées dans les 

mécanismes de défense de la plante. L’hydrolyse par des β glucosidases permet de libérer 

l’aglycone qui devient actif (Sibbesen et al. 1994; Bak, Nielsen, and Halkier 1998; Jones, 

Moller, and Hoj 1999). Dans le cas de l’amygdaline, la fraction aglycone correspond au 

benzaldéhyde responsable de l’arôme caractéristique de ces fruits. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fig 3 commentaires  

 

 

 

Les cyanoglucosides non-cyanogènes ont été isolés d’une large variété de plantes et possèdent 

la particularité de ne pas libérer facilement d’acide cyanhydrique, leur groupement nitrile 

n’étant pas porté par le carbone de la liaison glucosidique. Par conséquent, leur hydrolyse 

enzymatique permet le plus souvent d’obtenir l’aglycone seul sans libération de l’acide 

cyanhydrique. Une étude approfondie des propriétés biologiques de la simmondsine 

A B 

Figure 11: Hydrolyse de la dhurrine (A) et de l’amygdaline (B) par les β-glucosidases 
(Morant et al. 2008) 
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(molécule qui inhibe la sensation de faim) menée par Cokelaere et al. (1998) a montré que 

les produits formés par l’action d'une β-glucosidase sur la simmondsine sont de meilleurs 

anti-appétants que la simmondsine elle-même  (figure 12). La sinigrine est un thioglucoside 

que l’on trouve dans les choux de Bruxelles, les brocolis et dans les graines de moutarde 

noire, d’où elle a été isolée sous forme de son sel de potassium. Lorsque ces plantes de la 

famille des Brassicacées sont agressées, une enzyme coupe la partie sucre et libère 

l'isothiocyanate d'allyle (responsable du goût piquant de la moutarde) qui repousse l’animal 

agresseur. La coumarine est une molécule aromatique qui est utilisée dans la composition de 

nombreux parfums (au sens olfactif). Elle est présente sous forme glycoconjuguée chez 

certaines graminées (ex: la flouve odorante), mais c’est lorsque les tissus sont endommagés 

par la coupe que les glycosidases libèrent la coumarine libre qui est à l’origine de l’odeur 

caractéristique de ces composés.  

 

                     

 

 

III-Les glycoalcaloïdes de la pomme de terre  
 

               3-1-La pomme de terre Solanum tuberosum (L.) 
 

La famille des Solanacées comprend environ 2 500 espèces. Le genre Solanum qui regroupe à 

lui seul 1500 à 2000 espèces (soit trois quarts de cette famille) a donné son nom à la famille. 

C’est ce genre qui contient les espèces alimentaires d'une grande importance économique 

telles que la pomme de terre (Solanum tuberosum), la tomate (Solanum lycopersicum), 

l'aubergine (Solanum melongena) et le piment (Capsicum). La pomme de terre Solanum 

tuberosum cultivée dans plus de 125 pays se situe au 3ème rang mondial dans l’industrie et 

l’alimentation humaine après le riz et le blé (Faostat 2015). La Chine occupe la première 

place mondiale dans la production de pommes de terre avec plus de 72 millions de tonnes de 

β-glucosidase 

Figure 12: Hydrolyse de la simmondsine (Cokelaere et al. 1998) 
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pommes de terre produites. L’utilisation de ce tubercule dans le monde selon la FAO se 

répartit comme suit: 64,4% dans l’alimentation humaine, 12,1% pour l’alimentation animale; 

9,9% pour les semences (plants); 6,6% pour les transformations en industrie et 7% dans les 

pertes (faostat 2015). En plus d’être est une bonne source d'hydrates de carbone, la pomme de 

terre contient également des protéines, des vitamines et des minéraux. Ses qualités nutritives 

et sa facilité de culture font qu’elle est devenue l’un des aliments de base de l’humanité 

(Andre et al. 2007; Schieber and Saldaña 2009; Bártová and Bárta 2009; Murniece et al. 

2011). Cependant, la pomme de terre contient des composés toxiques naturels; les 

glycoalcaloïdes, en quantité très variable dépendant notamment de différents facteurs. Il s’agit 

principalement de l’α-chaconine et de l’α-solanine qui proviennent du métabolisme 

secondaire de la pomme de terre. 

 

       3-2-Métabolites secondaires chez les végétaux  

 

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité à produire des substances 

naturelles très diversifiées. En effet, à côté des métabolites primaires classiques (glucides, 

protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits 

«secondaires» dont les fonctions physiologiques ne sont pas toujours évidentes, mais qui 

représentent une source importante de molécules utilisables par l'homme dans des domaines 

aussi différents que la pharmacologie ou l'agroalimentaire (Bourgaud et al. 2001; Schieber 

and Saldaña 2009). Ces molécules sont produites à différents endroits de la cellule, dans des 

parties spécifiques de la plante en fonction du stade de développement, soit durant le 

développement de la plantule, de la fleur, du fruit, de la graine ou durant la période post-

récolte. Chez les végétaux, ces métabolites secondaires exercent une action déterminante dans 

le processus d’adaptation des plantes à leur environnement. Ils participent ainsi, de manière 

très efficace, à la tolérance des végétaux à des stress variés (attaques de pathogènes, 

prédations d’insectes, sécheresse, lumière UV…) (Wink 1988; Maag et al. 2015; 

Pusztahelyi, Holb, and Pacsi 2015). Les métabolites secondaires constituent la fraction la 

plus active des composés chimiques présents chez les végétaux. D’un point de vue appliqué, 

ces molécules constituent la base des principes actifs que l’on retrouve chez les plantes 

médicinales. On estime aujourd’hui qu’environ un tiers des médicaments actuellement sur le 

marché contiennent au moins une telle substance végétale (Al-Ani et al. 2015; Newman and 

Cragg 2012). On distingue classiquement trois grands groupes de métabolites secondaires en 
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fonction de leur nature biochimique et de leur origine biosynthétique: les composés 

phénoliques, les terpénoïdes et les alcaloïdes. Chacun de ces groupes renferme une très grande 

diversité de composés qui possèdent une très large gamme d'activités tant chez la plante qu’en 

biologie humaine (Clifford 2008).  

 

3-2-1-Les alcaloïdes  
 

Cette famille de métabolites secondaires a été particulièrement étudiée du fait des enjeux 

économiques qui y sont associés. En effet, les alcaloïdes forment une grande famille de 

molécules chimiquement hétérogène. Leurs caractéristiques communes sont la présence d’au 

moins un atome d’azote et leur forte activité biologique. L’atome d’azote accepte souvent un 

proton, ce qui leur confère un caractère légèrement basique en solution (d’où leur nom 

d’alcaloïde). Dans leur grande majorité, les alcaloïdes sont hétérocycliques, bien que quelques 

composés azotés aliphatiques (non cycliques) comme la mescaline et la colchicine soient 

parfois classés dans les alcaloïdes. Les alcaloïdes provoquent chez l’homme diverses réponses 

physiologiques parce qu’ils interférent avec les neurotransmetteurs. A forte dose la plupart 

des alcaloïdes sont très toxiques, par contre à faible dose ils peuvent avoir une valeur 

thérapeutique (Roberts 2013). Leurs actions biologiques les placent également au cœur de 

phénomènes d’interactions de défense face aux pressions biotiques (herbivores, 

microorganismes). Il existe une très grande diversité de sous-familles d’alcaloïdes, qui ont été 

classés en fonction de leurs origines biosynthétiques et de la nature des hétérocycles azotés. 

La plupart des alcaloïdes sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, L’ornithine, la 

lysine, l’aspartate, l’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont 

décarboxylés en amines et couplés à d’autres squelettes carbonés (Panchaud et al. 2004; 

Levinson 1976). Les seuls alcaloïdes glycosylés sont les alcaloïdes stéroïdiens; les 

glycoalcaloïdes dont le squelette carboné est dérivé des terpènes. On retrouve ces molécules 

chez les solanacées, avec par exemple la solanine, et la chaconine qui sont des composés 

toxiques présent dans les tubercules la pomme de terre, ou la tomatine impliquée dans la 

résistance de la tomate à certains pathogènes. 
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                      3-2-2-Les glycoalcaloïdes (GA) de la pomme de terre  
 

Les GA de la pomme de terre sont majoritairement représentés (90 à 95%) par deux 

composés ; l’α-solanine et l’α-chaconine. Ces molécules synthétisées au cours du 

métabolisme secondaire de la pomme de terre, sont des hétérosides constitués d’une génine 

stéroïdique en C27 appelée solanidine et d’une partie osidique (figure 13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La glycosylation affecte leurs propriétés biologiques (propriétés pharmacologiques) et leur 

confère des pouvoirs toxiques. Ces molécules constitueraient un moyen de défense pour la 

pomme de terre contre les agressions par les insectes, champignons, virus etc.…) (Jadhav, 

Sharma, and Salunkhe 1981; Tingey 1984; Sarquís et al. 2000). En effet, ces molécules 

surtout la chaconine, compromettent la structure et l'intégrité des cellules des prédateurs et des 

pathogènes. L’action synergique de la chaconine et de la solanine accentue encore la 

dissolution des membranes cellulaires (Kuo, Chao, and Lu 2012; Keukens et al. 1995). Les 

GA peuvent aussi être responsables de graves intoxications alimentaires chez l’homme d’où 

la nécessité de contrôler leur taux depuis la récolte jusqu’à la consommation. En général, on 

trouve les GA dans toutes les parties vertes de la plante; dans les feuilles, les bourgeons, ainsi 

que dans les fruits et les fleurs. La quantité de ces composés est plus ou moins importante 

Figure 13: Structure de l’α-solanine et de l’α-chaconine 
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selon l’organe. Des teneurs élevées sont rencontrées dans les fruits (0,2-1 g/kg), les feuilles 

(0,2-1 g/kg), les fleurs (2-5 g/kg) et surtout les germes (parfois plus de 5 g/kg). Dans des 

conditions normales, les tubercules de pommes de terre fraichement récoltés non pelés n’en 

renferment que de faibles quantités 20-150 mg/kg de masse fraîche pour la plupart des 

variétés (Coxon 1981). Les GA sont concentrés dans la peau des tubercules (300-600 mg/kg) 

et les couches cellulaires sous-jacentes. En outre, certains facteurs induisent une augmentation 

des teneurs en GA, la teneur pouvant ainsi passer de 150 mg/kg de matière fraîche à plus de 

700 mg/kg pour certaines variétés (Tajner-Czopek, Jarych-Szyszka, and Lisińska 2008; 

Percival and Dixon 1996). En effet, la concentration de ces composés dans le tubercule varie 

en fonction de la température et de la luminosité (Percival and Baird 2000; Machado, 

Toledo, and Garcia 2007; Dale et al. 1993). D’autres facteurs peuvent aussi influencer le 

taux de GA total, comme le degré de maturité, certaines pratiques culturales, les conditions de 

conservation, les dommages physiques subis par les tubercules. Le facteur le plus important 

étant le verdissement consécutif à l’exposition à la lumière (Phillips et al. 1996). 

 

                             3-2-2-1-Facteurs influençant les concentrations en GA de la   
                                           pomme de terre                              
 

La variation du taux des GA est d’abord fonction du cultivar de pomme de terre ensuite de 

l’apport en azote, des conditions environnementales (exposition à la lumière, l’humidité, la 

température) de l’état physiologique de la plante, et des blessures mécaniques et biotiques 

subies par la plante (Friedman and McDonald 1997)                                          

a-Le cultivar 
 
Les critères qui définissent la qualité de la pomme de terre selon son champ d'utilisation, sont 

sous la dépendance de plusieurs facteurs, dont en premier la génétique de la plante. Etant 

donné que les cultivars de pomme de terre répondent très différemment aux conditions de 

culture et aux fertilisants avec des durées de croissance différentes, la composition chimique 

des tubercules varie selon le cultivar (Sanford et al. 1992; Sinden, Sanford and Webb 

1984). Il existe des variétés plus riches en GA que d’autres. Compte tenu qu’aujourd’hui 

environ 3000 variétés de pommes de terre sont commercialisées dans le monde, la teneur en 

GA de beaucoup d’entre elles reste toujours inconnue. En outre, les espèces sauvages de 
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pomme de terre contiennent généralement des teneurs plus élevées en GA (Tajner-Czopek, 

Jarych-Szyszka and Lisińska 2008). 

 

b-Les conditions de culture et de récolte 
 
Il est fortement recommandé d'adopter une approche reposant sur une combinaison de moyens 

culturaux et chimiques bien adaptée à chaque type de cultivar afin d’obtenir des pommes de 

terre de qualité. Chez Solanum tuberosum, (cultivar le plus consommé), il faut habituellement 

appliquer de l'azote, du phosphore et du potassium pour obtenir une croissance optimale et 

des tubercules de bonne qualité avec un bon rendement. Ces applications permettent aussi de 

réduire les teneurs en GA (Hepburn and Matthews 1985; Giroux and Royer 2007). En 

général, chez la plupart des cultivars, l'azote est le nutriment dont la carence risque le plus de 

réduire la production de pommes de terre car son apport est indispensable pour assurer le 

grossissement des tubercules. Par contre, un apport excessif peut aussi être néfaste. En effet, il 

a été démontré qu’une dose d'azote plus élevée que la normale augmenterait non seulement la 

teneur en GA des tubercules, car favorisant le développement de la végétation, au détriment 

de la tubérisation tout en diminuant le rendement de la production (des défauts comme les 

cœurs creux et les cœurs bruns) et la densité spécifique des tubercules. La culture de la 

pomme de terre est également fonction des conditions climatiques. Si les conditions de culture 

sont mauvaises ou extrêmes (périodes de pluie fréquentes, sécheresse…), les pommes de terre 

peuvent renfermer plus de GA que d’habitude. On a souvent recours à l'irrigation pour 

contrôler le taux d’humidité, et le buttage afin de protéger les tubercules en développement de 

la lumière. Ces pratiques permettent d’éviter le verdissement qui entraine une augmentation 

du taux de GA, les rendant ainsi impropres à la consommation. Ces procédés facilitent aussi le 

drainage et la récolte (Morris 1966; Ojala, Stark, and Kleinkopf 1990; Oraby, Lachance, 

and Desjardins 2015; Ekelöf et al. 2014; Hussey and Stacey 1984; Giroux and Royer 

2007; Hepburn and Matthews 1985). La récolte doit se faire en évitant les coups et les 

blessures qui sont aussi des facteurs importants dans l’augmentation de la teneur en GA.  

 

c-La maturité 
 
Les tubercules de pomme de terre récoltés prématurément renfermeraient plus de GA que 

lorsqu’ils sont récoltés à maturité. Il a également été montré que pour une même variété, la 
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teneur en GA diminuait avec l’augmentation de taille de la pomme de terre (Papathanasiou, 

Mitchell, and Harvey 1999; Nema et al. 2008; Davies and Blincow 1984). 

 

d-Les conditions de stockage 
 

Pour garantir une pomme de terre de bonne qualité avec peu de GA au moment de la récolte, 

la conservation des tubercules doit être réalisée selon des conditions bien définies de 

température, de lumière et d’humidité. Si les tubercules sont conservés à des températures 

élevées (25°C), la teneur en GA a tendance à augmenter (Machado, Toledo, and Garcia 

2007). Dans le cas de certaines variétés, l’exposition du tubercule à la lumière est responsable 

d’une augmentation importante de la teneur en GA, atteignant parfois des valeurs impropres à 

la consommation. Habituellement, la lumière induit également une augmentation de la teneur 

en chlorophylle, se traduisant par le verdissement du tubercule. Selon plusieurs études, il 

semblerait qu’il n’y ait pas de corrélation entre ces deux phénomènes (Dale et al. 1993; Dao 

and Friedman 1994; Percival, Dixon, and Sword 1996; Percival 1999; Papathanasiou, 

Mitchell, and Harvey 1999; Nema et al. 2008). 

 

                               3-2-2-2-Toxicité des GA de la pomme de terre 
 

De nombreuses études ont été effectuées pour élucider les effets toxicologiques, 

embryotoxiques, tératogènes et genotoxiques des GA. L’intoxication par les GA se manifeste 

dans le cas le moins grave par des maux de tête et des troubles gastro-intestinaux aigus avec 

diarrhée, vomissements et douleurs abdominales. Une intoxication plus sévère peut par 

contre, conduire à des signes d'atteinte neurologique (vertiges, tremblements, perturbations de 

la vue, confusion) et le cas échéant atteinte du système nerveux central pouvant entrainer la 

mort dans certains cas (Hellenäs et al. 1992; Friedman and McDonald 1997; Slanina 

1990). On estime qu'une quantité de 0,4 à 0,6 mg par kg de masse corporelle donne des 

nausées, que 2,5 mg/kg devient toxique et que des valeurs approchant les 3,6 mg/kg donnent 

la mort (Friedman and McDonald 1997; Slanina 1990; Morris and Lee 1984). L’activité 

biologique des GA repose tout d’abord, sur leur capacité à se complexer avec les 3-β-

hydroxystérols membranaires, entrainant une rupture de l’intégrité de la membrane et de ses 

fonctions, ainsi que sur leurs capacités inhibitrices de l'acétylcholinestérase et la 

butyrylcholinestérase. Ces enzymes catalysent l'hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine 
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en choline et acide acétique, une réaction nécessaire pour permettre à un neurone 

cholinergique de revenir à son état de repos après l'activation (Ginzberg et al. 2012; 

Bushway, Savage, and Ferguson 1987; Dibucaine 1996; Benilova et al. 2006; McGehee et 

al. 2000; Roddick, Weissenberg, and Leonard 2001). Les GA contenant le chacotriose 

présentent généralement une forte activité de lyse membranaire contrairement aux GA basés 

sur le solatriose souvent totalement dépourvus d’une telle activité. Ce qui rendrait la 

chaconine plus toxique que la solanine (Roddick, Weissenberg, and Leonard 2001; 

Keukens et al. 1992; Keukens et al. 1995). En revanche, ces deux types de GA montrent des 

propriétés anti-acétylcholinestérasiques similaires (Roddick, Weissenberg, and Leonard 

2001). De nombreuses études ont été effectuées ces dernières années sur divers animaux afin 

d’élucider les effets embryotoxiques et tératogènes (l’induction d’anomalie au niveau du tube 

neural) des GA (Crawford and Kocan 1993; Crawford and Myhr 1995; Moser and 

Rayburn 2007; Friedman, Rayburn, and Bantle 1991; Wang 1993). Dans une 

expérimentation menée par Wang (1993), un extrait de germe de pomme de terre renfermant 

80% de GA (α-solanine et α-chaconine dans un rapport 1,5:1) a été administré à des souris 

Kunming, des effets tératogènes et toxiques sur l’embryon ont été observés. Selon cet auteur, 

les GA de la pomme de terre pourraient de toute évidence affecter le développement des 

embryons et conduire à un retard de la croissance intra-utérine. Il a également observé chez la 

souris qu’une administration de GA de la pomme de terre, par voie intra-abdominale lors du 

5e ou du 6e jour de gestation, induisait des pertes de sang au niveau vaginal et la perte du 

fœtus (Wang 1993). Des mélanges à différentes concentrations d’α-chaconine et d’α-solanine 

avec des rapports situés entre 3:1 et 1:20 ont été utilisés in vitro, pour tester la tératogénicité 

des GA sur l’embryon de la grenouille (Test Xenopus). Tous ces mélanges ont été 

responsables soit de mortalité, soit de malformation. Une action synergique a également été 

constatée; il n’y aurait pas de lien entre la synergie et le rapport de concentration α-

chaconine/α-solanine (Moser and Rayburn 2007). D’autres tests in vitro sur l’embryon de la 

grenouille (Test Xenopus) ont montré que l’α-chaconine était tératogène et plus 

embryotoxique que l’α-solanine (Friedman, Rayburn, and Bantle 1991). Des auteurs  ont 

également observé des anomalies crâniennes dans certaines études de tératogénicité chez le 

hamster à des concentrations de 165-200 mg de GA par kg de poids corporel par jour 

((Baker, Keeler, and Gaffield 1989). Concernant la lyse membranaire, les expériences 

réalisées in vitro sur la peau d’une grenouille ont montré que les GA induisent spécifiquement 

des effets perturbateurs des membranes au niveau de cellules renfermant le cholestérol (suite à 

la formation d’un complexe GA-stérol au niveau de la membrane). L’α-chaconine diminue 
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sélectivement la communication intercellulaire se faisant au niveau des trous de jonction 

(Keukens et al. 1995; Keukens et al. 1992). In vitro, l’α-solanine et l’α-chaconine 

dépolarisent le potentiel membranaire Na+/K+ des embryons de la grenouille (Blankemeyer, 

Atherton, and Friedman 1995); l’α-solanine et surtout l’α-chaconine modifient le transport 

actif des ions sodium au niveau de l’épithélium (Blankemeyer, Atherton, and Friedman 

1995). Des études dans le même sens ont été réalisées sur des hamsters nourris avec des 

extraits alcaloïdiques de germes de pomme de terre. Au bout de quelques jours, les hamsters 

présentaient de sévères nécroses au niveau des muqueuses gastrique et intestinale 

principalement au niveau de l’estomac, du duodénum et du jéjunum (D. Baker, Keeler, and 

Gaffield 1987; Keeler, Baker, and Gaffield 1990). 

 

3-2-2-3-Etude sur l’homme 
 

Chez l’homme, l’ingestion de GA à des doses supérieures à 2 mg/kg de poids corporel peut 

conduire à une intoxication sévère pouvant conduire à la mort. L’α-solanine et l’α-chaconine 

(GA majoritaire de la pomme de terre) sont aussi efficaces l'un que l'autre dans l'inhibition du 

neurotransmetteur acéthylcholinestérase, ils ont aussi une action hémolytique et provoquent la 

lyse des érythrocytes humains (Ginzberg et al. 2012; Bushway, Savage, and Ferguson 

1987; Dibucaine 1996; Benilova et al. 2006; McGehee et al. 2000; Roddick, Weissenberg, 

and Leonard 2001). Quelques décès attribués à l'exposition aux GA issus de la pomme de 

terre ont été signalés dans la littérature. Ces intoxications dans la plupart des cas ont fait suite 

à une consommation de pommes de terre verdies, en germination ou en décomposition 

contenant de fortes concentrations de solanine ou de chaconine. Déjà en 1924, selon le site 

(Phys.org 2013) la revue Science a rapporté un cas mortel d’empoisonnement par des 

pommes de terre; James Matheney un agriculteur a récolté ses pommes de terre. Il a amassé 

environ 40 kg de tubercules qui sont ensuite devenues vertes après avoir été exposées au 

soleil. Deux jours après avoir mangé ces pommes de terre, la plupart des membres de la 

famille (sa femme, deux filles et quatre fils) ont développé des symptômes 

d’empoisonnement. Seul le concerné lui-même, qui n’avait pas touché aux pommes de terre, 

et un bébé nourri au sein n’ont pas été intoxiqués. Sa femme âgée de 45 ans est morte un mois 

plus tard, suivie par sa fille de 16 ans. Les autres membres de la famille ont survécu. McMilan 

et Thompson en 1979 ont fait état de 78 écoliers qui sont tombés malade après avoir 

consommé des pommes de terre. Les pommes de terre crues restant ont été analysées et 
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contenaient environ 330 mg de GA/kg de pomme de terre. Dix-sept garçons ont dû être 

hospitalisés. Les symptômes les plus courants étaient des nausées, des vomissements, de la 

diarrhée, des douleurs abdominales, de la fièvre, et l’étourdissement (McMillan and 

Thompson 1979). Le taux de cholinestérase dosé dans le plasma était extrêmement faible. 

Hellenas et al ont menés des expériences sur des volontaires en 1992; les sujets ont reçu des 

quantités de pommes de terre contenant des GA à un taux de 200 mg/kg de pommes de terre, 

avec les proportions respectives de 118 mg/kg de l’α-chaconine et 82 mg/kg de l’α-solanine. 

Cette quantité correspondant à 1,0 mg/kg de poids corporel pour chaque sujet. Six des 

volontaires ont eu une sensation de brûlure de la bouche, des nausées sévères, avec un cas de 

diarrhée, 1 à 2 h après avoir mangé les pommes de terre. Les expériences repris avec sept 

volontaires ont donné des résultats similaires. Les symptômes ont commencé après 30 min et 

ont duré 4 h de temps. La demi-vie biologique de l’α-solanine a été estimée à environ 10 h et 

celle du l’α-chaconine à 19 h. Les concentrations plasmatiques des GA dosées allaient de 3 à 

11 ng/ml pour l’α-solanine et de 6 à 21 ng/ml pour l’α-chaconine. Une faible concentration de 

solanidine (inférieure à 4 ng/ml) a été détectée. Les auteurs suggèrent que l'apparition rapide 

et de courte durée des symptômes peuvent être dues à des effets locaux sur l'intestin 

(Hellenäs et al. 1992). En 1984, dans le Canadian Diseases Weekly Report, Anon mentionne 

le cas d’un empoisonnement collectif concernant 60 écoliers et enseignants sur un total de 109 

cas. Ces personnes ont présenté des signes d’intoxication peu de temps après avoir consommé 

des pommes de terre riches en GA (Anon 1984). D'autres incidents d'intoxication collectifs 

ont été également signalés. Par exemple, le cas des enfants d’une école du sud-est londonien 

qui ont été hospitalisés après une intoxication aux GA. Tous souffraient de troubles digestifs; 

les douleurs sont apparus 7 à 19 h après l’ingestion, suivie de vomissements et de diarrhée 

non sanglante prolongé (allant de 1 à 6 jours). La fièvre dépassait les 38,5°C. Douze enfants 

étaient dans un état confusionnel ou délirant, 4 ont eu des hallucinations, 7 ont eu des 

céphalées. La plupart étaient agités avec des moments de somnolence. Les plus atteints 

avaient une respiration très rapide (38-48/min) et une pression systolique faible (60 mm) ou 

non mesurable. Huit enfants ont été perfusés. Les symptômes ont durés 6 à 11 jours. Après 

leur sortie de l’hôpital, certains se sont plaints de troubles visuels (McMillan and Thompson 

1979). Les pommes de terre (épluchées) consommées contenaient 25-30 mg/ de GA par 100 g 

de pomme de terre. Une récente étude menée sur des volontaires humains a démontré que la 

consommation quotidienne de produits de pommes de terre peut causer une accumulation de 

GA (α-solanine et α-chaconine) (Mensinga et al. 2005). Ses études ont été menées sur des 

sujets qui ont reçus de la pomme de terre sous forme de purée contenant des doses de GA 
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allant de 0,30, à 0.70 mg/kg de poids corporel. Quatre heures après l’ingestion, un sujet a 

commencé à manifester des signes d’intoxication alors qu’il n’avait reçu que 1,25 mg de 

GA/kg de poids corporel largement en dessous du seuil de toxicité. Les auteurs ont conclu à 

une possible accumulation des GA dans l’organisme. Morris et Lee (1984) estime que 2-5 

mg/kg de poids corporel serait toxique, tandis qu'une dose d'environ 3-6 mg/kg de poids 

corporel serait mortelle (Morris and Lee 1984). A l’heure actuelle, la limite maximale de GA 

totaux pouvant être ingérée, préconisée par les différentes agences de sécurité alimentaire, 

FAO/OMS est fixée à environ 10-200 mg de GA totaux/kg de matière fraiche. Certains 

auteurs pensent que de nombreuses intoxications mineures aux GA de la pomme de terre ne 

sont pas différenciées d’une gastro-entérite passagère et restent de ce fait inconnues.  

 

                                3-2-2-4-Structure des GA  
 

Différents GA sont produits dans toutes les parties de la pomme de terre, des racines aux 

tubercules (figure 12). Cependant, les principaux GA retrouvés dans la pomme de terre sont 

l’α-solanine et l’α-chaconine qui représentent 95% des GA totaux. Le GA prédominant est 

l’α-chaconine. Ces deux GA issus de la métabolisation du cholestérol présentent des 

structures chimiques proches. Ils sont constitués de trois entités structurales. Une fraction 

osidique soluble, constituée d’un trisaccharides, liée en C-3 à une fraction non polaire la 

solanidine composée d’un stéroïde lipophile associé à un hétérocycle azoté (Friedman and 

McDonald 1997). La chaîne latérale oligosaccharidique hydrophile, liée à la solanidine est 

composé d'un β-chacotriose ramifié (-L-rhap(1-2)[-L-rhapGlcp1-2)]-D-glucopyranyl) 

dans le cas de l’α-chaconine tandis que l’α-Solanine est constituée d’une β-solatriose 

ramifié-L-rhap(1-2)[-D-Glcp(1-3)]-D-galactopyranosyl). 
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Figure 14: Glycoalcaloïdes de la pomme de terre Solanum tuberosum 
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   3-2-2-5-La biosynthèse des GA de la pomme de terre  
 

La synthèse des GA commence pendant la germination. Elle emprunte la voie générale de la 

biosynthèse des stéroïdes. Récemment, Petersson et al. (2013) ont montré que le cholestérol 

est le précurseur dans la biosynthèse des GA. A partir de l'acétyl-coenzyme A, la biosynthèse 

passe par la voie des sesquiterpènes jusqu’au cholestérol (figure 15 et 16). La solanidine 

formée par la suite est un hétérocycle azoté dont l’azote pourrait provenir de la L-arginine, la 

glycine ou l’alanine (figure 16) (Aliferis and Jabaji 2012).  

 

 Figure 15: Différentes voies et métabolites impliqués dans la biosynthèse des GA de la 
pomme de terre Solanum tuberosum (Aliferis and Jabaji 2012) 
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 La solanidine est ensuite glycosylée par l’UDP-galactose:solanidine galactosyltransferase 

(SGT1 ) pour conduire à la formation de ϒ-solanine (3) ou par l’UDP-glucose:solanidine 

glucosyltransferase (SGT2)  pour libérer la ϒ-chaconine (4) (McCue et al. 2006). La 

biosynthèse de la chaconine se termine par l’ajout du rhamnose catalysé par l’enzyme UDP- 

rhamnose:β-steroidal glycoalkaloid rhamnosyltransferase aux deux molécules. Après la 

synthèse, les glycoalcaloïdes s'accumulent dans la phase soluble du cytoplasme et / ou dans 

les vacuoles (McCue et al. 2007). 

 

Figure 16: Biosynthèse des glycoalcaloïdes Aliferis and Jabaji 2012) 
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IV-Résumé des travaux antérieurs  
 

4-1-Résumé des travaux antérieurs effectués sur l’extraction et l’hydrolyse des         
         GA de la pomme de terre  
 

 La plupart des travaux antérieurs dans la littérature se sont concentrés principalement sur la 

mise au point des méthodes d’extraction, l’étude de la toxicité des GA et sur l’évaluation de la 

teneur de ces composés dans les pommes de terre destinées à la consommation. A l’issue de 

ces travaux antérieurs  une méthode standard d'extraction et d'analyse des GA de pommes de 

terre a été rapportée par l’Association des chimistes analytiques officiels (AOAC) (AOAC 

2000). Dans ce procédé, l'extraction est réalisée à l'aide d'un mélange d'acide acétique-eau-

acide bisulfurique (100: 5: 0,5 v / v / p). En utilisant cette méthode, Sotelo and Serrano 

A B 

Figure 17: Etapes intervenant dans la synthèse des GA (A) Biosynthèse de la solanidine à 

partir du cholestérol (B) Glycosylation de la solanidine: SGT1–UDP-galactose:solanidine 

galactosyltransférase, SGT2–UDP-glucose:solanidine glucosyltransférase, et SGT3–UDP-

rhamnose:β-steroidal glycoalkaloid rhamnosyltransferase 

SGT2 SGT3 
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(2000) ont analysés la teneur en GA dans la chair et la peau de 12 différentes variétés de 

pomme de terre mexicaines fraichement récoltées. La même méthode a ensuite été employée 

par Eltayeb, Al-sinanp and Khan (2003) et Knuthsen et al. (2009) pour analyser les teneurs 

en GA des pommes respectivement dans 18 variétés de pommes de terre cultivées en Oman et 

dans de nombreuses variétés de pommes de terre Danois. Si la plupart de ces études ont été 

effectuées sur la chair et la peau des pommes de terre fraichement récoltées destinées à la 

consommation des populations, aucune étude n’a été effectuée à ce jour sur les pommes en 

décomposition. Aussi dans la présente étude l’analyse des GA sera effectuée principalement 

sur les pommes de terre en décomposition. Les GA font partie de la famille de composés 

glycosides issus de la condensation d’un ose avec un composé non-glucidique appelé la 

génine ou encore fraction aglycone synthétisée au cours du métabolisme secondaire de la 

pomme de terre. La glycosylation affecte leurs propriétés biologiques et leur confère des 

pouvoirs toxiques (Rayburn, James, Bantle, and Friedman 1994). Cependant, la chaîne 

latérale oligosaccharidique reliée à la solanidine est sensible à une hydrolyse acide ou 

enzymatique. Ainsi, l’hydrolyse des GA par des procédés chimiques ou enzymatiques a été 

développée dans la littérature (Attoumbré, Giordanengo, and Baltora-Rosset 2013; 

Filadelfi and Zitnak 1983; Jensen et al. 2009; Nikolic and Stankovic 2005; Nikolic and 

Stankovic 2003; Oda et al. 2002). Il ressort selon l’analyse comparative menée par Nada, 

Nikolic, and Mihajlo (2006) que ces deux méthodes présentent des avantages et 

inconvénients. L'hydrolyse chimique des GA de pomme de terre nécessite l'utilisation d'une 

forte concentration d’acide et d’une température assez élevée (10% d’acide chlorhydrique 

pendant 2 h à 75°C). Le plus souvent, dans ces conditions extrêmes la réaction est favorisée 

du côté de la déshydratation de la solanidine en un composé secondaire indésirable la 

solanthrene ce qui n’est probablement pas l’objectif visé tel que démontré par Attoumbré, 

Giordanengo, and Baltora-Rosset (2013). Le défi consiste donc à créer des conditions qui 

pourraient entraîner l’hydrolyse totale des GA tout en empêchant la formation de la 

solanthrene; ce qui parait pratiquement impossible du point vue chimique. Malgré les 

inconvénients de l’hydrolyse chimique, cette méthode est souvent préférée à l’hydrolyse 

enzymatique qui prend plus de temps (72 à 96 h) et qui reste souvent partielle. Cependant, 

cette méthode reste le moyen le plus économique et le plus simple pour obtenir la solanidine. 

Selon les expériences menées jusque-là, il ressort que l’obtention de la solanidine à partir de 

l’hydrolyse des GA en tenant compte de ces deux contraintes (moins de temps et la prévention 

de la formation de la solanthrene) est très difficile et nécessite de nombreuses expériences 

(Nada, Nikolic, and Mihajlo 2006). En tenant compte des expériences menées dans la 
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littérature, et afin d'améliorer l’obtention de la solanidine dans de meilleures conditions, nous 

essayerons de développer une méthode combinant la méthode chimique et enzymatique afin 

d’hydrolyser la chaîne latérale oligosaccharidique reliée à la solanidine pour produire la 

solanidine qui est un précurseur important pour la synthèse des hormones telles que la 

progestérone, la testostérone la cortisone et certains composés pharmacologiquement actif 

(Vronen, Koval, and Groot 2003; Vronen 2003). 

 

4-2-Résumé des travaux antérieurs effectués sur la β-glycosidase de la blatte     
         Periplaneta americana  

 

Due, Kouadio, and Kouame (2008) ont effectués une caractérisation partielle et la 

distribution des activités osidasiques de l'extrait brut enzymatique de la blatte Periplaneta 

americana. Lors de ces travaux, ces auteurs ont mis en évidence la présence d’une β-

glycosidase possédant une activité spécifique de 0,51 UE un pH optimum compris entre 4,6 et 

5 et une température optimale comprise entre 50 et 60°C. Dans la présente étude, la 

purification et la caractérisation biochimique de cette protéine seront effectuées dans un 

premier temps, puis la construction d’une banque de cDNA sera effectuée en vue du repérage 

et la surexpression du gène codant pour cette protéine. Au cours de la réalisation de ces 

travaux de thèse (Tamaki et al. (2014) ont également effectués une caractérisation 

moléculaire des enzymes digestives majeurs et le séquençage de l’ARNm extrait à partir de 

l’intestin moyen de cette blatte. L’analyse du transcriptome effectué a permis d’isoler la 

séquence du gène codant pour la β-glycosidase. Cette séquence a été déposée dans la base de 

données Pubmed sous le No d’accession GenBank: KJ576835. Dans la présente étude, le 

clonage et la surexpression de cette protéine à partir d’un gène synthétique sera effectuée en 

parallèle. 
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CHAPITRE II-MATERIEL ET METHODES 
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Chapitre II-Matériel et méthodes 

I-Matériel 

 
1-1-Matériel biologique 

 
1-1-1-Matériel animal 

 

La blatte Periplaneta americana a été récoltée dans les maisons et dans les égouts de la 

commune d’Adjamé (Abidjan, Côte d’Ivoire).    

1-1-2-Matériel végétal 
 

Trois types de pomme de terre ont été utilisés dans cette étude: Les pommes de terre verdies, 

les pommes de terre en décomposition et les pommes de terre en germination. Ces produits 

ont été achetés en l’état sur les marchés d’Abidjan. 

        

 

 

 

 

 

A B 

C 

Figure 18: Photographie des différents types de pommes de terre utilisés dans cette étude
(A) pommes de terre verdies (B) pommes de terre en décomposition (C) pommes de terre en 
germination 
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1-2-Plasmides, vecteurs et souches 

 
1-2-1-Souches bactériennes 

 

E. coli XL1 Blue  

Cette souche a été utilisée pour propager les phages λ Triplex2 ainsi que pour l’amplification 

de la banque. Elle est déficiente pour l’activité de restriction (hsdR-) mais comporte un 

système de méthylation actif (hsdM+). Les sites potentiels de restriction du phage par le 

système cre-lox sont méthylés pendant l’amplification de manière à ce que les recombinants 

puissent être utilisés pour infecter des souches d’E.coli présentant l’activité cre-lox 

recombinase. 

Génotype : endA1, gyrA96, hsdR17, lac–,  recA1, relA1, supE44 thi-1, F’[F' lacI qZ ΔM15, 

proAB, Tn10,TetR)].  

 
E. coli BM25.8  

Cette souche disposant de l’activité Cre-recombinase a été utilisée pour l’excision et la 

recircularisation du plasmide pTriplex2 à partir du phage λTriplex2 par le biais du système 

Cre-Lox. 

Génotype : SupE44, thi Δ (lac-proAB) [F’ traD36, proAB+, lacqZ ΔM15] λ imm434 (kanR) P1 

(camR) hsdR (rK12-mK12-). 

 
E.coli BL21(DE3) 

Cette souche contient le lysogène DE3 comprenant le gène codant pour l’ARN polymérase T7 

sous le contrôle du promoteur lacUV5. L’expression de l’ARN polymérase T7 est induite par 

l’IPTG. Elle a été utilisée pour l’expression de la protéine recombinante. 

Génotype : F– ompT hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3). 

 
E. coli C41(DE3)  
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Souche dérivée de la souche BL21(DE3): hdsS gal (λcIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 

gène1) plus deux mutations non caractérisées. Elle a été également utilisée pour l’expression 

de la protéine recombinante. 

E. coli DH5α 

 

Cette souche est recombinase–déficiente. Elle a été utilisée pour la croissance des plasmides. 

Génotype : deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), recA1, relA1, supE44, thi-1, 

Δ(lacZYA-argFV169), Φ80lacZ ΔM15, F-  

 
E. coli TOP10 

Cette souche de bactérie a été utilisée pour la transformation des produits de la ligation des 

produits PCR dans le vecteur pet 28a.  

Génotype : [F– mcrA _(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ_M15 _lacX74 recA1 araD139 _(ara 

leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG] 

 
1-2-2-Souche de levure  

 

Yarrowia lipolytica JMY1212 

Cette souche de la levure Yarrowia lipolytica contient une zone Zéta et un gène LEU2 

reconstitué au locus leu2- Leu+, Ura- MatA ,ura 3-302, leu 2-270-LEU2 -zeta, xpr 2-322, lip2 

:LEU2,∆lip2 ∆lip7 ∆lip8 (Bordes 2008). Elle a été utilisée pour l’expression de la protéine 

d’intérêt.  

 
1-2-3-Vecteurs    

 λTriplEx2 

Ce vecteur a été utilisé lors de la construction de la banque d’ADNc. Il permet la création de 

banque à forte concentration et la sélection des recombinants et régule l’expression du gène 

d’intérêt. De plus, la transformation de ce phagemide en plasmide est facilitée par le système 

d’excision/recircularisation Cre-lox (Figure 19). 
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pTriplex2  

Ce plasmide (figure 20), excisé du phagemide λTriplex2, est composé d’un promoteur et d’un 

opérateur lac d’E.coli permettant l’expression des inserts dans les souches d’E.coli exprimant 

le répresseur lacIq. La région non traduite UTR 5’ du gène ompA d’E.coli permet la 

stabilisation des mRNA pour améliorer l’expression des gènes insérés. Le plasmide pTriplEx2 

comprend une cassette de traduction dans 3 cadres de lecture faite des signaux d’initiation de 

la traduction des gènes ompA et lacZ d’E. coli, suivis des sites de terminaison de la 

transcription/traduction. En aval de cette cassette, le polylinker est placé au sein du peptide 

lac Z α permettant encore une fois un criblage blanc/bleu dans une souche appropriée. Le 

Figure 19: Excision du plasmide pTriplEx2 à partir du vecteur phagique λTriplEx2      
                    (Clontech) 
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gène de résistance à l’ampicilline et l’origine pUC de réplication permettent respectivement la 

sélection et la propagation du pTriplEx2 dans E. coli. 

 

 

pET-28a 

Le plasmide d’expression pET-28a est équipé d’un promoteur T7 contrôlant l’expression du 

gène d’intérêt et nécessitant la présence de l’ARN polymérase T7 (dérive du bactériophage 

T7). Cette polymérase est transcrite via le génome de bactéries hôtes spécifiques (E. coli 134 

BL21(DE3)) sous le contrôle d’un promoteur lac inductible par l’IPTG (Figure 21). 

L’addition d’IPTG dans le milieu de culture, entraine l’expression d’ARN polymérase T7 via 

le génome de la bactérie, qui consécutivement aboutit à l’expression du gène cible. Le 

plasmide pET est flanqué, aux extrémités N et C terminales du gène d’intérêt, de deux 

séquences His-Tag permettant la purification de la protéine synthétisée sur colonne 

 

Figure 20: Carte physique du pTriplex2 (Clontech) 
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chromatographique d’affinité. Un gène conférant la résistance à la kanamycine permet de 

sélectionner les bactéries transformées. Ce plasmide a été utilisé pour l’expression du gène 

d’intérêt dans les différentes souches E.coli compatibles.  

 

 

JMP60 

Le vecteur navette JMP60 est un vecteur navette entre E. coli et la levure Yarrowia lipolytica. 

Il contient, l’origine de réplication Col E1 d’E. coli, et le gène de résistance à la kanamycine. 

C’est un vecteur de type intégratif, comportant les séquences zéta, et le marqueur 

d’auxotrophie URA3d1 sous contrôle du promoteur hp4d. Ce vecteur a été utilisé pour 

l’expression de la protéine d’intérêt dans la levure Yarrowia lipolytica. 

Figure 21: Carte physique du plasmide pET-28a (Novagen) 
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1-3-Tampons et milieux de culture 
 

1-3-1-Solutions et tampons 
 

  Tampon SM  

Ce tampon a été utilisé pour la conservation et la dilution des stocks de bactériophages. Pour 

un litre: 5,8 g de NaCl, 2 g de MgSO4.7H2O, 50 ml de Tris-Cl (pH 7,5 1M), 5 ml d‘une 

solution de gélatine 2%. La solution a été complétée à 1 litre avec de l’eau distillée puis 

autoclavée et conservée à 4°C. 

 

Maltose 

 

Le maltose a été utilisé pour induire le gène bactérien lamB qui code pour le récepteur des 

bactériophages λ. On l’ajoute au milieu de culture des bactéries qui sont utilisées pour étaler 

les bactériophages λTriplEx2. La solution stock à 20g/100ml de maltose a été stérilisée par 

filtration à 0,22 μM. Pour 100 ml de milieu de culture, 1 ml de solution de maltose a été 

utilisée. 

 

 Figure 22: Carte de restriction du plasmide JMP60 
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MgSO4  

Le sulfate de magnésium permet une adsorption optimale des phages sur les bactéries. On 

l’ajoute au milieu de culture des bactéries utilisées pour étaler les bactériophages. Pour une 

solution de concentration 1 M, 24,65 g de MgSO4.7H2O ont été dissous dans 100 ml d’eau 

distillée puis stérilisés par filtration à 0,2 μM. 

 

IPTG  

L’IPTG (Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside) a été utilisé pour l’induction des bactéries. Il a 

été préparé à 100 mM dans l’eau puis filtré à 0,2 μM. 

 

Substrat pour le criblage 

5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β-D-glucopyranoside (X-glu): ce substrat a été utilisé pour le 

criblage de la banque. Il a été préparé à 5mM dans le DMSO (Dimethylsulfoxide). 5-Bromo-

4-Chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside préparé dans le DMF (dimethyformamide): ce 

substrat a été utilisé pour le criblage bleu/blanc de la banque. 

 

Antibiotiques 

Les antibiotiques ont été utilisés dans la préparation des milieux de culture pour sélectionner 

les bactéries transformées lors des clonages. 

Kanamycine stock solution (25 mg/ml dans l’eau; 500X);  

Tetracycline stock solution (15 mg/ml dans l’eau; 1,000X);  

Chloramphénicol stock solution (34 mg/ml dans de l’éthanol à 100%; 1,000X).  

Ampiciline (100 mg/ml dans l’eau 1000X) 

 
1-3-2-Milieux de culture 

1-3-2-1-Milieux de culture pour E.coli 
LB liquide 

 

Ce milieu a été préparé comme suit :  

- 10 g/l de Bactériotryptone. 

- 5 g/l d’extrait de levure. 

- 5 g/l de NaCl. 
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Le milieu a été ensuite autoclavé 20 min à 121°C puis conservé à température ambiante. Pour 

la sélection des transformants, 40 μg/ml de kanamycine ou ampicilline (100 μg/ml) ont été 

rajoutés. 

 

LB solide 

A 1l du milieu LB, ont été ajouté de l’agar à 15 g/l avant l’autoclavage. Ce milieu a été 

ensuite coulé dans des boites de Pétri avant de se solidifier par refroidissement. Les boites ont 

été conservées à 4 °C jusqu’à utilisation. 

 

Milieu riche SOC 

Ce milieu, composé de: tryptone (20 g/l), extrait de levure (5 g/l), NaCl (5 g/l), KCl 

(2,5 mM), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM), a été utilisé pour la 

régénération des bactéries compétentes après transformation. 

Milieux pour l’étalement de la banque  

 

LB/ MgSO4 

A 1l du milieu LB, ont été ajouté 10 ml de MgSO4 1M (10 mM concentration final) avant 

autoclavage afin de permettre une meilleure adhérence des phages sur la paroi bactérienne. 

 

LB /MgSO4/ Maltose  

A 1l du précédent milieu autoclavé puis refroidit à 50°C, ont été ajouté 10 ml de la solution 

stock de maltose à 20% (concentration final 0,2%). 

 

LB/ MgSO4 solide 

 

Ce milieu est composé de LB solide classique additionné de MgSO4 à 10 mM. Il a été utilisé 

lors de l’étalement de la banque.  

 

Gélose molle (LB/MgSO4 soft top agar) 
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Ce milieu, composé de LB liquide additionné de 7,2 g d’agar pour 1l de milieu LB/ MgSO4, a 

été utilisé pour l’étalement de la banque. Cette gélose a la particularité d’être liquide au-delà 

de 45 °C et solide en dessous de 40 °C.  

 

1-3-2-2-Milieux de culture pour Yarrowia lipolytica 
 

Milieu riche YPD (préculture) 

 

Ce milieu, composé de 10 g/l de Bactopeptone; 10 g/l d’extrait de levure et 10 g/l de glucose, 

a été utilisé pour les précultures de Yarrowia lipolytica. 

 

 Milieu YNBcasa (Milieux de sélection des transformants) 

 

Ce milieu, composé de 1,7 g/l de YNB (Yeast Nitrogen Base sans acides aminés ni sulfate 

d’ammonium stérilisé par filtration); Glucose 10 g/l; NH4Cl 5 g/l; Tampon phosphate Na-K 

50 mM pH 6,8 et Casamino acids 2 g/l (stérilisé par filtration), permet de cribler les souches 

Ura +. Il a été utilisé pour sélectionner les transformants de la souche JMY1212 de Yarrowia 

lipolytica. 

 

Milieux YT2D1 (milieu riche de croissance et de production)  

 

Le milieu de type YT2, est un milieu contenant à la base, de l’extrait de levure (10 g/l), de la 

Tryptone (20 g/l) et du tampon phosphate Na-K pH=6,8 50 mM. Pour obtenir le milieu 

YT2D1, 1 ml du glucose (à partir d’une solution mère à 500 g/l) a été rajouté. 

 

II-Méthode  
 

2-1-Techniques de biologie moléculaire  
 

2-1-1-Construction d’une banque d’ADNc 
 

La construction de la banque d’ADNc a été effectuée avec le kit « SMART cDNA library 

construction » de Clontech (Palo Alto, USA). Ce kit est basé sur une méthode qui amplifie 
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sélectivement les ADNc complets. Il autorise un criblage blanc/bleu pour estimer le 

pourcentage de clones recombinants et permet une excision simple du phagemide pTriplEx2 à 

partir du phage par le système cre-lox en transfectant le lysat phagique dans la souche 

BM25.8 d’E.coli. 

 

2-1-1-1-Extraction des ARN totaux 
 

Les ARN totaux ont été extrait à l’aide du kit « RNeasy Mini » (Qiagen, France), en utilisant 

le protocole « Animal tissues ». Deux à trois blattes entières, ont été broyées dans un mortier 

en porcelaine sous vapeur d'azote liquide, puis environ 30 à 50 mg ont été pesés et traités avec 

le réactif de lyse QIAzol (contenant de la guanidine permettant la dénaturation des protéines) 

fourni dans le kit. Le mélange a été ensuite homogénéisé à l’aide du TissueLyser II. Après 

l’ajout successif de 100 μl de chloroforme, 100 μl de l’ADNg eliminator, puis de 700 μl 

d’éthanol absolu (précipitation des acides nucléiques), les lysats sont passés au travers d’une 

colonne à filtre de silice retenant les ARN totaux. Les échantillons ont été ensuite soumis à 

différentes étapes de purification (700 μl de tampon RW1 puis 2 fois 500 μl de tampon RPE) 

sur colonne. Un traitement à la Dnase a été quand même effectué malgré l’ajout de l’ADNg 

eliminator afin d’éliminer toute trace de l’ADN génomique. Pour ce faire, les  ARNs totaux 

extraits ont été traités directement sur la colonne avant l’élution définitive à la DNase I, 

RNase-Free (Qiagen) à raison de 1U/µg d’ARN. La réaction a été incubée à 37°C pendant 30 

min puis le tampon RDD a été rajouté. Par la suite, la réaction a été à nouveau incubée 

pendant 10 min à 65°C afin d’inactiver la DNase. Les ARN totaux ont été finalement élués 

par l’addition de deux volumes de 30 μl d’eau ultra pure dépourvue de RNase (fournie dans le 

kit).  

 

2-1-1-2-Purification des ARNm 
 

La plupart des ARNm eucaryotes possèdent une queue poly(A) en 3’ d’environ une centaine 

de nucléotides. Cette structure particulière est mise à profit pour les purifier par une 

chromatographie d’affinité. La purification de l’ARN poly(A) se fait par passage sur une 

colonne oligo (dT) fixé à des billes de silice. Les ARNm ont été purifiés à l'aide du kit 

commercial (Oligotex rnRNA purification kit, Qiagen). Les ARN totaux ont été d’abord 

dénaturés 3 min à 70°C, puis incubés 10 min à température ambiante avec des billes de silice 
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recouvertes d'un oligonucléotide poly-dT qui s'hybride avec la queue poly-A des ARNm. 

Après une centrifugation 2 min à 14000 g, le surnageant a été éliminé et le culot contenant les 

billes et les ARNm fixés sur les queues poly-dT a été remis en suspension dans un tampon 

OW2. Cette solution, a été placée sur une colonne qui retient les billes puis le tampon a été 

par la suite éliminé par centrifugation. Après un second lavage dans le tampon OW2, les 

ARNm fixés aux billes ont été deshybridés des queues poly-dT des billes dans une solution de 

tampon OEB à 70°C, puis élués par une centrifugation 1 min à 14000 g.    

 

2-1-1-3-Contrôle de qualité des acides nucléiques 
 

Dans un premier temps, la concentration et la pureté des acides nucléiques ont été mesurées 

au NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Ainsi, trois mesures 

de densité optique (DO) sont effectuées automatiquement à différentes longueurs d’onde: 230, 

260 et 280 nm, permettant de calculer les rapports de DO 260/280 et 260/230. Le rapport des 

densités optiques 260/280 (<1,8) indique une faible contamination protéique, et le rapport 

280/230 (<2) reflète une faible contamination par des résidus organiques tels que le phénol. 

Dans un deuxième temps, l’intégrité des acides nucléiques des échantillons retenus à la suite 

de l’analyse au Nanodrop a été également analysé. Ce contrôle de qualité  a été effectué à la 

fois par électrophorèse capillaire avec le Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Massy, 

France) puis par électrophorèse sur gel d’agarose 0,8% TAE. 

 

2-1-1-4-Synthèse des ADNc simple brin 
 

La synthèse des ADNc a été réalisée à partir de 3 μl (0,3 μg) d’ARNm en utilisant la Reverse 

Transcriptase et les amorces CDS III/Smart IV fournies dans le kit SMART cDNA 

Construction (Clontech). Dans un premier temps, l’ARN a été dénaturé en incubant le 

mélange ARN/amorces pendant 2 min à 72°C, puis le mélange a été placé directement dans la 

glace afin d’éviter la formation de structures secondaires. La synthèse du premier brin d’ADN 

a été initiée, par l’ajout des produits suivants au mélange contenant déjà l’ARNm et les 

amorces: 2 μl de 5X First Strand Buffer, 1 μl de DTT (20 mM), 1 μl de dNTP Mix (10 mM), 

1 μl de l’enzyme reverse transcriptase. Le mélange a été ensuite incubé pendant 1 heure à 

42°C. La réaction a été arrêtée sur la glace. Ce brin synthétisé correspond théoriquement à un 

ADN complémentaire (ADNc) complet puisque la reverse transcriptase n’ajoute les bases 
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cytosine que lorsqu’elle atteint l’extrémité 5’ de l’ARNm; en plus, l’oligo (dT) ne s’hybride 

que sur la queue poly(A). Cette méthode d’amplification sélective permet donc la confection 

de banques d’ADNc riches en ADNc complets (full length). 

 

2-1-1-5-Amplification des ADNc par LD-PCR  
 

La PCR a été réalisée à partir de 2 μl d’ADNc simple brin synthétisés à l’étape précédente. 

Les ADNc ont été amplifiés à l’aide des amorces utilisées lors de la synthèse de l’ADNc 

simple brin.  

Le mélange réactionnel de la PCR a été composé comme suit: 

2 μl d’ADNc simple brin 

80μl eau ultra pure 

10 μl de 10X Advantage 2 PCR Buffer 

2 μl de 50X dNTP Mix 

2 μl de 5’ PCR Primer (10 μM) 

2 μl de CDS III/3’ Primer (10 μM) 

et enfin 2 μl de 50X Advantage 2 Polymerase Mix 

La PCR a été réalisée avec le programme suivant : 1 min de dénaturation à 95°C, suivie de 20 

cycles composés d’une étape de dénaturation (95°C pendant 15 s) et d’une longue étape 

d’hybridation/élongation (68°C pendant 6 min). A la fin de la réaction, le produit de PCR a 

été vérifié sur gel d’agarose 0,8 % TAE. 

 

 

2-1-1-6-Digestion par la protéinase K et purification de l’ADN 
 

Un traitement par la protéinase K est nécessaire pour inactiver l’ADN polymérase. La 

digestion a donc été réalisée avec 50 μl du mélange de PCR (2-3µg) et 2 μl de protéinase K 

(20 μg/μl). Après une brève centrifugation, le mélange a été incubé pendant 20 min à 45°C. 

Après la digestion, le mélange a été purifié avec 100 μl d’un mélange 

phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1). Les différentes phases ont été séparées par 

une centrifugation de 5 min à 14000 rpm. A l’issue de la centrifugation, la phase supérieure 

(aqueuse) contenant l’ADN a été reprise dans un nouveau microtube. Cent microlitre de 
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chloroforme/alcool isoamylique (24/1) ont été rajouté afin d’éliminer toute trace de phénol. 

La phase supérieure aqueuse a été ensuite précipitée par ajout de 10 μl d’acétate de sodium (3 

M, pH 4,8), 1,3 μl de glycogène (20 μg.μl-1) et 260 μl d’éthanol 95% (température ambiante). 

Après une centrifugation à 14000 rpm pendant 20 min, le culot a été resuspendu dans 79 μl 

d’eau après un lavage à l’éthanol. Pendant toute la durée de purification, le tube a été  

maintenu à température ambiante afin d’éviter la co-précipitation des impuretés.  

 

2-1-1-7-Digestion par Sfi I 
 

Afin de liguer les ADNc dans le vecteur phagique TriplEx2, une digestion a été réalisée avec 

l’enzyme de restriction Sfi I. Le choix de cette enzyme est astucieux car son site de restriction 

particulier (GGCCNNNNGGCC, où les 5 nucléotides centraux sont indifférents) permet, en 

n'utilisant qu'une seule enzyme de restriction, un clonage directionnel des ADNc dans le 

phage λ. En effet, les amorces utilisées pour la PCR contiennent les sites de restriction de 

cette enzyme; le « SMART III Oligo3 » contient le site Sfi I A (GGCCATTATGGCC) : à 

l’extrémité 5’ et le CDS III/3’ Primer contient le site Sfi I B à l’extrémité 3’ 

(GGCCGCCTCGGCC). Tous les ADNc présentent donc des extensions apportées par les 

amorces de la PCR qui constituent leurs extrémités.  

 

La digestion a été réalisée avec la totalité de l’ADN (79 μl) purifiée après la digestion par la 

protéinase K. En présence de: 10 μl de 10X Sfi Buffer, 1 μl de BSA 100X et 10 μl de Sfi I (20 

U/μl). Après homogénéisation, le mélange a été  incubé pendant 2 h à 50°C puis 2 μl de 

tampon de charge contenant 1% de xylène cyanol ont été ajoutés afin de faciliter le 

fractionnement par la suite. 

 

2-1-1-8-Fractionnement des ADNc sur colonne Chroma 400 
 

Le fractionnement des ADNc est nécessaire afin d’éliminer les ADNc de petite taille ainsi que 

les oligonucléotides libres pour qu’ils n’entrent pas en compétition avec les ADNc pendant la 

ligation dans le vecteur. En effet, Les oligonucléotides « CDS II/3’ Primer » et « Smart II 

Oligo » ont été ajoutés en excès pour initier les réactions de retrotranscription et de PCR. Ils 
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ont également été digérés par l’endonucléase SfiI et entrent donc en compétition avec les 

ADNc lors de la ligation. C’est pourquoi, l’ADN est fractionné selon sa taille sur une colonne 

juste avant l’insertion dans le vecteur. Le fractionnement a été réalisé comme suit: Dans un 

premier temps, la colonne a été équilibrée puis paramétrée de sorte à avoir un débit 

d’écoulement sans pression extérieure d’une goutte chaque 40 à 60 seconde et un volume de 

40 μl par goutte. Ensuite, l’ADN provenant de l’étape précédente a été appliqué délicatement 

sur la matrice de la colonne. Après absorption complète de l’échantillon dans la matrice, le 

tube qui contenait le produit de la digestion a été lavé avec 100 μl du tampon, puis appliqué 

sur la colonne. Lorsque tout le liquide fut absorbé, 600 μl du tampon d’élution ont été ajoutés 

et l’éluât a été récolté dans 16 tubes collecteurs numérotés à raison d’une goutte par tube. A la 

fin, une électrophorèse sur gel d’agarose a été réalisée en déposant 3 μl de chaque fraction 

afin de vérifier le profil. Les 3 à 4 fractions contenant les ADNc ont été poolées puis 

précipitées avec 1/10 vol. d’acétate de sodium (3M, pH 4,8), 1,3 μl de glycogène (20 mg/ml) 

et 2,5 vol. d’éthanol porté à -20°C. Le tube a été incubé toute la nuit à -20°C, puis le 

lendemain, le surnageant a été retiré et le culot lavé à l’éthanol après une centrifugation à 14 

000 rpm pendant 20 min. A la fin, le culot séché à l’air pendant 10 min a été resuspendu dans 

7 μl d’eau. 

 

 2-1-1-9-Ligation dans le vecteur TriplEx2  
 

Après la digestion et la purification, les ADNc correspondant à la bonne taille ont été ligués 

dans le vecteur TriplEx2 possédant les deux extrémités Sfi I A et Sfi I B. Afin de déterminer 

le ratio optimal, trois ligations avec des quantités d’insert différentes (0,5; 1 et 1,5 μl) ont été 

réalisées dans un premier temps, ensuite le ratio qui a donné le meilleur titre  a été retenu pour 

la suite des travaux. Les réactions ont été réalisées comme suit : 



                                                                                                                           Matériels et méthodes  

 

Le mélange a été homogénéisé et incubé toute la nuit à 16°C. Cette étape de ligation aboutit à 

la formation d'une banque d'ADN de phages recombinants, chacun portant un ADNc 

différent. 

2-1-1-10-Encapsidation des vecteurs recombinants 
 

Les vecteurs recombinants ont été mis en présence d’extraits d’encapsidation contenant les 

protéines virales, afin de permettre l’autoassemblage de la capside autour des vecteurs. 

L’encapsidation a été effectuée à l’aide du kit «MaxPlax ». Avant la réaction d’encapsidation, 

la DNA ligase a été inactivée par un traitement de 65°C pendant 15 min (l'ADN ligase actif 

pouvant diminuer l’efficacité de la réaction d’encapsidation). Les aliquots contenant le 

mélange d’encapsidation ont été maintenus sur la glace puis les tubes ont été réchauffés à la 

main jusqu’à un début de décongélation ensuite la moitié (25 μl) de chaque tube a été 

transféré dans un second tube de 1,5 ml placé également sur la glace. Ensuite, 5 μl (environ 

0,2 µg d'ADN de phage recombinant) de chaque produit de ligation ont été immédiatement 

ajoutés à l’aliquot. L’homogénéisation a été réalisée en veillant à ne pas créer de bulles d’air. 

Une brève centrifugation a été effectuée à la fin pour ramener tout le contenu au fond du tube. 

La réaction a été incubée à 30°C pendant 90 min. A la fin de cette incubation, 25 μl 

supplémentaires de l'extrait d’encapsidation dégelé ont été rajoutés à chaque tube puis les 

réactions ont été incubées pour un temps supplémentaire de 90 min à 30° C. Dans chaque tube 

ont été ensuite ajoutés 500 μl de tampon SM et 20 μl de chloroforme. Après une bonne 

homogénéisation, les tubes ont été soumis à une centrifugation, et les surnageants ont été 

transférés dans de nouveaux tubes. Les virus ainsi formés ont été stockés à 4°C jusqu’au 

titrage et l’amplification de la banque. Une réaction de contrôle positif a été réalisée en 
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parallèle avec l’ADN ligué fourni dans le kit. Ce contrôle positif a été étalé avec la souche 

bactérienne hôte de contrôle (LE392MP) inclus également dans le kit.  

 

2-1-1-11-Préparation des cellules XL1-Blue compétentes pour          
                l’étalement de la banque 

 

Dans un premier temps, un "pétrimètre" a été préparé à partir de la souche commerciale 

stockée dans le glycérol sur une boite LB/Tetracycline. Après une incubation d’une nuit à 

37°C, un ré-étalement a été réalisé sur une boite LB/MgSO4/Tetracycline à partir d’une 

colonie isolée de la première boite. Cette nouvelle boite appelée « work plate » a été incubée 

une nuit à 37°C puis conservée à 4°C pendant deux semaines. Le "pétrimètre" qui contient 

l'antibiotique approprié a été renouvelé toutes les deux semaines afin de toujours disposer de 

colonies fraîches. La veille de l’amplification, 15 ml d’un bouillon de LB/MgSO4/maltose 

(Le MgSO4 et le maltose favorisent l’adsorption des phages sur les membranes des bactéries) 

ont été inoculés avec une seule colonie de la « work plate » et cultivée sous agitation à 140 

rpm à 37°C pendant une nuit ou jusqu'à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 2. Le 

lendemain, les cellules ont été centrifugées et resuspendues dans 7,5 ml de MgSO4 10 mM 

stérile. Les bactéries rendues ainsi compétentes sont alors prêtes pour les expériences de 

titrage ou d’amplification. Diverses dilutions de la banque de phages ont été préparées afin 

d'obtenir un nombre de plages de lyse pour les différents pétris variant de 0 à 500 ufp (unités 

formant plage) par Petri, zéro étant le contrôle négatif. Ces dilutions ont été réalisées dans le 

tampon de dilution lambda 1X. 

 

2-1-1-12-Titrage de la banque  
 

La banque a été titrée par la méthode des plages de lyse ce qui a permis de vérifier sa qualité. 

Pour ce faire, une série de dilutions dans du tampon SM a été réalisée pour chacune des 3 

banques (1; 1/5; 1/10; 1/20). Deux cent microlitres de bactéries compétentes XL1-Blue ont été 

infectées avec 1 μl de chaque dilution de bactériophages. Les tubes ont été incubés dans un 

bain-marie pendant 15 min à 37°C sans agitation pour permettre la transfection des bactéries 

par les phages. Dans chaque tube ont été ensuite ajoutés 2 ml de LB/ MgSO4 soft top agar 

maintenu au préalable à 45°C. Le mélange a été réalisé rapidement avec soin par inversion 

des tubes puis l’étalement a été ensuite réalisé sur des boites de Pétri LB/MgSO4 (90 mm de 

diamètre) préalablement préchauffées à 37°C pendant 1 h. Les boites ainsi coulées ont été 
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incubées à 37°C pendant une nuit ou jusqu'à ce que les plages de lyse apparaissent bien 

définies, sans se toucher. Les plages de lyse ont été alors comptées et le titre déterminé. Le 

titre de la banque a été exprimé en ufp/ml (unités formant plage/ml) et doit normalement 

s'élever au-dessus de lxl06 pour être intéressant .Ufp/ml = (nb de plages de lyse x facteur de 

dilution)/ml de phages déposés. 

 

2-1-1-13-Détermination du pourcentage de clones recombinant  
               (Screening bleu/blanc)  
 

Ce test permet de déterminer l’efficacité de la ligation qui est estimée par le rapport du 

nombre de plages de lyse blanches avec celui des plages de lyse bleues. Dans λTriplEx2, 

comme dans tous les autres vecteurs d'expression λ, le site de clonage est intégré dans la 

séquence codante pour l’α polypeptide de la β-galactosidase (lacZ'). Cela rend possible 

l'utilisation de lacZ α complémentaire afin d'identifier facilement un phage contenant l’insert 

par transduction par une souche hôte appropriée (telle que E. coli XL1-Blue) sur un milieu 

contenant de l'IPTG et X-gal. En effet, cette enzyme transforme le X-galactose (X-gal) 

incolore en un produit bleu insoluble qui s’accumule dans les cellules. Si un fragment d'ADN 

est inséré dans le gène lacZ, celui-ci ne sera plus fonctionnel et la conversion du X-gal ne sera 

plus possible. Les colonies resteront blanches. En absence d’insert, le gène lacZ sera 

fonctionnel et la colonie bactérienne deviendra bleue. Cette sélection bleu/blanc est un moyen 

très pratique de sélectionner les colonies qui contiennent les phages avec insert. La procédure 

est la même que pour le titrage de la banque sauf l’ajout cette fois de 50 μl X-Gal et 50 μl 

IPTG dans chaque boite avant l’étalement sur les boites de Petri LB/MgSO4. 

 

2-1-1-14-Amplification de la banque 
 

Après le titrage, la banque effectuée avec 0,5 μl d’insert, ayant donné un titre avoisinant 107 

clones par ml, a été amplifiée. Les phages ont été étalés à une concentration de 6.104 clones 

par boite. Dans notre cas pour obtenir cette concentration, la banque a été diluée au 1/20eme 

puis la répartition a été faite pour 20 boites LB/MgSO4 de diamètre 150 mm. Cinq cent 

microlitres de bactéries XL1-blue compétentes ont été infectées avec la quantité adéquate de 

phages dans des falcons de 50 ml. Après une incubation de 15 min, 4.5 ml de soft top agar ont 

été ajoutés au milieu puis l’étalement a été réalisé sur de grands Pétri (150 mm) LB/MgSO4 

préchauffés à 37°C. Après une nuit d’incubation à 37°C, les plages de lyses sont confluentes 
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et 12 ml de tampon SM ont été rajoutés dans chaque boite. Les phages ont migré toute une 

nuit à 4°C dans le tampon SM. Le lendemain, les boîtes ont été placées pendant 1h sous 

agitation douce (50 rpm) à 37°C puis le tampon de chaque boîte a été prélevé en conditions 

stériles et transféré dans un bécher de 250 ml auquel ont été additionné 5% de chloroforme. 

Le pool de la banque ainsi obtenu a été homogénéisé puis reparti dans des falcons de 50 ml. 

Chaque tube a été "vortexé" pendant 20 s puis centrifugé 10 min à 5000 g. Les phases 

aqueuses ont été ensuite récupérées et "poolées" dans un falcon stérile. Une partie de cette 

banque amplifiée a été conservée à 4°C et l’autre partie "aliquotée" et stockée à -80% après 

ajout de 7% de DMSO. 

 

2-1-1-15-Contrôle de la taille moyenne des inserts par PCR 
 
Des plages de lyse, aléatoirement choisies, ont été récupérées avec des cônes stériles dans 200 

μl de tampon SM. Le tout a été incubé à 4°C pendant plusieurs jours afin que les phages 

migrent dans le tampon. Une PCR a été réalisée avec 5 μl de cette suspension de phages, en 

utilisant l’AccuTaq DNA polymerase et les amorces 5’ PCR Primer et CDS III/3’ Primer. Les 

produits de la PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose.  

 

2-1-1-16-Criblage de la banque d’ADNc 
 

2-1-1-16-1-Criblage primaire  
 

Le criblage primaire de la banque a été effectué avec le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

β-D-glucopyranoside (X-glu) préparé dans du DMSO et de l’IPTG pour l’induction. Dans un 

premier temps, la banque a été diluée au 1/20eme de sorte à avoir une concentration d’environ 

104clones par boite puis les bactéries XL1-blue compétentes ont été infectées avec la quantité 

adéquate de phages dans des falcons de 15 ml ensuite 100 μl du substrat X-glu 5mM et 50 μl 

d’IPTG ont été ajoutés au milieu. Le mélange a été coulé sur des Qtray LB/MgSO4 après 

ajout de 20 ml d’agar mou. Les boites ont été laissées reposer 10 min puis l’incubation a été 

réalisée à 37°C jusqu’à l’apparition de clones positifs, en général après 48h. 

 

2-1-1-17-2-Criblage secondaire  
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La banque étant étalée à une concentration de 104clones par boite, les plages de lyses ne sont 

pas distinctes. Par conséquent, une zone positive risque de contenir plusieurs clones de 

phages. Il est donc nécessaire de procéder au criblage secondaire des clones positifs isolés du 

criblage primaire. Pour ce faire, les clones positifs issus du premier criblage ont été récupérés 

à l’aide d’un cône dans des eppendorfs distincts puis élués toute une nuit dans 100 μl du 

tampon SM. Le lendemain, le criblage a été réalisé comme dans le premier cas en infectant 

cette fois 500 μl de bactéries XL1-blue compétentes avec 10 μl de l’éluât de la veille. 

L’étalement a été effectué sur des Q-tray LB/MgSO4. 

 

 2-1-1-18-Conversion des phages en plasmides par le système cre-         
                 lox 

 

La conversion du λTriplEx2 en pTriplEx2 se fait grâce au système enzymatique cre 

recombinase/loxP, par lequel le phage recombinant est excisé au niveau de sites loxP placés 

de part et d'autre de l'insert, le fragment résultant étant circularisé pour former un plasmide. 

Ce mécanisme bactérien naturel de défense contre les phages est présent dans la souche 

bactérienne BM25-8 d’E.coli, qui exprime la CRE recombinase à 31°C. La manipulation a été 

réalisée comme suit; des clones positifs isolés du criblage secondaire ont été élués puis 

utilisés pour infecter 200 μl d’une culture fraîche de la souche BM 25.8 dans un tube de 15 

ml, le mélange a été incubé pendant 30 min à 31°C sans agitation puis 400 μl de milieu LB 

ont été ajoutés. Le tube a été incubé à nouveau sous agitation pendant 1 h à 31°C. Dix 

microlitre du mélange ont été étalés sur des boites LB/Ampicilline. Après une nuit 

d’incubation à 37°C, plusieurs clones ont été mis en culture pour des minipreps. L’ADNc 

d’une dizaine de clones a été séquencé par la société GATC (Allemagne). Les résultats ont été 

analysés avec le logiciel BioEdit. 

 

2-1-2-Sous clonage du gène codant pour la β-glycosidase et production   
                                  de la protéine recombinante 
 
Après le séquençage des clones positifs issus du criblage de la banque, la séquence du gène 

codant pour la β-glycosidase stockée dans la base de données Pubmed en avril 2014 par 

Tamaki et al. 2014 a pu être récupérée. Des amorces ont été synthétisées à partir de cette 

séquence pour le sous clonage. Afin de produire le gène codant pour la β-glycosidase, nous 

avons testé plusieurs systèmes de production; d’abord chez E.coli ; chez la levure Yarrowia 

lipolytica et enfin en cellules d’insectes notamment chez  Bacillovirus. Pour ce faire, plusieurs 
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stratégies de clonage ont été élaborées en tenant compte de la présence d’un signal peptide 

dans la séquence du gène.    

 

2-1-2-1-Essai de production chez E.coli  
 

Le gène codant pour la β-glycosidase a été sous cloné dans le vecteur Pet 28a pour la 

production chez E.coli; deux stratégies de clonage ont été utilisées; une construction prenant 

en compte la séquence totale du gène en incluant le peptide signal (PS) et une autre 

construction sans le peptide signal. Les sites de restriction des enzymes BamHI et HindIII ont 

été utilisés dans les deux cas avec un tag en N-terminal. Les amorces suivantes ont été 

synthétisées: 

-Amorce forward avec PS_site bamHI: 

oligof1: AAAGGATCC ATGATGGAGTCTCACATGCT  

-Amorce forward sans PS_site bamHI : 

oligof2: AAAGGATCC GCT CCT GAG GAC AAG GT 

-Amorce reverse (addition site hindIII): 

oligor1: AAAAAGCTT TCATTCCTCTCGAAATCGTT 

 

2-1-2-1-1-Amplification du fragment d’ADNc par PCR 
 

La PCR a été réalisée à partir de 3 μl de la banque en utilisant les amorces synthétisées.  

Le mélange réactionnel de la PCR a été composé de: 

3μl de la banque amplifiée 

82μl eau ultra pure 

10 μl de 10X Advantage 2 PCR Buffer 

2 μl de 50X dNTP Mix 

1 μl de l’oligo forward (10 μM) 

1 μl de l’oligo reverse (10 μM) 

Et enfin 2 μl de 50X Advantage 2 Polymerase Mix 

La PCR a été réalisée avec le programme suivant : 1 min de dénaturation à 95°C, suivie de 20 

cycles composés d’une étape de dénaturation (95°C 15s) et d’une longue étape 

d’hybridation/élongation (55°C pendant 6 min). A la fin de la réaction, les produits de PCR 

ont été analysés sur gel d’agarose 0,8% TAE.  
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2-1-2-1-2-Purification des produits de PCR  
 

Après l’étape d’amplification par PCR les produits obtenus doivent être purifiés pour éliminer 

le tampon, les dNTP non incorporés et les amorces. La purification a été réalisée à l’aide du 

kit GenElute™ PCR Clean-Up de chez Sigma. La purification se fait à l’aide d’une colonne 

munie d’une membrane de silice chargée positivement et optimisée pour lier l’ADN dans des 

solutions de fortes salinités et le libérer dans des solutions de faible salinités telle que l’eau. 

Ainsi, la première étape consiste à fixer l’ADN sur la membrane. Ensuite s’en suivent 

plusieurs lavages à des salinités de plus en plus faibles afin d’éliminer les molécules chargées 

négativement. Enfin l’ADN lié à la membrane est élué dans 30 μl d’eau ultra pure. 

 

2-1-2-1-3-Double digestion du vecteur et de l'insert par les  
                 enzymes de restriction 

 

Les produits PCR purifiés et le vecteur dephosphorylé ont été digérés séparément par les deux 

enzymes de restriction BamHI et HindIII. La réaction de digestion a été réalisée dans un 

volume final de 50 μl contenant: 5μl de tampon d’activité 10 X compatible avec les deux 

enzymes, 1 μl (10 U) d’enzyme de restriction et 1 μg d’ADN. La digestion a été incubée 1 h à 

37°C, puis immédiatement placée dans la glace. Les enzymes ont été inactivées par un 

traitement à 65°C pendant 15 min. Les produits de digestion issus des produits de PCR ont été 

purifiés directement à l’aide du kit GenElute™ PCR Clean-Up de chez Sigma. Le "digestat" 

du vecteur a été migré sur gel d’agarose 0,8% TAE. 

 

2-1-2-1-4-Extraction d’ADN à partir du gel d’agarose 
 

Avant la migration, pour la visualisation des fragments, du Syber safe (Invitrogen) a été inséré 

directement dans le gel d’agarose afin de permettre une révélation des fragments directement 

sous un transilluminateur en lumière bleue (Safe imager Invitrogen) et non sous UV pour 

éviter d’endommager l’ADN. Les bandes de gel contenant le vecteur linéarisé ont été 

découpées à l’aide d’une lame de scalpel, puis placées dans un tube de 1,5 ml. L’ADN a été 

extrait puis purifié à l’aide du kit d’extraction GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma).  
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2-1-2-1-5-Déphosphorylation du vecteur 
 

La déphosphorylation du vecteur a été effectuée à l’aide de la phosphatase alcaline (CIP, 

Biolabs) dans un volume final de 50 μl. Le mélange réactionnel a été composé comme suit : 

ADN purifié 1 à 10μg  

Tampon CutSmart (10X) 5 μl 

CIP 1 unit 

H20 μl à 50 μl 

La réaction a été incubée à 37°C pendant 1 h puis l’enzyme a été inactivée à 70°C pendant 5 

min. 

 

2-1-2-1-6-Ligation  
 

Les ADNc et le vecteur digérés ont été ligués avec la T4 DNA ligase pendant toute une nuit à 

16°. La réaction a été généralement réalisée dans 20 μl contenant: 2 μl de tampon d’activité 

5X, 1 μl de T4 DNA ligase et un rapport insert/vecteur de 3/1 puis le volume final a été 

complété à 20 μl avec de l’eau.  

 

2-1-2-1-7-Préparation des cellules compétentes d’E. coli  
                 TOP10/ E.coli Dh5α 

 
Une préculture d’E. coli a été effectuée par ensemencement de 10 ml de milieu LB avec une 

seule colonie. Après une nuit sous agitation à 37°C, 1 ml de cette préculture a été utilisé pour 

ensemencer 100 ml de milieu LB. Cette culture a été incubée à 37 °C sous agitation pendant 3 

à 5 h jusqu’à obtenir une DO à 600 nm entre 0,4 et 0,6. Cette DO correspond pour une culture 

E.coli au début de phase exponentielle de croissance, moment où la majorité des bactéries 

sont compétentes. La culture a été ensuite placée dans la glace pendant 15 min afin d’arrêter 

la croissance de la culture, puis les bactéries ont été sédimentées par centrifugation à 3500 g 

pendant 15 min. Pour éviter que les bactéries ne se lysent, les centrifugations ont été réalisées 

à 4°C et sans frein. Le culot a été resuspendu dans 20 ml d’une solution de CaCl2 100mM 

froid afin de déstabiliser les membranes des bactéries et ainsi potentialiser leur niveau de 

compétence. Après 15 min de repos dans cette solution, les bactéries ont été à nouveau 

sédimentées par centrifugation à 3500 g pendant 15 min à 4°C. Enfin, le culot a été 
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resuspendu dans 5,5ml de Cacl2 à 7,5 mM contenant du glycérol à 15% puis congelé dans de 

l’azote liquide et stocké à - 80 °C sous forme d’aliquots de 100 μl. 

 

2-1-2-1-8-Transformation des produits de la ligation 
 

La T4 DNA ligase a été inactivée par un traitement à 65°C pendant 15min, puis la 

transformation a été réalisée avec 2 μl du produit de chaque ligation. Cette étape consiste à 

mélanger 50μl de souches bactériennes chimiocompétentes avec 2 μl (environ 50 ng de 

plasmide) du produit de chaque ligation séparément. Le mélange a été laissé 30 min dans la 

glace puis transféré dans un bain d’eau à 42°C pour une durée de 45 secondes puis remis 

immédiatement dans la glace pendant 2 à 3 min. Très rapidement 200 μl de milieu SOC ont 

été ajoutés au mélange. Ce milieu contenant du glucose permet aux cellules très fragiles à ce 

stade de reprendre une activité normale. Le mélange a été incubé pendant 1h à 37°C. La 

sélection des bactéries transformées a été faite sur boite LB contenant l’antibiotique de 

sélection dans notre cas la Kanamycine pour le vecteur pet 28a. Enfin les boites ont été 

incubées à 37°C pendant une nuit. 

 

2-1-2-1-9-Extraction d’ADN plasmidique 
 

Une amplification plasmidique a été réalisée en cultivant quelques colonies bactériennes de 

chaque construction ayant poussée sur le milieu de sélection et contenant donc un plasmide 

recombinant. Les bactéries ont été mises en préculture pendant toute une nuit à 37°C sous 

agitation dans 5 ml de milieu LB/Kana. Le lendemain, les bactéries ont été sédimentées par 

centrifugation à 5000 g pendant 3 min puis l’extraction de l’ADN plasmidique a été effectuée 

suivant le protocole décrit dans le kit miniprep de Qiagen. Afin de vérifier la présence de 

l’insert, une PCR et une double digestion ont été réalisées. L’ADN de quelques plasmides 

contenant l’insert a été séquencé. 

 

2-1-2-1-10-Essai de production de la β-glycosidase chez  
                 E.coli  

 
Plusieurs souches d’ E.coli ont été testées pour la production, BL21DE3; JM109DE3; Rosetta 

DE3; TunerDE3; C41DE3; BL21star. Le protocole suivant a été utilisé pour les cinq  
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premières souches. Après une transformation de l’ADN plasmidique recombinant dans ces 

différentes souches E.coli, une préculture a été réalisée dans 10 ml de LB contenant 50μg/ml 

de Kanamycine. Le lendemain, cette préculture a été utilisée pour ensemencer au centième 

100 ml de LB/Kana. Cette culture a été incubée à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu'à 

obtenir une absorbance à 600 nm autour de 0,6. L'expression de la protéine recombinante a 

été alors induite par addition d'IPTG (1 mM final) à froid puis l’incubation a été réalisée toute 

la nuit sous agitation 140 rpm à 16°C. Le lendemain, les bactéries ont été centrifugées à 8000 

rpm pendant 20 min et le culot bactérien a été repris dans un volume adéquat (1/50 du milieu 

de culture) du Talon1X (Tris HCL 20 mM pH 8; Nacl 300 mM. Pour la dernière souche 

BL21star, le milieu auto-inductible ZYM 5052 composé de tryptone (1%), extrait de levure 

(0,5%), Na2HPO4 (25 mM), K2HPO4 (25 mM), NH4Cl (50 mM), Na2SO4 (5 mM), MgSO4 

(1 mM), glycérol (0,5%), lactose (0,2%), glucose (0,05%) et enfin de métaux 1000X a été 

utilisé. Ce milieu, est utilisé pour la production en grande quantité des protéines 

recombinantes à partir de plasmides de type pET. Pour ce faire, 200 ml de ce milieu, 

additionné de l’antibiotique ont été inoculés avec 1ml d’une préculture, réalisée directement à 

partir de 200 μl du mix de la transformation et 30 ml de LB/Kana. La culture a été réalisée à 

16°C, 150 rpm pendant 24 h. Le lendemain, les bactéries ont été centrifugées à 6500 rpm 

pendant 15 min à 8°C puis le culot a été repris dans le tampon d’activité de l’enzyme. Les 

cellules issues de la transformation de ces différentes souches, ont été ensuite lysées par 

sonication. L'extrait, a été par la suite clarifié par centrifugation pendant 30 min à 11000 rpm. 

Le surnageant récupéré constitue la fraction native. Le culot a été repris dans de l’urée à 8M 

puis centrifugé à nouveau. Ce surnageant constitue la fraction dénaturante. Les différentes 

fractions ont été analysées par SDS-PAGE.  

 

2-1-2-2-Essai de production chez la levure Yarrowia lipolytica  
 

2-1-2-2-1-Amplification du fragment d’ADNc par PCR 
 

Après avoir essayé plusieurs conditions infructueuses, afin de pouvoir surexprimer le gène 

d’intérêt chez la bactérie E.coli, nous avons testé la production chez la levure Yarrowia 

lipolytica. Le gène a été sous cloné dans le vecteur JMP160; trois stratégies de clonage ont été 

élaborées cette fois. Une construction prenant en compte la séquence totale du gène en 

incluant le peptide signal (PS); une autre construction sans le peptide signal (la séquence 
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mature) puis une dernière construction avec la séquence mature comprenant la casette Prepro. 

Les sites de restriction des enzymes BamHI/AvrII ont été utilisés pour les deux premières 

constructions puis le couple d’enzymes SacII/AvrII pour la dernière. Les couples d’amorces 

suivant ont été utilisés  

1) Séquence totale avec signal peptide beta GluBamHI /AvrII 

(Site BamH1) AAAGGATCC CACA ATGATGGAGTCTCACATGCT 

(Site AvrII) AAACCTAGG GATTCCTCTCGAAATCGTTCCG 

2) Séquence mature Beta glu BamHI/AvrII 

(Site BamH1) AAAGGATCC CACA ATGGCTCCTGAGGACAAGGT 

           (Site AvrII) AAACCTAGG GATTCCTCTCGAAATCGTTCCG 

3) BGlu_PréproYL_SacII_d 

          (Site SacII) AAAACCGCGG TTCTCCAGAAGCGAGCTCCTGAGGACAAGGT 

          (Site AvrII) AAACCTAGG GATTCCTCTCGAAATCGTTCCG 

Les étapes du clonage de la PCR jusqu’à l’extraction de l’ADN plasmidique ont été effectuées 

pour les trois constructions comme dans le premier cas (chez E.coli). L’ADN plasmidique 

extrait à partir des minipreps a été utilisé après vérification de la présence des inserts (par 

PCR, digestion et séquençage) pour la transformation dans la souche JMY1212 de Yarrowia 

lipolytica. 

 

2-1-2-2-2-Préparation des cellules compétentes de Yarrowia  
                 lipolytica JMY1212 
 

A partir d’une boîte fraichement repiquée de la souche JMY1212 de Yarrowia lipolytica, une 

préculture de 5 ml a été effectuée en milieu YPD/citrate (45 ml YPD 5 ml tampon citrate) 

pendant environ 7 h de temps. Les cellules ont été comptées sur cellule de Thoma puis deux 

erlenmeyers contenant chacun 20 ml du même milieu ont été ensemencés: un à 5.105 

cellules/ml (100 µl) et l’autre à 105 cellules par ml (10 µl). Les erlenmeyers ont été incubés 

toute la nuit à 28°C sous agitation. Le lendemain matin, les cellules ont été à nouveau 

comptées sur cellule de Thoma puis la culture se situant entre 8.107 et 1,5.108 cellules/ml 

(celle ensemencée à 5.105 est généralement dans la gamme) a été utilisée pour la suite. Vingt 

ml de ces cellules ont été centrifugées à 3000 rpm pendant 5 min puis lavées avec 20 ml du 

tampon TE (Tris 50 mM-EDTA 5mM pH 8). Le culot a été repris dans 20 ml d’acétate de 

lithium LiAc puis incubé sans agitation pendant 1 h à 28°C dans ce tampon. A la fin, les 

cellules ont été centrifugées à 2000 rpm à 4°C pendant 2 min puis le culot a été repris dans 2 
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ml de LiAc de sorte à avoir 5.108 cellules/ml. Les cellules ne sont conservées que pendant 

24h. 

2-1-2-2-3-Transformation des produits de la ligation 
 

Avant la transformation, les clones ont été digérés au niveau de la plateforme Zéta par 

l’enzyme de restriction NotI afin d’éliminer le plasmide. La transformation a été effectuée par 

la suite comme suit : 

Dans un tube stérile de 5 ml, ont été mélangé successivement   

a. 5 µl d’ADN entraîneur (ADN de saumon soniqué à 5 mg/ml dans du tampon 

TE). 

b. 1 à 10 µl d’ADN à transformer (1 μg) 

c. 100 µl de cellules compétentes fraichement préparées  

Le mélange a été incubé 15 minutes à 28°C au bain-marie sans agitation, puis 700 μL de PEG 

4000 (40% dans LiAc 0,1 M pH 6,0) ont été ajoutés. Le mélange a été agité à 200 rpm à 28°C 

pendant 1 h puis un choc thermique a été réalisé 10 minutes à 39°C. Après ajout de 1,2 ml de 

LiAc, les cellules ont été étalées sur le milieu de sélection (LB/kana). 

 

2-1-2-2-4-Essai de Production  
 
Après la transformation des ADN plasmidiques recombinants dans la souche compétente 

JMY1212 de Yarrowia lipolytica, 3 clones de chaque construction ont été cultivés dans des 

erlenmeyers bafflés contenant 10 ml de milieu YT2D1. Les cultures ont été effectuées pendant 

48 h sous agitation à 28°C avec un prélèvement après 24h. Une centrifugation (5 min à 5000 

rpm) a permis de récupérer le surnageant de culture qui constitue la fraction active. Le culot 

constituant donc la fraction insoluble a été également récupéré. Des tests d’activité ont été 

effectués sur les deux fractions afin de vérifier la production de la protéine. 

 

2-1-2-5-Production en cellules d’insectes  

 
Parmi les systèmes d’expression eucaryote, le système baculovirus-cellules d’insectes est un 

des plus performants pour la production de protéines complexes. Ce système est basé sur 

l’utilisation du baculovirus comme vecteur pour l’expression en cellules d’insectes de gènes 

hétérologues sous contrôle de promoteurs viraux comme la polyédrine et la protéine P10. 
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L’expression des protéines eucaryotes recombinantes dans les cellules d’insectes est devenue 

un axe de recherche majeur pour la caractérisation structurale et fonctionnelle des protéines 

souvent mal repliées dans les cellules d’E.coli. Dans le système d’expression baculovirus les 

modifications post-traductionnelles sont conservées, la protéine adopte généralement un bon 

repliement et des niveaux d’expression relativement hauts peuvent être atteints. Cette 

expression en cellules d’insectes a été effectuée par la société Proteogenix (France). La 

procédure suivante a été suivie: tout d’abord nous avons effectué un alignement de séquence 

afin de comparer la séquence provenant de notre banque d’ADNc et la séquence stockée dans 

la banque de donnée NCBI (No d’accession GenBank: KJ576835). Après analyse, une petite 

différence au niveau des acides aminés a été observée. Un acide glutamique a été observé en 

lieu et place de l’acide aspartique dans notre séquence (figure 21). Afin d’analyser les 

propriétés des deux protéines nous avons produit en parallèle, le gène codant pour la β-

glycosidase issus notre banque de cDNA et l'ADNc codant pour la β-glycosidase de la blatte 

Periplaneta americana dont la séquence a été stockée dans la banque de donnée NCBI. Le 

gène a été synthétisé chimiquement à partir de la séquence optimisée. Cette séquence 

optimisée a été utilisée comme matrice pour la PCR afin d'amplifier la séquence codant pour 

l'ADNc [23-505] sans le peptide signal. Le gène issu de la banque de cDNA a été sous-cloné 

dans le vecteur ZMP62 (stratégie de clonage BamHI/HindIII nom de la construction: 

pATXBac1-BetaGluc1-6His) (figure 22). Le gène synthétique a été sous-cloné dans le 

vecteur pATXBac1 (stratégie de clonage BamHI/ Xhol nom de la construction pATXbac1-

BetaGluc2) (figure 23). Une séquence codante pour une 6His-Tag a été ajoutée en position 

3'/C-terminal dans les deux cas. 

EMBOSS_001         1 MMESHMLLFLFSLATGLFGAVHGAPEDKVPDSLKDYAFPDGFLFGTATSS      
                                          .|||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001         1 ---------------------MGAPEDKVPDSLKDYAFPDGFLFGTATSS      
 
EMBOSS_001        51 YQVEGAWLEDGKSLNIWDTLTHNKSNLISDRSNGDVACDSYHKYKEDVQL     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001        30 YQVEGAWLEDGKSLNIWDTLTHNKSNLISDRSNGDVACDSYHKYKEDVQL      
 
EMBOSS_001       101 LKELGVNFYRFSVSWSRILPTGHINVVNQAGIDYYNNLINELLANGIQPM     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001        80 LKELGVNFYRFSVSWSRILPTGHINVVNQAGIDYYNNLINELLANGIQPM     
 
EMBOSS_001       151 VTMYHWDLPQTLQDLGGWPNQVMAQYFEDYARVLFTNYGDRVKYWITFNE     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       130 VTMYHWDLPQTLQDLGGWPNQVMAQYFEDYARVLFTNYGDRVKYWITFNE     
 
EMBOSS_001       201 PSVFTAGYESVAFHAPNVGATGFGQYLATHTVLKAHARAYHLYDNEFRAA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       180 PSVFTAGYESVAFHAPNVGATGFGQYLATHTVLKAHARAYHLYDNEFRAA     
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EMBOSS_001       251 QQGKIGMAFNINWCEPRENITEDIAACNRMQEFNLGMYAHPVFSPEGDFP     
                     |||||||||||||||||:|||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       230 QQGKIGMAFNINWCEPRDNITEDIAACNRMQEFNLGMYAHPVFSPEGDFP     
 
EMBOSS_001       301 TVVKERVAMNSEAEGFTQSRLPSLTQEEIEYIKGTADFFGLNHYTTFYGS     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       280 TVVKERVAMNSEAEGFTQSRLPSLTQEEIEYIKGTADFFGLNHYTTFYGS     
 
EMBOSS_001       351 PLTYTGEPTFTKDVGILMMPDFSWPGSASIWLHVVPWGFRKQLNRIAEIY     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       330 PLTYTGEPTFTKDVGILMMPDFSWPGSASIWLHVVPWGFRKQLNRIAEIY     
 
EMBOSS_001       401 NNPPVIITENGFSDHGELNDTGRINYLTSYLTEMLNAIHEDGCNVVGYTA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       380 NNPPVIITENGFSDHGELNDTGRINYLTSYLTEMLNAIHEDGCNVVGYTA     
 
EMBOSS_001       451 WSLIDNFEWNNGYTQRFGLYHVDFEDPNRARTIKESAKVYAEIIATKQIP     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
EMBOSS_001       430 WSLIDNFEWNNGYTQRFGLYHVDFEDPNRARTIKESAKVYAEIIATKQIP     
 
EMBOSS_001       501 ERFREESLGGSHHHHHH    517 
                     ||||||.   .|||||| 
EMBOSS_001       480 ERFREEL---EHHHHHH    493 
 

 

 

Les séquences et les constructions des deux protéines produites en parallèle sont présentées 

ci-dessous. 

a)-Séquence issus de la banque d’ADNc BetaGluc1 
 

 

 

pATXBac1-BetaGluc1-6His: 517AA-58,76 kDa 

Figure 23: Alignement de séquence entre la séquence issu de notre banque 
d’ADNc et la séquence stockée dans la banque de donnée NCBI 
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b) Gène synthétique réalisé à partir de la séquence stockée dans NCBI BetaGluc 2 
 

 

 

pATXBac1-BetaGluc1-6His-6234nt 

>BetaGluc 2[23-505] cDNA (1449 bp) 

Figure 24: Construction pATXbac1-BetaGluc 1 
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Les constructions pATXbac1-BetaGluc 1-2 ont été transformées dans la souche DH10Bac 

d’E. coli afin de produire les bacmides recombinants. Les bacmides recombinants ainsi 

obtenus ont été purifiés puis transfectés dans les cellules Sf9 (Spodoptera frugiperda) pour 

produire le virus P1 stock. Les cellules obtenues lors de la génération du stock P1 ont été 

analysées en SDS-PAGE et par Western blot afin de vérifier l’expression des protéines. 

L’amplification et la surexpression du virus recombinant ont été effectuées par infection des 

cellules Sf9 et Hi5 avec le Stock P1 le nouveau stock de virus obtenu constitue le stock P2. Le 

virus P2 Stock ainsi obtenu dans les deux cellules d’insectes (Sf9 et Hi5) a été utilisé pour les 

tests d'expression. La production a été effectuée dans 100 ml de culture de cellules Hi5 

infectée par le stock P2 dans les conditions optimales. Les extraits brut enzymatique obtenu 

ont été concentrés puis purifiés en conditions natives sur colonne IMAC. Les protéines 

purifiées ont été analysées en SDS-PAGE.  

2-2-Techniques de Biochimie 
 

2-2-1-Purification et caractérisation de la β-glycosidase native de la blatte     

              Periplaneta americana 
 

 Figure 23: Construction pATXbac1-BetaGluc 2 

pATXBac1-BetaGluc2-6His-6180nt 
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2-2-1-1-Préparation de l’extrait brut enzymatique 
 

Environ trente (30) g de blattes entières Periplaneta  americana ont été lavées à l’eau distillée 

puis essorées sur papier filtre et broyées dans 60 ml de NaCl 0,9 % (p/v) à l’aide d’un mortier 

en porcelaine. Le broyât obtenu a été centrifugé à 11000 rpm pendant 15 min à 4°C. Le 

surnageant obtenu a constitué l’extrait brut enzymatique.  

2-2-1-2-Dosage des activités pNP-glycosidasiques  
 

Le dosage de l’activité enzymatique a été réalisé dans le milieu réactionnel suivant:  

                   - 125 µl de tampon acétate 100 mM pH 5,0 ; 

                   - 50 µl de solution enzymatique ; 

                   - 75 µl de pNP-glycoside 5 mM. 

Ce milieu réactionnel a été incubé à 37°C pendant 15 min. La réaction a été arrêtée par ajout 

de 1 ml de carbonate de sodium (2%, p/v). L’activité enzymatique se manifeste par 

l’apparition d’une coloration jaune caractéristique du pnitrophénol (pNP) libéré en milieu 

alcalin par l’hydrolyse du pNP-glycoside. La quantité de pNP libéré a été déterminée au 

spectrophotomètre à la longueur d’onde de 410 nm contre un témoin ne contenant pas de 

solution enzymatique. Ces conditions constituent les conditions standard de dosage dans cette 

étude. L’activité enzymatique se définit comme étant la quantité d’enzyme capable de libérer 

un micromole (µmol) de produit par min dans le milieu réactionnel dans les conditions sus-

décrites. L’activité spécifique est le nombre d’activité enzymatique par mg de protéine. 

 

2-2-1-3-Dosage des activités oligo et polysaccharidasique 
 

Certains oligosaccharides sous l’action des enzymes fournissent du glucose. La quantité de 

glucose libéré peut être dosée selon la méthode de Kunst et al. 1984 utilisant le réactif 

glucose oxydase-péroxydase. 

 

a-Préparation du réactif glucose oxydase-péroxydase 
 

Ce réactif a  été constitué d’un mélange de deux solutions A et B préparées extemporanément. 

La solution A a été obtenue par dissolution d’un comprimé d’o-dianisidine dans 1ml d’eau. La 

solution B a été constituée d’une capsule de l’enzyme glucose oxydase dissoute dans 39 ml 
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d’eau. Le réactif a été préparé en ajoutant 400µl de la solution d’o-dianisidine au 39 ml de 

l’enzyme glucose oxydase. 

b-Technique de dosage 
 

Pour le dosage de l’activité oligo et polysaccharidasique, l’essai standard  a été constitué de 5 

mM d’oligosaccharide ou de polysaccharidasique et 50 µl de solution enzymatique dans un 

volume final de 250 µl de tampon citrate-phosphate 100 mM pH 4.6. Le mélange réactionnel 

a été incubé à 37°C pendant 15 min pour les oligosaccharides et pendant 1h pour les 

polysaccharides. La réaction enzymatique a été arrêtée par chauffage du milieu réactionnel 

pendant 5 min au bain-marie bouillant. Puis 200 µl du réactif glucose oxydase-peroxydase ont 

été ajoutés au milieu réactionnel pour doser la quantité de glucose libéré. Le nouveau 

mélange, bien homogénéisé, a été incubé pendant 15 min à 37°C. L’intensité de la coloration 

a été mesurée au spectrophotomètre à 490 nm contre un témoin ne contenant pas d’enzyme. 

Une courbe d’étalonnage de glucose obtenue dans les mêmes conditions a permis de convertir 

les densités optiques en micromoles de glucose libéré. L’activité enzymatique se définit 

comme étant la quantité d’enzyme catalysant l’hydrolyse d’une micromole de substrat par 

min dans les conditions standard. L’activité spécifique a été exprimée en unité enzymatique 

par mg de protéine (UE/mg). 

 

2-2-1-4-Dosage des protéines 
 

Les teneurs en protéine des différents échantillons enzymatiques ont été déterminées selon la 

méthode de Lowry et al. 1951. 

Les réactifs utilisés pour le dosage des protéines ont été les suivants : 

- solution A: réactif de Folin-Ciocalteus dilué de moitié dans la soude 0,1 N; 

- solution B: carbonate de sodium (2%, p/v) préparé dans la soude 0,1 N; 

- solution C1: sulfate de cuivre (0,5%, p/v) préparé dans de l’eau distillée; 

- solution C2: tartrate double de sodium et de potassium (1%, p/v) préparé dans de l’eau 

distillée ; 

- solution D: préparée extemporanément à partir de 100 µl de solution C1, 100 µl de solution 

C2 et de 10 ml de solution B. 

Deux cent (200) µl de préparation protéique ont été dilués dans 2 ml de solution D. Ensuite, 

deux cent (200) µl de solution A ont été ajoutés à ce mélange. Le milieu réactionnel a été 
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agité et laissé reposer pendant 30 min à l’obscurité pour permettre le développement de la 

coloration. La densité optique de l’essai a été mesurée à 660 nm contre un témoin ne 

contenant pas de solution protéique. La densité optique obtenue a été ensuite convertie en mg 

de protéine grâce à une droite d’étalonnage établie dans les mêmes conditions. Le sérum 

albumine bovine a été utilisé comme protéine de référence. 

 

2-2-1-5-Technique de purification de la protéine native  
 

La purification de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana après plusieurs essais a 

été effectuée en trois étapes comportant une chromatographie échangeuse d’anions, une 

chromatographie d’exclusion moléculaire et une chromatographie d’interaction hydrophobe.  

 

2-2-1-5-1-Purification par chromatographie d’échange  
                 d’anions sur colonne Q sepharose Fast Flow 
 

La première étape a été une purification par chromatographie d’échange d’ions, à l’aide du 

système Aktä Purifier et du logiciel Unicorn (Amersham Pharmacia). La phase stationnaire 

utilisée (Q sépharose fast flow) est chargée positivement et pourra fixer toutes les molécules 

de charge opposée. La résine a été équilibrée dans du tampon acétate 100 mM pH 5 avec un 

débit de 5 ml/min. A ce pH, l’enzyme est chargée négativement et se fixe sur la résine lors du 

dépôt. La résine a été alors lavée avec ce même tampon et toutes les protéines et molécules 

non chargées ou chargées positivement ont été éluées. Ensuite, Les molécules fixées sur la 

résine ont été progressivement éluées avec un gradient en NaCl de 0 à 2 M (0M; 0,1M; 0,3M; 

0,5M; 0,1M; 1M; 2M) préparé dans le tampon acétate de sodium 100 mM pH 5 avec un débit 

constant de 5 ml/min. Des fractions de 3 ml ont été collectées et les plus actives éluées vers 

0,3 M de NaCl ont été ensuite rassemblées pour la suite de la purification. 

 

2-2-1-5-2-Chromatographie d’exclusion moléculaire sur le                          
                  gel Sephacryl S-100 HR 

 

Cette chromatographie encore appelée gel filtration, perméation de gel ou tamisage 

moléculaire permet de séparer les molécules en fonction de leur taille, leur masse moléculaire 

et de leur comportement hydrodynamique. La colonne a été montée sur le système Aktä 

Purifier piloté par le logiciel Unicorn (Amersham Pharmacia). Cette colonne permet de 
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fractionner les protéines globulaires qui ont un poids moléculaire compris entre 1000 et 100 

000 Da. Le gel a été équilibré avec du tampon acétate 100 mM pH 5,0. Après injection de 500 

µl de l’extrait concentré, les protéines ont été éluées avec ce même tampon. Le débit de la 

chromatographie a été de 1 ml/min. Des fractions de 1 ml ont été collectées.  

 
2-2-1-5-3-Chromatographie d’interaction hydrophobe sur     
                 gel Phényl-Sepharose CL-4B 

 

La chromatographie d’interaction hydrophobe permet de séparer les molécules en fonction 

de leur hydrophobie et de leur caractère amphiphile. Les fractions les plus actives (10 ml) 

issues de la chromatographie précédente ont été saturées avec du sulfate d’ammonium (1,7 

M) puis déposées sur la colonne Phenyl-Sepharose (Amersham Pharmacia) préalablement 

équilibrée avec du tampon acétate 100 mM pH 5,0 contenant du sulfate d’ammonium 1,7 

M. Des fractions de 1 ml ont été recueillies. Après le lavage du gel avec ce même tampon, 

les protéines retenues ont été éluées par application d’un gradient en palier décroissant de 

sulfate d’ammonium (1,7M; 1M; 0,5M; 0,3M; 0,2M; 0,15M; 0,1M; 0 M) préparé dans le 

même tampon acétate 100 mM pH 5,0. Les fractions les plus actives ont été rassemblées 

puis fractionnées et concentrées sur millipore.  

 

2-2-1-5-4-Electrophorèse en SDS-page 
 

Les échantillons protéiques ont été dénaturés par un traitement de 5 min à 95°C dans un 

tampon Tris-HCl 0,5 M pH (6,8) contenant du SDS (2%, p/v), du β-mercaptoéthanol (5%, 

v/v), du glycérol (20%, v/v) et du bleu de bromophénol (0,5%, p/v) (10µl de l’échantillon 

+10 µl de tampon de charge) le tout a été déposé sur gel puis migré à 200V pendant 30 min. 

Les tailles apparentes des protéines sont estimées par rapport à un marqueur de poids 

moléculaire (Bio-Rad).  

 

2-2-1-6-Etude des caractéristiques physico-chimiques des protéines  
 

2-2-1-6-1-Détermination du poids moléculaire de la protéine      
                 native parfiltration sur gel de Sephacryl S-200 HR 
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La détermination du poids moléculaire de la protéine enzymatique native purifiée a été 

réalisée par filtration sur gel de Sephacryl S-200 HR (0,6 cm x 32 cm). Le gel a été équilibré 

avec du tampon acétate 100 mM (pH 5). Les volumes mort et total de la colonne ont été 

déterminés respectivement par le bleu de dextrane et le p-nitrophénol. Les marqueurs de poids 

moléculaires utilisés pour étalonner la colonne sont l’ α-amylase de la patate douce (206 

kDa), le sérum albumine bovine (66,2 kDa), l’amyloglucosidase du champignon Aspergillus 

niger (63 kDa), l’ovalbumine (45 kDa) et la cellulase du champignon Aspergillus niger (26 

kDa) (BIO-RAD). 

 

2-2-1-6-2-Influence du pH sur l’activité β-glucosidasique 
 

2-2-1-6-2-1-pH optimum d’hydrolyse 
 
 Le pH optimum d’hydrolyse a été déterminé dans les tampons acétate 100 mM (pH 3,6 à 

5,6), phosphate 100 mM (pH 5,6 à 8,0) et citrate phosphate 100 mM (pH 2,6 à 7). Les 

activités enzymatiques correspondantes ont été déterminées dans les conditions standard. 

 

2-2-1-6-2-2-Stabilité au pH  
 

 La stabilité au pH a été étudiée en mesurant les activités résiduelles des protéines préincubées 

à 37 °C pendant 1 heure à différents pH (3,6 à 8) aux concentrations de 100 mM. Les activités 

résiduelles ont été déterminées dans les conditions standard. 

 

2-2-1-6-3-Influence de la température sur l’activité β- 
                  glucosidasique 
 

2-2-1-6-3-1-Température optimale d’hydrolyse 
 

L’effet de la température sur l’activité catalytique des protéines a été étudié dans le tampon 

citrate phosphate 100 mM pH 4,6 à des températures allant de 30 à 80°C. Les activités 

résiduelles ont été dosées dans les conditions standard. 

 



                                                                                                                           Matériels et méthodes  

2-2-1-6-3-2-Etude de la stabilité thermique ou  
                     thermostabilité 
 

       2-2-1-6-3-2-1-Inactivation thermique 

 
                                                     - milieu réactionnel 

 L’étude de l’inactivation thermique a été réalisée à 37 et 55°C pour la partie activation puis 

de 60 à 80°C pour la partie inactivation en ce qui concerne la protéine native. Pour les 

protéines recombinantes, l’inactivation thermique a été réalisée à 37 et 50°C pour la partie 

activation puis de 55 à 70°C pour la partie inactivation. Chaque 5 min, une aliquote (112,5 µl) 

a été prélevée et refroidie à la température ambiante pendant 10 min. Elle a été utilisée pour le 

déclenchement de la réaction dans les conditions standard. Les activités déterminées ont été 

ensuite exprimées en pourcentage d’activité relative par rapport à l’activité maximale.  

 

                                          -Analyses cinétique et thermodynamique  

L’influence de la température sur la vitesse de la réaction de l’enzyme est donnée par 

l’équation d’Arrhenius 1889: 

Ln [At/A○] = -kt                          (Equation 1) 

Où At est l’activité résiduelle de l’enzyme au temps t, A0 est l’activité initiale de l’enzyme et 

k la constante de la vitesse de la réaction (min-1). Les valeurs de k sont obtenues à partir de la 

droite de régression de Ln [At /A0] en fonction du temps, où k est la pente. 

Le temps de réduction décimale (D) représente le temps nécessaire (à une température 

donnée) pour réduire l’activité enzymatique de 10% de sa valeur initiale. Il a été déterminé 

selon l’équation de Stumbo 1973: 

D = 2,303/k                                  (Equation 2) 

Le temps de demi-vie de l’enzyme (t1/2) a été calculé selon l’équation proposée par (Ünal 

2007). 

t1/2 = 0,693/k                                (Equation 3) 

Z (°C) est l’élévation de température nécessaire pour réduire la valeur de D de 90% : 

Log [D1/D2] = [T2-T1]/ZT             (Equation 4) 



                                                                                                                           Matériels et méthodes  

Où T1 et T2 représentent les basses et fortes températures (°C ou °K), D1 et D2 sont 

respectivement les temps de réduction décimale (D) aux faibles et fortes températures en 

minute. La valeur de Z a été estimée à partir de la représentation graphique de log D en 

fonction de la température (T). 

La relation entre la température et la constante de vitesse au cours de la dénaturation 

thermique est donnée par l’équation d’Arrhenius 1889: 

k = Ae(-Ea/RT)                                (Equation 5) 

L’équation 5 peut s’écrire encore de la manière suivante: 

ln k = lnA - Ea/R × T                       (Equation 6) 

Où k est la constante de vitesse, A est la constante d’Arrhenius, Ea est l’énergie d’activation 

(énergie nécessaire pour l’inactivation de l’enzyme), R est la constante des gaz parfaits (8,31 

Jmol-1K-1) et T est la température absolue en Kelvin. La représentation graphique de lnk en 

fonction de la température absolue a permis d’observer une droite linéaire. La pente de cette 

droite a permis de calculer l’énergie d’activation et l’ordonné à l’origine correspond à ln A 

Dogan et al. 2002, 2000 

 Le coefficient de température (Q10), a été calculé selon l’équation de Stevanato et al. 1995: 

Q10 = k(T2)/k(T1)                              (Equation 7)  

Où k(T2) et k(T1) sont les constantes de vitesse respectives aux températures T2 (T1 +10°C) 

et T1. Les valeurs de l’énergie d’activation (Ea) et de la constante d’Arrhenius (A) ont permis 

de déterminer les différents paramètres thermodynamiques (Marin et al. 2003). Ce sont: les 

variations d’enthalpie ∆H#, d’entropie ∆S# et de l’énergie libre ∆G# qui ont été données par 

les équations de Galani et Owusu 1997: 

∆H# = Ea - RT                                     (Equation 8) 

∆S# = R ((lnA – ln (KB/ hP) – ln T))    (Equation 9) 

∆G# = ∆H# – T ∆S#                             (Equation 10) 

KB est la constante de Boltzmann (1,38 x 10-23 J/K), hP la constante de Planck (6,626 x 10-34 

J.s), et T la température absolue. 
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2-2-1-6-3-2-2-Dénaturation thermique 
 

Elle a été suivie en mesurant dans les conditions standard de dosage, les activités résiduelles 

des protéines après 15 min de préincubation des enzymes purifiées à des températures 

comprises entre 30 et 80°C dans le tampon citrate phosphate 100 mM pH 4,6. 

 

2-2-1-6-3-3-Influence de quelques agents       
                    chimiques  

 

 Pour déterminer l’influence des agents chimiques sur l’activité β-glucosidasique des 

protéines, le milieu réactionnel suivant a été réalisé: 

- 125 µl d’agent chimique préparé à 1 mM et 5 mM dans le tampon citrate phosphate 100 mM 

pH 4,6 ; 

- 50 µl de protéine purifiée. 

Il a été préincubé pendant 20 min à 37°C puis, 75 µl de pNP-β-D-glucopyranoside (5 mM) 

ont été ajoutés. L’incubation a été faite à la même température pendant 15 min puis la réaction 

a été arrêtée par ajout de 1 ml de carbonate de sodium 2% (p/v) au milieu réactionnel. Des 

témoins sans enzyme sont préparés dans les mêmes conditions. L’activité résiduelle est 

exprimée en pourcentage de celle obtenue en absence d’agent chimique. 

 

2-2-1-6-3-4-Effet des solvants organiques 
 
De nombreux substrats synthétiques et naturels, avant leur éventuelle dégradation par les 

enzymes, requièrent parfois pour leur solubilisation, un environnement plus ou moins 

organique qui n’est souvent pas favorable à l’action de ces biocatalyseurs. L’influence des 

solvants organiques sur l’activité des protéines purifiées a été menée à 37°C dans le tampon 

citrate phosphate 100 mM pH 4,6 en présence de concentrations variables de solvant 

organique. Les activités dosées dans ces milieux de concentrations croissantes en solvant 

organique ont été ensuite comparées à celle obtenue en milieu strictement aqueux. 

 

2-2-1-6-3-5-Etude de la spécificité de substrat   
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 L’étude de la spécificité de substrat des protéines purifiées a été réalisée sur une large gamme 

de substrats (Cellodextrines ; disaccharides ; polymères; alkyl glucosides ; glycosides 

synthéthique) dans les conditions standard. 

 

2-2-1-6-3-6-Détermination de KM et Vmax 
  

Les paramètres cinétiques (KM et Vmax) sont déterminés selon la méthode de Lineweaver et 

Burk 1934 en utilisant les substrats les mieux hydrolysés aux concentrations comprises entre 

0,5 et 5 mM. 

 

2-3-Techniques analytiques 
 

2-3-1-Analyse protéomique de la protéine native 
 

2-3-1-1-Préparation de l’échantillon  
 
L’enzyme purifiée a été concentrée sur millipore puis migrée sur un gel en SDS-PAGE. Une 

fois séparées sur le gel d’électrophorèse, les bandes d’intérêts ont été excisées du gel et 

placées dans un microtube contenant de l’eau distillée puis envoyées sur la plateforme 

protéomique de Rouen pour le microséquençage. 

 

2-3-1-2-Les étapes de lavages  
 

Les bandes ont été lavées 3 fois avec 100 µl d’eau distillée puis 2 fois avec 100 μl d’un 

mélange 50/50 v/v ACN/NH4HCO3 25 mM pendant 10 min. Les bandes ont été ensuite 

déshydratées par 50 μl d’acétonitrile (ACN) pendant 10 min. 

 

2-3-1-3-Réduction-alkylation  
 

La réaction de réduction a été réalisée afin de réduire les ponts disulfures formés par des 

cystéines qui pourraient empêcher l’hydrolyse enzymatique et ainsi le séquençage peptidique 

de la protéine. La réaction d’alkylation qui suit, empêche la reformation des ponts disulfures 
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réduits précédemment. La réduction a été réalisée par l’ajout de dithiothreitol (DTT) sur les 

morceaux de gel à une concentration final de 5 mM  et une incubation à 50°C pendant 1h. La 

réduction  a été ensuite initiée par ajout d’iodoactémide à une concentration final de 55 mM. 

Après 1h de réaction d’alkylation à 24°C, la solution a été éliminée. Les morceaux de gels ont 

été lavés pour éliminer l’excès de DTT et d’iodoacétamide et ont été ensuite déshydratés pour 

recevoir la trypsine. 

 

    2-3-1-4-Digestion trypsique 
 

Les protéines ont été digérées à l’aide d’une solution de trypsine à 6,66 ng/μl dans de  

l’ammonium bicarbonate (NH4HCO3) 25 mM. Le volume ajouté est fonction de la taille des 

spots (10-25μl). La réaction de digestion dans le gel  a été effectuée à 37°C durant la nuit. 

 

2-3-1-5-Extraction des peptides  
 
L’étape d’extraction doit permettre la diffusion passive des peptides du gel vers la solution 

d’extraction. Cette étape est primordiale pour avoir un signal le plus intense possible lors de 

l’analyse par MS. Une double extraction des peptides a été effectuée; d’abord pendant 2 fois  

30 min à température ambiante avec une solution eau/ACN/acide formique (35%/60%/5%) et 

une autre extraction avec une solution ACN/acide Formique (95%/5%). 

 

2-3-1-6-Analyse protéomique par spectrométrie de masse Q-TOF 
 

L’analyse a été effectuée avec un spectromètre de masse ESI-QUAD-TOF (6520 Accurate-

mass Q-TOF de chez Agilent équipé de l’interface HPLC-chip cube). Les données de 

fragmentation ont été traitées avec le logiciel Mass Hunter (version B.03.01, Agilent 

Technologies) afin de sélectionner les composés (peptides), d’extraire la « peak list » et de les 

convertir en fichier mzdata.xml. L’identification a été réalisée par l’intermédiaire du moteur 

de recherche MASCOT Daemon (version 2.1.3; Matrix Science, London, UK) par 

interrogation de la base de données entière. 

 

2-3-1-7-Séquençage de novo 
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Cette approche est une solution alternative pour l’étude de protéines issues d’organismes non 

séquencés. Le séquencage de "novo" consiste à reconstituer la séquence peptidique d’un ion 

fragmenté à partir de son spectre MS/MS. A partir de chaque spectre MS/MS, une séquence 

en acides aminés, partielle ou complète, sera déduite et pourra être comparée aux banques de 

données protéiques par homologie de séquence et non plus par homologie de masse. La 

séquence déterminée est alors soumise à une recherche par alignement de séquence afin de 

déterminer la spécificité du peptide vis-à-vis d’une protéine. Le séquençage de "novo" a été 

effectué avec le logiciel PEAKS version 6.0 (BSI : Bioinformatics Solutions Inc.). 

 

2-3-1-8-Séquençage N-terminal par la dégradation d’Edman 
 

Cette technique permet de déterminer la séquence N-terminale des protéines ou la séquence 

totale de peptides. La fonction amine de l'acide aminé en position N-terminale de la chaîne 

peptidique est d’abord traitée à pH alcalin par le phénylisothiocyanate (PITC), appelé aussi 

réactif d'Edman. Le dérivé phénylthiocarbamyle (PTC) de la protéine ou du peptide ainsi 

obtenu est traité par un acide anhydre qui permet le clivage de la liaison peptidique du 

premier acide aminé en position N-terminale. L’acide aminé clivé (résidu ATZ 

(anilinothiozolinone)) est converti en dérivé PTH (Phenylthiohydantoin) puis injecté dans une 

colonne HPLC. Les acides aminés sont identifiés en fonction de leur temps de rétention 

comparé à un chromatogramme obtenu à partir de standards-PTH. Le microséquençage a été 

effectué à l’aide d’un séquenceur Procise 494 (Applied Biosystems) et les acides aminés 

identifiés par HPLC C18 phase inverse. 

 

2-3-2-Analyse des glycoalcaloïdes (GA) de la pomme de terre   
           Solanum tuberosum  

 

Un certain nombre de méthodes d'analyse ont été développées pour l'identification et la 

quantification des glycoalcaloïdes. Cependant, l’analyse par HPLC reste la méthode la plus 

courante car en plus de la quantification cette méthode permet l’identification des 

glycoalcaloïdes.  

 

2-3-2-1-Extraction des glycoalcaloïdes (GA)  
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2-3-2-1-1-Préparation des échantillons  
 

Les trois lots de pommes de terre ont étés lavées essorées puis épluchées et découpées en fine 

tranches. Les échantillons ont été ensuite congelés à -80°C puis lyophilisés pendant 3 jours. 

Les échantillons séchés ont été ensuite broyés dans un mixeur. Les différentes poudres 

obtenues ont été conservées à -20°C jusqu’à l’analyse. 

 

2-3-2-1-2-Préparation des tampons et des solvants  
 

Solution d'extraction: à un litre d'eau distillée ont été ajouté 50 ml d'acide acétique. 

Ensuite, 5g de sodium bisulfite (NaHSO3) ont été rajoutés sous agitation jusqu'à la dissolution 

complète. 

Préparation des standards: Les étalons l’α-solanine, l’α-chaconine et la solanidine 

(pureté environ 99% par HPLC; ChromaDex - LGC Standards France) ont été préparés dans 

une gamme de 50 µg/ml à 1000 µg/ml à partir d’une solution mère de concentration de 

2mg/ml dans du méthanol 100%. 

Solution d’extraction en phase solide SPE: Cent cinquante millilitre d'acétonitrile 

(ACN) ont été mélangés avec 850 ml d'eau distillée pour la purification sur la colonne C18 

Sep-Pak 

Potassium monohydrogene phosphate (0,1 M): 17,4 g de K2HPO4 anhydre ont été 

dissous dans de l'eau distillée et transférés dans une fiole jaugée d’un litre puis complété à un 

litre avec de l'eau distillée. 

Potassium dihydrogeno phosphate (0,1 M): 13,6g de KH2PO4 anhydre ont été 

dissous dans de l'eau distillée et transférés dans une fiole jaugée d’un litre puis complétés à un 

litre avec de l'eau distillée. 

Tampon potassium phosphate (0,1 M, pH 7,6): 100 ml de la solution K2HPO4 ont 

été placées dans un bêcher avec un agitateur magnétique puis la solution de KH2PO4 a été 

ajoutée jusqu'à pH 7,6. Ensuite le tampon a été filtré à 0,45 µm. 

Phase mobile: La phase mobile a été préparée en ajoutant à 100 ml du tampon 

phosphate 0,1 M, pH 7.6, 300 ml d'eau distillée. La solution a ensuite été mélangée avec 600 

ml d'acétonitrile et passée à travers un filtre de 0,45 µm. 
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2-3-2-1-3-Extraction des glycoalcaloïdes (GA) 
 
La poudre obtenue à partir des trois types de pommes de terre a été dissoute dans 80 ml de la 

solution d'extraction (eau: acide acétique: NaHSO3, 100:5:0,5, v/v/v). Le mélange a été 

homogénéisé pendant 15 min à grande vitesse. Ensuite, la solution a été centrifugée à 10000 

rpm pendant 30 min. Le surnageant a été recueilli puis filtré et conservé à 4° C. 

 

2-3-2-1-4-Purification sur colonne SPE 
 

L’extraction en phase solide (SPE) est une méthode de pré-concentration d’échantillon. Les 

composés cibles contenus dans l’échantillon sont piégés sur une cartouche contenant un 

adsorbant. Ils sont ensuite élués par un solvant approprié, reconcentrés avant d’être injectés 

dans l’appareil chromatographique. Les extraits ont été purifiés en SPE avec des colonnes 

C18 Sep-Pak Plus cartridge (Waters Assoc., Milford, MA, USA) conditionnées auparavant 

dans 5 ml d'acétonitrile. Pour la purification, 10 ml de l’extrait ont été passés à travers la 

colonne, ensuite les glycoalcaloïdes ont été élués avec 4 ml de la phase mobile après un 

lavage de la colonne avec 4 ml de la solution d’extraction en phase solide SPE (H2O/ACN, 

85:15 (v/v) afin d’éliminer les impuretés. Le volume final a été ajusté à 5 ml avec la phase 

mobile. Les extraits purifiés ont été conservés dans des Vials à 4°C jusqu’à l’analyse. 

2-3-2-2-Analyse HPLC 
 

L’analyse des différents échantillons a été effectuée sur la chaine HPLC (Ultimate 3000, 

Dionex), la colonne utilisée est de type Venusil C18 column (5 µm particle size 100 A, 150 x 

4,6 mm). La température de la colonne a été maintenue constante à 30°C puis l’injection a été 

effectuée avec 20 μl de chaque échantillon. L’élution a été ensuite effectuée en isocratique 

avec 60% d'acétonitrile dans un tampon phosphate 0,01 M, pH 7,6. Le débit d'écoulement de 

1ml/min a été maintenu constant. Chaque échantillon a été analysé pendant 20 min puis la 

quantification a été réalisée avec une détection UV à 202 ; 205 ; 210 nm en utilisant les 

étalons de l’α-solanine; l’α-chaconine et la solanidine. Les temps de rétention ont été de 6,75 

et 7,2 min respectivement pour l’α-solanine et l’α-chaconine et de 35 min pour la solanidine. 

Les échantillons contenant une quantité importante de GA ont été utilisés pour la suite. 

 



                                                                                                                           Matériels et méthodes  

2-3-2-3-Hydrolyse chimio-enzymatique des composés  
 

a)-Hydrolyse partielle 
 

Après l’analyse en HPLC des différents extraits, les échantillons contenant des teneurs 

élevées en GA et les étalons de l’α-solanine et l’α-chaconine à 1 mg/ml ont été partiellement 

hydrolysés avec 1% de HCL à 75°C pendant 45 min. 

b)-Hydrolyse enzymatique 
 

 Les hydrolysats obtenus ont été utilisés comme substrat pour la protéine native et la protéine 

recombinante la réaction a été effectuée comme suit : 

-125 μl de tampon citrate-phosphate 100 mM pH 4,6 

-100 μl de composé partiellement hydrolysé 

-50 μl de solution enzymatique  

Le mélange réactionnel a été incubé à 37°C pendant 30 min à 6h. Un témoin sans enzyme a 

été réalisé dans les mêmes conditions. La réaction enzymatique a été arrêtée par chauffage du 

milieu réactionnel pendant 5 min au bain-marie bouillant puis les produits d’hydrolyse ont été 

analysés par HPLC-ESI/MS. 

2-3-2-4-Analyse HPLC-ESI/MS 
 
Les produits d’hydrolyse et les extraits ont été analysés en HPLC (Ultimate 3000, Dionex)  

couplé avec un spectromètre de masse (MSQ PLUS, Thermo Scientific) en ionisation 

électrospray (ESI) positif avec un temps de balayage de 0,10 secondes sur une plage m/z 100-

1,500 et l’azote (N2) comme gaz de séchage. La colonne Venusil C18 column (5 µm particle 

size 100A, 150 x 4.6 mm) a été utilisée. La température de la sonde a été fixée à 450°C avec 

une tension de la sonde à 60 V. L’élution a été effectuée dans un mélange d’acétonitrile/eau 

contenant 0,1% de TFA (trifluoroacetic acid) dans les proportions 35:75. Le débit 

d'écoulement de 1ml/min a été maintenue constant. Le logiciel Chromeléon a été utilisé pour 

l'acquisition et l'analyse des données.  
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BIOCHIMIQUE DE LA β-GLYCOSIDASE 
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Chapitre III : Caractérisation biochimique de la β-glycosidase native de la blatte 
Periplaneta americana  
 

1-Introduction  
 

Comme nous l’avons vu dans la revue bibliographique, les β-glucosidases (glucohydrolases β-

D-glucopyranoside, EC 3.2.1.21) constituent un groupe majeur parmi les glycoside 

hydrolases. Elles catalysent l’hydrolyse des liaisons glycosidiques entre un glucose terminal 

et un aglycone ou un glycone, avec libération de D-glucose. Ces enzymes sont retrouvées 

dans tous les domaines du vivant incluant les bactéries, les archéobactéries, les eucaryotes et 

les virus. Elles sont impliquées dans de nombreuses voies métaboliques impliquant la 

conversion de la biomasse, la dégradation des glycolipides, la défense chimique, les 

interactions entre hôte et parasite, la modification de certains métabolites secondaires, la 

libération des composés responsables de la flaveur dans les jus de fruits et les vins (Bhatia, 

Mishra, and Bisaria 2002; Sarry and Günata 2004), la lignification, et la détoxification des 

aliments etc… (Palmeri and Spagna 2007; Daroit, Aline, Plinho 2008; Pentzold et al. 

2015; Ruan et al. 2009; Poreddy et al. 2015; Heidel-Fischer and Vogel 2015). Les β-

glucosidases utilisées dans les processus industriels sont surtout d’origine microbienne 

(Bayer et al. 1998) et ont été largement étudiées (Cao et al. 2015; Wallecha and Mishra 

2003; Bhatia, Mishra, and Bisaria 2002; Sang et al. 2005; Zhao et al. 2013; Dashtban and 

Qin 2012; Mattéotti et al. 2011). En revanche, peu de β-glucosidases d’insectes ont été 

étudiées à ce jour, bien que les insectes soient très impliqués dans la dégradation de la 

biomasse par leur système digestif qui peut être considéré comme un bioréacteur naturel très 

performant. En effet, auparavant, ces activités ont été attribuées à la flore intestinale 

symbiotique jusqu'à la caractérisation de la première cellulase endogène de Reticulitermes 

speratus (Watanabe et al. 1998). Depuis lors, diverses études ont rapportés la caractérisation 

de plusieurs cellulases endogènes majoritairement contenues dans le tractus digestif de ces 

insectes, qui appartiennent à différents ordres et familles. C’est le cas de Abracris flavolineata 

(Marana, Terra, and Ferreira 1995); Spodoptera frugiperda (Marana and Terra 2000); 

Tenebrio molitor (Genta et al. 2009); virgifera virgifera (Guzik et al. 2015); de la larve de 

Rynchophorus palmarum (Yapi et al. 2009) et de différentes espèces de termite (Blattodea: 

Termitidae) (Bujang, Harrison, and Su 2014) etc.. Aujourd’hui, ces enzymes sont devenues 

un outil indispensable dans les industries agroalimentaires, textiles et pharmaceutiques. C’est 

pourquoi, malgré les avancées considérables de la biologie moléculaire pour améliorer les 
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performances catalytiques des enzymes naturelles existant afin de les adapter aux procédés 

industriels, la recherche d’enzymes aux propriétés plus performantes est encore nécessaire. 

L’objectif de cette première partie était donc de rechercher de nouvelles sources enzymatiques 

à activité originale capables de valoriser les molécules alimentaires et non alimentaires des 

ressources agricoles. La source enzymatique retenue dans ce travail est la blatte Periplaneta 

americana. En effet, les travaux de Due, Kouadio, and Kouame (2008) ont montré que cette 

blatte était une excellente source de glycosidases avec une importante activité β-

glucosidasique. Ainsi, il s’agira au cours de cette première étape, de purifier l’enzyme 

responsable de cette activité de déterminer ces propriétés physico-chimiques puis 

d’entreprendre le séquençage interne de cette protéine. 
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2-Résultats 
 

2-1-Isolement et purification de la β-glycoside hydrolase de la blatte Periplaneta  
       americana 
 

La purification de la β-glycosidase a tout d’abord été réalisée à partir du surnageant d’un 

broyat brut de blattes entières de l’espèce Periplaneta americana, repris dans de l’eau 

physiologique et centrifugé. La préparation obtenue montre une activité totale de 413,9 UI 

correspondant à une activité spécifique de 4 UI / mg de protéine. L’activité pour tous les 

essais a été déterminée avec le substrat pnp β-D-glucopyranoside comme indiqué dans le 

matériel et méthode. Cette préparation et a été ensuite déposée sur une colonne échangeuse 

d’anions DEAE- Sepharose CL-6BL. Comme le montre le chromatogramme de la figure 25, 

seule la fraction protéique éluée par une solution de NaCl de concentrations comprises entre 

0,1 et 0,3 M présente une activité -glucosidasique (figure 25). A ce stade, la préparation 

enzymatique isolée (fractions 49 à 61) possède une activité spécifique de 15 UI / mg de 

protéine. Le rendement obtenu est de 69 % et le facteur de purification de 3,7 (Tableau I). 

Une chromatographie d’exclusion a ensuite été réalisée. Pour cela, la préparation (fractions 49 

à 61) a été déposée sur un gel Sephacryl S-100-HR. Le profil d’élution (figure 26) montre un 

seul pic d’activité β-glucosidasique. Les fractions les plus actives (numéro 107 à 119) ont été 

rassemblées pour la dernière étape. La préparation obtenue à ce stade présente une activité 

spécifique de 85 UI/mg de protéine, ce qui correspond à un rendement de 13% et un facteur 

de purification de 21 (Tableau I). La dernière étape de purification a consisté en une 

chromatographie d’interaction hydrophobe sur gel Phenyl-Sepharose. L’enzyme retenue par 

le gel Phenyl-Sepharose et a été éluée par une solution de sulfate d’ammonium à la 

concentration de 0,1 M (figure 27). Les fractions les plus actives (numéro 99 à 103) ont été 

rassemblées. Cette préparation présente une activité spécifique de 212 UI/ mg de protéine. Le 

rendement final cumulé est de 1,5 % et le facteur de purification atteint 52 (Tableau I).  
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Figure 26: Profil de la chromatographie d’exclusion moléculaire sur le gel 
Sephacryl S-100 HR de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 

Figure 25: Profil de la chromatographie d’échange d’anions sur le gel DEAE-
Sepharose de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana  
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Tableau I: Bilan global de la purification de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
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Etape de purification Activité 
totale 
(UI) 

Protéine 
totale 
(mg) 

Activité 
spécifique 

(UI/mg de protéine) 

Facteur  
de 

purification 
 

Rendement 
(%) 

 
Extrait brut 
enzymatique 
 

 
413,9±4,6 

 
  102±2,36 

 
4±0,02 

 
1 

 
100 

 
DEAE-Sepharose  
 

 
287,9 

 
19 

 
15 

 
3 

 
69,5 

 
Exclusion moléculaire 
Sephacryl S-100 HR 
 
Phényl-Sepharose  
CL-6B   

 
55 
 
 
6 
 

 
0,6 

 
 

0,03 

 
85 
 
 

212 

 
21 
 
 

52 

 
13 
 
 

1,5 

Figure 27: Profil chromatographique d’interaction hydrophobe sur gel Phényl- 
Sepharose de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 

               Tableau I : Bilan global de la purification de la β-glycosidase de la blatte  
                                 Periplaneta americana 
                              americana  

UI : unité internationale 
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Pour vérifier la pureté de l’enzyme, la préparation a été analysée par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). Une seule bande protéique est 

observée sur le gel (figure 28). 

 

                                                                        

                                                   

         
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
2-2-Caractéristiques physico-chimiques de la β-glycosidase de la blatte        
                                      Periplaneta americana 

 

  2-2-1-Poids moléculaire de la β-glycosidase 
Le poids moléculaire apparent de la β-glycosidase purifiée a été estimé à 46,5 KDa en   

filtration sur gel (figure 29)  
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Figure 29: Poids moléculaire de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana déterminé à partir 
du volume d’élution (Ve) par filtration sur gel Sephacryl S-200 HR Marqueurs utilisés: a: -amylase de 
la patate douce (206000 Da), b: sérum albumine bovine (66200 Da), c: amyloglucosidase d’Aspergillus 
niger (63000 Da) d: ovalbumine (45000 Da), e: cellulase d’Aspergillus niger (26000 Da). 1: β glucosidase 
purifiée (46500 Da). 
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Figure 28: β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta americana 
A: β-glycosidase purifiée B: Extrait brut enzymatique 
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2-2-2-pH optimum et stabilité au pH  

Le pH optimum d’hydrolyse a été déterminé dans les tampons acétate 100 mM (pH 3,6 à 5,6) 

phosphate 100 mM (pH 5,6 à 8,0) et citrate phosphate (2,6 à 8). L’activité enzymatique a été 

déterminée dans les conditions standard. La β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta 

americana à son pH optimum d’hydrolyse à 3,6 (figure 30) avec une zone de stabilité 

comprise entre 3 et 4 (figure 31).  

                                  
 
 

                                       
 

2-2-3-Influence de la température sur l’activité de la β-glycosidase    
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Figure 31:Stabilité au pH de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 

 

Figure 30: pH optimum de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
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2-2-3-1-Température optimale d'hydrolyse  
 

La température optimale de la réaction d'hydrolyse catalysée par glucosidase est de 55°C 

(figure 32) 

             
 

  
 
 

2-2-3-2-Dénaturation thermique  
 

L’étude de la dénaturation thermique montre que la β-glycosidase purifiée conserve son 

activité catalytique jusqu’à 55°C. Au-delà de cette température, on note une chute rapide de 

l’activité catalytique traduisant la dénaturation de l’enzyme (figure 33).   
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Figure 32: Température optimale d’hydrolyse de la β-glycosidase de la blatte 
Periplaneta americana 

Figure 33: Dénaturation thermique de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
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2-2-3-3-Inactivation thermique 
 
A 37°C, la β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta americana conserve 100% de son 

activité catalytique après 3h 30 min de préincubation dans le tampon citrate phosphate 100 

mM pH 3,6. Après 2h 30 min de préincubation à la température optimale (55°C), l'activité 

initiale est réduite de moitié (50 %) dans le même tampon (figure 34).       

                       

 

                      

2-2-4-Influence des agents chimiques sur l'activité de la β-glycosidase de la  
           blatte Periplaneta americana 

 

Les ions Na+, K+, Ca2+ et l’EDTA exercent un léger effet activateur sur la β-glycosidase de la 

blatte Periplaneta americana  à la concentration de 1 mM tandis que les ions Ba2+, le Zn2+ et 

le PCMB provoque une chute d’activité comprise entre 20 et 50 % indicatrice d’un effet 

inhibiteur (Figure 35). Les ions Mg2+ n’ont pas d’effets particuliers. 
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Figure 34: Inactivation thermique à 37 et 55 °C de la β-glycosidase purifiée 

Figure 35: Influence des agents chimiques sur l’activité catalytique de la  
β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
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2-2-5-Spécificité de substrat 
 
La β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta americana hydrolyse le pNP-β-D-

glucopyranoside, le N-acétyl-β-D-glucopyranoside, le N-acétyl-β-D-galactopyranoside, le 

pNP-β-D-galactopyranoside, le saccharose et le cellobiose (Tableau II). 

 
 
 
 

Substrat Concentration Activité relative (%) 

pNP-β-D-glucopyranoside 

Cellobiose 

5 mM 

5 mM 

              100 

                90 

Saccharose 0,5 % (p/v) 42,50 

laminarine 

Carboxyméthylcellulose  

0,5% (p/v) 

0,5 % (p/v) 

0 

0 

Inuline 0,5 % (p/v) 0 

Mannane 0,5 % (p/v) 0 

pNP-N-acétyl-β-D-glucopyranoside 5 mM 115 

pNP-N-acétyl-β-D-galactopyranoside 5 mM 97,34 

pNP-β-D-galacturonide 5 mM 0 

pNP-β-D-galactopyranoside 5 mM 10,20 

   

 
 
 2-3-Séquençage de la β-glycosidase par la spectrométrie de masse LC- 
                   MS/MS 
 

2-3-1-Optimisation du protocole de purification pour le séquençage 
 
Pour réaliser le séquençage de la protéine, nous avons optimisé le protocole de purification. 

Trois étapes chromatographiques ont été effectuées comme dans le premier cas. Une 

chromatographie d’échange d’ions sur le gel le gel Q Sepharose, suivie cette fois de la 

chromatographie d’interaction hydrophobe sur le gel Phenyl-Sepharose puis en dernière étape 

la chromatographie d’exclusion sur le gel superdex 75. A la fin, les préparations obtenues ont 

été concentrées sur millipore puis migrées sur gel d’électrophorèse en SDS-PAGE. Ce 

protocole bien que ne permettant d’obtenir une purification partielle, a toutefois permis 

Tableau II: Spécificité d’hydrolyse des substrats naturels et synthétiques de la β- 
glycosidase de la blatte Periplaneta americana 
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d’améliorer l’activité spécifique qui est passé de 212 UI/ mg de protéine à 317,9 UI/ mg. Une 

bonne quantité de protéine a pu aussi être obtenue afin d’effectuer le séquençage. La masse 

molaire de la protéine est estimée à 50 kDa (figure 36, 37). 

 

                                                             

 
 
 

 
 

                          
 

 
 
 

2-3-2-séquençage de la protéine 
 
Pour avoir accès à la séquence de la protéine native purifiée et caractérisée précédemment, la 

protéine a été séquencée. Le séquençage N-terminal de la protéine n’ayant pas permis 

d’obtenir une séquence bien définie, le séquençage de la protéine par digestion trypsique et 

analyse LC/MS des peptides produits a été entrepris. Le séquençage a généré des peptides qui 

présentent une identité de séquence avec des peptides de β-glucosidases stockés dans les 

banques de données avec des scores autour de 50 indiquant que la protéine purifiée est bien 

une β-D-glucoside hydrolase (Tableau III). Par la suite, le séquençage de "novo" réalisé a 

 Protéine 
contaminante 

250kDa 

100kDa 

50kDa 
37kDa 

25kDa 

15kDa 

10kDa 

Bande d’intérêt 
découpée pour le 
séquençage  

Figure 37: Séparation sur le gel d’électrophorèse après concentration de l’extrait purifié sur 
millipore en vue du séquençage de la protéine 

β glycosidase 
purifiée  

      1        2     3        4          5         6         7 

Figure 36: Electrophorèse en SDS-PAGE des différentes fractions obtenues au cours de la 
purification optimisée 1-Extrait brut; 2;3-Etape échange ions; 4; 6-Etape phenyl sepharose; 5-
Etape exclusion moléculaire 7-Marqueur de taille 

10 kDa 

25 kDa 

50 kDa 

75 kDa 

250 kDa 

37 kDa 
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permis d’avoir les 1000 premiers peptides de la séquence de la protéine classés par ordre de 

confiance (Annexe 1). Les peptides ayant un score de confiance jusqu’à 60% sont présentés 

dans l’annexe 1. Comme cela a été précisé dans l’étude bibliographique, une équipe 

brésilienne a isolé, en parallèle à nos travaux, un gène codant pour une -glucosidase. Les 

peptides identifiés au cours de notre séquençage peptidique présente une parfaite identité de 

séquence avec cette protéine. Cependant comme la séquence n’était pas disponible au moment 

de nos travaux (No d’accession GenBank: KJ576835), nous avons poursuivi notre étude sans 

tenir compte de cette séquence pour le clonage codant la β-glucosidase que nous séquencée.   

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau III: Séquençage interne de la β-glycosidase par digestion trypsique et analyse des 
peptides par spectrométrie de masse LC-MS/MS 

Séquençage interne de la β-glycosidase par digestion trypsique et analyse des peptides par 
Peptides      Score   Protéins matching the same set of peptides  

         
KSTMQELNSRL     50  Beta-glucosidase.- Fervidobacterium sp. YNP. 

RSGGGGGGGLGSGGSIRS  50  Putative beta-glucosidase.- Arabidopsis thaliana          

RFSSSSGYGGGSSRV  50  Beta-glucosidase 1 (EC 3.2.1.21) -Arabidopsis thaliana                                                         

KEDIQLMKN      50  Beta-glucosidase BH3918- Bacillus halodurans  

RYKEDIQLMKN  50  Beta-glucosidase.-Brassica-nigra (Black mustard).                                                                                                       

KDSADVAEYLLKV  50  Glycoside hydrolase, family 1-Medicago truncatula  

RLGEHNINVLEGDEQFINAAK 47  Beta-glucosidase A (BglA).- Desulfotalea psychrophila. 

RVLLDTRF    37  Beta-glucosidase/6-phospho-β-glucosidase/ 

RVLIDTRA    37  β-galactosidase.-Thermoanaerobacter tengcongensis. 

RSFSGCIRY     37  β-hexosaminidase β-chain precursor (EC 3.2.1.52)                    

RSFSWSRL      37  N-acetyl-beta-glucosaminidase  

KEDVQIMKN  37  Beta-N-acetylhexosaminidase  

RYKEDVQIMKN   37  Hexosaminidase B).- Felis silvestris  

KAKPSLAKRL         
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Discussion 
 
La purification à homogénéité électrophorétique de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta 

americana a nécessité l’utilisation de trois étapes chromatographiques. Ce sont dans l’ordre, 

les chromatographies d’échanges d’anions, d’exclusion moléculaire et d’interaction 

hydrophobe. Le faible rendement (1,54) obtenu à la fin de la purification pourrait s’expliquer 

par une perte importante de la quantité d’enzyme due à des interactions entre les protéines et 

les différents gels utilisés (Queiroz, Tomaz and Cabral 2001). L’activité spécifique obtenue 

(212,33 UI/mg) est largement supérieure à celle de la β-glucosidase de la larve du coléoptère 

Tenebrio molitor (53,25 UI/mg) (Ferreira et al. 2001) et de la β-glucosidase de la larve de 

Rhynchophorus palmarum (25,10 UI/mg) (Yapi et al. 2009). La détermination du poids 

moléculaire de la β-glucosidase en SDS-PAGE et en filtration sur gel a permis d’obtenir des 

valeurs approximatives de 49 et 46,5 KDa respectivement. Ces valeurs, relativement 

similaires, permettent d’affirmer que la β-glycosidase purifiée est une protéine monomérique. 

Genta, Terra, and Ferreira (2003) ont, après purification, mis en évidence l’aspect 

monomérique des deux cellulases de cette même espèce de blatte. Ces résultats pourraient 

mettre en évidence une caractéristique commune aux enzymes cellulolytiques de cette blatte. 

Le pH optimum d’hydrolyse de la β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta americana 

est de 3,6. Cette enzyme est donc acidophile. La valeur de pH obtenu est largement inférieure 

à celle des pH optimums d’hydrolyse des glycosidases qui vont généralement de 4,5 à 6,0 

(Cairns and Esen 2010). Cependant, elle est identique à celle de la β-glucosidase de 

Lactobacillus brevis dont le pH optimum est de 3,6 (Michlmayr et al. 2010). Ce caractère 

acidophile fait de la β-glycosidase purifiée un outil adapté pour des applications nécessitant 

l’usage d’enzymes actives en milieu acide notamment en industrie agroalimentaire où elle 

pourrait être utilisée dans les processus d'hydrolyse des précurseurs d'arômes, présents dans 

les vins et les jus de fruit (Palmeri and Spagna 2007; Maicas and Mateo 2005; Daenen et 

al. 2008). Elle pourrait aussi être utilisée en industrie de l’énergie pour la fabrication de 

biocarburant, obtenu à partir de la fermentation en milieu acide du glucose, résultant de 

l’hydrolyse de la cellulose; et sur le plan pharmaceutique pour la production de molécules 

pharmacologiquement actives (Shaik et al. 2013; Georgetti et al. 2009). La zone de stabilité 

au pH de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana est comprise entre 3,0 et 4,0. 

Elle est moins large que celle de la β-glucosidase de l’abeille Apis mellifera (4,0 à 9,0) 

(Pontoh and Low 2002). Cependant elle est proche de celle de la β-glucosidase A du termite 

Macrotermes bellicosus (pH 5,6-6,6) (Binate et al. 2008). La β-glucosidase présente une 
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activité maximale à 55°C montrant ainsi que cette enzyme est mésophile comme la plupart 

des β-glucosidases connues dans littérature. L’étude de l’inactivation thermique révèle que la 

β-glycosidase de la blatte Periplaneta américana est sensible à une exposition prolongée à 

55°C. En effet, à cette température, l’enzyme perd environ 50% de son activité catalytique 

après 150 min de préincubation tandis que l’activité semble totalement conservée après ce 

même temps à 37°C. Ce résultat montre la thermostabilité relative de cette β-glycosidase à 

37°C. Il serait de ce fait, souhaitable de l’utiliser à cette température lors des réactions 

d’hydrolyse prolongées ou de transferts de glycosyle. L’étude de l’effet des ions chlorés  

indique que les ions Na+, K+ et le Ca2+ augmentent l’activité de la β-glycosidase de la blatte 

Periplaneta americana  tandis que le Ba2+ et le Zn2+ l’inhibent. Park et al. (2001) ont aussi 

noté que l’activité β-glucosidase de Fusobacterium K-60 est inhibée par l’ion Ba2+. 

Malheureusement, l'effet négatif de la présence d'ions métalliques sur l'activité de la β-

glucosidase semble être un désavantage pour son application dans les procédés industriels. 

L’ion Ca2+ qui est légèrement activateur de la β-glycosidase de la blatte Periplaneta 

americana peut être conseillé dans les opérations de purification et de dosage de l’activité de 

ce biocatalyseur. En effet, des auteurs tels que Tanaka and Hoshino (2002), ont montré que 

le Ca2+ joue un rôle important dans la thermostabilité des glycosidases. L’EDTA active la β-

glycosidase de la blatte Periplaneta americana tandis que le pCMB l’inhibe. L’effet 

activateur de l’EDTA qui est un agent chélateur d’ion métallique a aussi été rapporté chez la 

β-glucosidase des semis du seigle Secale cereale L. (Sue, Ishihara, and Iwamura 2000). Cet 

effet activateur pourrait s’expliquer par le fait que l’EDTA favoriserait un réarrangement de 

certains groupements au niveau du site actif entrainant ainsi une meilleure fixation du 

substrat. L’effet inhibiteur du pCMB pourrait s’expliquer par la présence de groupement(s) 

sulfhydryle(s) dans le site actif de l’enzyme. En effet le pCMB réagit avec les groupement(s) 

sulfhydryle(s) des protéines entrainant ainsi une inhibition. L’étude de l’hydrolyse de 

différents glycosides a permis de tester leur capacité à servir de substrat. Ainsi, la β-

glucosidase hydrolyse le pNP-β-D-glucopyranoside, le N-acétyl-β-D-glucopyranoside, le N-

acétyl-β-D-galactopyranoside, le pNP-β-D-galactopyranoside, le saccharose et le cellobiose. 

Ce comportement enzymatique montre que cette β-glycosidase est spécifique de l’anomerie 

beta (β). Cependant, elle ne reconnait pas de façon spécifique un seul résidu glycosyle. Elle 

hydrolyse à la fois des glycosyl β-glycosides et des aryl β-glycosides. Il s’agirait donc en effet 

d’une exo-β-D-glycosidase. Cette enzyme, appartient de ce fait à la 1ére classe des β-

glucosidases selon la classification de Terra and Ferreira (1994) basée sur la spécificité de 

substrat. Ce résultat indique que le rôle de cette β-glycosidase dans le tractus digestif de cette 
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blatte n’est pas uniquement d’intervenir dans la digestion du matériel cellulosique, mais aussi 

des toxines glycosides ingérées par cet insecte comme l’ont montré Pontoh and Low (2002) 

avec la β-glucosidase de l’abeille domestique Apis mellifera. Ces auteurs ont en effet montré 

que cette β-glucosidase n’avait pas d’action sur le cellobiose mais hydrolysait uniquement les 

aryl ou alkyl β-glycosides rencontrées dans les toxines glycosides ingérées par cette abeille. 

Ce comportement semble refléter la plupart des β-glucosidases de la famille GH1 qui 

possèdent une affinité envers plusieurs substrats. De plus, en se basant sur la multiplicité 

d’actions de ces β-glucosidases sur les substrats cellulolytiques, indiqués par Sarry (2001), la 

β-glycosidase purifiée de la blatte Periplaneta americana pourrait être utilisée dans plusieurs 

réactions importantes, notamment les réactions de libération des composés aromatiques, des 

terpènes et antioxydants, des composés phénoliques des fruits et résidus végétaux, ainsi que 

pour l'hydrolyse des précurseurs d'arômes, présents dans les vins les moûts et les jus de fruit 

comme l’ont montré d’autres auteurs avec des β-glucosidases de diverses sources (Sarry and 

Günata 2004; Gallifuoco, Alfani, and Cantarella 1999; Belancic and Gunata 2003; 

Palmeri and Spagna 2007; Daroit, Aline, Plinho 2008). Après la purification et la 

caractérisation, le séquencage de la protéine a été entrepris. Le séquençage peptidique par la 

dégradation d’Edman n’ayant pas permis d’obtenir une séquence N-terminal bien définie, la 

protéine a été digérée par une endoprotéase, puis soumise à une fragmentation par LC-

MS/MS. Les résultats obtenus par cette dernière méthode ont permis le séquençage de "novo" 

de cette protéine. Les différents peptides obtenus ont été comparés dans la base de données 

des protéines. Au moment de l’étude cela a permis de confirmer que l’enzyme était bien une 

β-glucosidase présentant des homologies avec des β-glucosidases présentent dans les bases de 

données des protéines. Ces séquences ont ensuite été utilisées pour isoler le gène entier codant 

pour l’enzyme que nous avons caractérisée. 
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Conclusion partielle 

 

Au terme de notre étude, il ressort qu’une β-glycosidase a été purifiée à partir de l’extrait brut 

enzymatique de la blatte Periplaneta americana en utilisant les chromatographies d’échanges 

d’anions, d’exclusion moléculaire et d’interaction hydrophobe. Cette enzyme est acidophile 

(pH optimum 3,6), mésophile (T° optimale 55°C) et monomérique avec un poids moléculaire 

d’environ 49 et 46,5 kDa déterminés respectivement en SDS-PAGE et en gel filtration. Son 

activité hydrolytique est favorisée en présence de l’ion K+, Ca2+, Na+ et l’EDTA. Cependant, 

elle est inhibée par le Ba2+, le Zn2+ et le PCMB. L’étude de la spécificité de substrat a montré 

que cette β-glycosidase n’est pas spécifique du résidu glycosyle et de la partie aglycone du 

substrat. Il s’agit donc d’une exo-β-D-glycosidase. Cette enzyme de par ses caractéristiques 

est un outil prometteur dans le cadre cette étude. Afin de mieux étudier ses propriétés 

fonctionnelles pour faciliter son utilisation ultérieure dans divers domaines, nous avons décidé 

dans la suite de ce travail, d’effectuer le clonage du gène codant pour la β-glycosidase, la 

surexpression de la protéine recombinante puis par la suite son application dans l’hydrolyse 

des glycoalcaloïdes de la pomme de terre.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                           Résultats et discussion II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

CHAPITRE IV: CONSTRUCTION D’UNE BANQUE 
D’ADNC, CLONAGE DU GENE CODANT POUR LA β-
GLYCOSIDASE DE LA BLATTE PERIPLANETA 
AMERICANA PRODUCTION ET CARACTERISATION 
BIOCHIMIQUE DE LA PROTEINE RECOMBINANTE 
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Chapitre IV: Construction d’une banque d’ADNc, clonage du gène codant pour la β-
glycosidase de la blatte Periplaneta americana production et caractérisation biochimique 
de la protéine recombinante 
 

1-Introduction  
 

Les enzymes sont actuellement très largement utilisées dans de nombreux secteurs de 

l’industrie. L’industrie textile utilise des cellulases et des amylases. Celle des détergents 

utilise entre autres des protéases. Les industries alimentaires (industrie laitière, brasseries, jus 

de fruits, huiles, arômes, etc.) sont également des utilisateurs importants d’enzymes, de même 

que l’industrie de la pâte à papier, la pharmacie, la cosmétique et la chimie fine. L’intérêt 

économique lié à la recherche de nouvelles sources d’enzymes pouvant présenter des 

caractéristiques nouvelles est de plus en plus important. En effet, dans de nombreux secteurs 

industriels, l’utilisation des biocatalyseurs est en forte croissance. Cependant à ce jour, les 

propriétés intrinsèques des enzymes présentes sur le marché limitent leur utilisation à certains 

procédés de production industrielle. Les enzymes ne sont en effet actives que dans des plages 

de température ou de pH très réduites. Elles sont inactivées à haute température, en présence 

de solvants ou de concentrations salines inappropriées. Le défi aujourd'hui consiste donc à 

découvrir des enzymes qui répondent très exactement aux contraintes techniques et 

économiques des procédés de biocatalyse industriels modernes: enzymes plus stables 

(résistantes à la température, aux PH, aux solvants…), plus actives (gain de temps, 

rendement), ou catalysant des réactions que les enzymes actuelles ne savent pas réaliser. 

Disposer de nouveaux biocatalyseurs mieux adaptés aux applications et capables de 

fonctionner tant dans des conditions extrêmes que sur les substrats les plus étranges est 

devenu une arme décisive pour mettre sur le marché des produits plus compétitifs. C’est dans 

cet ordre d’idée que nous avons entrepris la caractérisation des enzymes de la blatte 

Periplaneta americana, cet insecte omnivore vivant dans des environnements considérés par 

l’homme comme extrêmes (caves, égouts, sous-sols, chaufferie….) et pouvant de ce fait 

posséder une artillerie enzymatique très performante. En effet, les travaux réalisés lors de la 

première partie nous ont permis de mettre en évidence la présence d'une β-glycosidase 

acidophile (pH optimum 3,6 avec plus de 80% de son activité à pH 2,6) à spécificité large qui 

interviendrait non seulement dans la digestion du matériel cellulosique, mais aussi des toxines 

glycosides ingérées par la blatte. Cette enzyme de par ses caractéristiques pourrait être un 

outil de choix dans plusieurs réactions importantes, notamment sur le plan industriel. Il s’agira 
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donc dans cette deuxième partie d’entreprendre le clonage du gène codant pour cette protéine 

et la production de la protéine recombinante, afin de mieux étudier ses propriétés 

fonctionnelles et pour faciliter son application ultérieure dans divers domaines. Le génome de 

la blatte n’étant pas totalement séquencé, nous avons décidé d’aborder ce chapitre par la 

construction d’une banque d’ADNc. Par la suite, le séquençage de l’ARN de cette blatte 

entrepris par Tamaki et al. en avril 2014  et la mise à disposition de la séquence du gène 

codant pour la β-glycosidase dans la banque de donnée NCBI nous a permis d’effectuer en 

parallèle la production de la protéine du gène dont ils ont pu obtenir la séquence, et la 

production du gène codant pour la β-glycosidase isolé à partir de notre banque d’ADNc.  
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2-Résultats 
 

2-1-Construction d’une banque d’ADNc à partir de l’ARNt de la blatte  
                  Periplaneta americana 

 

2-1-1-Extraction d’ARN total 
 
L’ARN total a été extrait à partir de la blatte entière. Afin de vérifier l’intégrité des acides 

nucléiques, une fraction a été analysée sur gel d’agarose 0,8 % TAE et une autre fraction par 

électrophorèse capillaire (figure 38). L’ARN total se répartit sur une grande fourchette de 

tailles et les deux bandes correspondant aux ARN ribosomaux (18 S et 28 S) se distinguent 

nettement. Deux autres bandes d’intensité plus faible qui correspondent aux ARN ribosomaux 

(16 et 23S) sont également observées. Le RIN (RNA Integrity Number) qui est très proche de 

10 (9,8) montre que les ARN sont d’excellente qualité.  

 

 

                                                          

                                                                                                

 

 

 

 

M 1 
10 kb 

  6 kb 

4 kb 

2 kb 

1 kb 

28 s 

18 s 

A : ARNt 

B : RIN 

Figure 38:Électrophorèse d’ARN total extrait de la blatte Periplaneta americana 

 A : ARNt 

 1 : ARNt 

 M : Marqueur de taille 
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2-1-2-Extraction de l’ARNm à partir de l’ARN total 
 
On observe un smear correspondant à l’ARNm  

 

                                                           

 

 

 

 

2-1-3-Synthèse du 1er brin ADNc et amplification par LD-PCR 
 
La synthèse du 1er brin d’ADNc a été réalisée à partir de 3 μl (0,3 μg) de l’ARNm. 

L’amplification par la suite a été réalisée par LD-PCR (Long-Distance PCR). Cette méthode 

d’amplification sélective permet la confection de banques d’ADNc riches en ADNc complets 

(full length) puisque la reverse transcriptase n’ajoute les bases cytosine que lorsqu’elle atteint 

l’extrémité 5’ de l’ARN et que l’oligo (dT) ne s’hybride que sur la queue poly(A). Une 

fraction des ADNc obtenus a été analysée par électrophorèse sur gel d’agarose (figure 40). 

L’amplification donne une traînée avec une bande majeure d’environ 1500 pb bien visible.  

 

A B

Figure 39: ARNm extrait à partir de l’ARNt 

 

ARNm 

A: marqueur de taille 1 Kb ; B : ARNm 

0,5 kb 

2 kb 

1 kb 

10 kb 

4kb 
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2-1-4-Fractionnement des ADNc 
 
Après digestion par la protéinase K, puis par l’enzyme de restriction SfiI, les ADNc ont été 

fractionnés selon leur taille sur une colonne Chroma SpinTM. Cette étape permet d’éliminer les 

fragments d’ADN de petite taille (≥500 pb) et de grande taille ≤ 3000 pb mais aussi d’éliminer 

les divers oligonucléotides et enzymes résiduels avant l’étape de ligation. Trois microlitres de 

chacune des 16 fractions récupérées ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 

(figure 41). Les résultats de l’électrophorèse montrent que les fractions 6, 7, 8, et 10 

contiennent les ADNc de la taille comprise 1000 et 2000 bp susceptibles de contenir le gène 

de la β-glycosidase estimée à environ 1500 bp. Ces fractions sont regroupées et précipitées 

une nuit, avant la ligation dans le vecteur phagique. 

                                   

                  

 

 
 

M 1R 2R 3R 

10 kb 

6 kb 
4 kb 

1 kb 

0,5 kb 

2 kb 

Figure 40: Électrophorèse sur gel d’agarose des produits de la RT-PCR avec 20 cycles de 
l’ARNm M : marqueur de taille 1Kb 1-3R RT-PCR  

M   1    2      3     4      5    6     7      8     9    10   11  12   13  14  15  16   

Figure 41: Électrophorèse sur gel d’agarose des différentes fractions après 
fractionnement des ADNc sur colonne M: Marqueur de taille 1-16: Fractions collectées  



                                                                                                                           Résultats et discussion II 

2-1-5-Titrage de la banque non amplifiée 
 

Le Tableau IV présente les résultats du titrage de la banque réalisée avec le ratio 0,5/1                

ADNc/Vecteur (v/v). Le comptage n’a été effectué que pour les dilutions de phages 

conduisant à un nombre de plages de lyse autour de 500 par boîte de 15 cm de diamètre. Le 

titre indiqué est la moyenne obtenue à partir de deux valeurs de dilutions différentes. Le titre 

obtenu est satisfaisant car une banque contenant au moins 106 clones indépendants est 

considérée comme représentative de la diversité des ARNm. L’ajout d’IPTG et de X-Gal au 

milieu de culture gélosé permet d’obtenir des plages de lyse bleues pour les phages n’ayant 

pas intégré d’ADNc, et des plages blanches pour les phages ayant intégré un ADNc (figure 

42). L’efficacité de la ligation a été évaluée par le pourcentage de colonies blanches par 

rapport au nombre total de colonies. L’efficacité de la ligation est supérieure à 99%. 

 

 

Ratio de ligation          volume étalé     nombre de         Pfu/ml     dilution         efficacité      

ADNc/Vecteur (v/v)          (µl)               plage de lyse                                        de la ligation        

 

0,5/1                                     1                   604            1,2 107   104                 >99% 

 

                      

 

  

Tableau IV: Titrage de la banque non amplifiée 

Figure 42: Titrage de la banque non-amplifiée (A) Plages de lyse obtenues avec la dilution 1/5      
(B) screening bleu/blanc de la banque non amplifiée. La flèche indique les plages bleues.  

A B 
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2-1-6-Titrage de la banque amplifiée 
L’amplification de la banque consiste à multiplier les phages sur un substrat bactérien, de 

façon à obtenir un grand nombre de copies de chacun des clones. Le processus 

d’amplification a l’avantage de permettre de stocker un grand nombre d’aliquots de la banque 

et de l’utiliser pendant plusieurs années. En contrepartie, cette technique a tendance à 

multiplier plus vite les ADNc correspondant à des ARNm fortement représentés dans les 

tissus, et les ARNm rares peuvent être perdus lors de l’amplification. Pour limiter ce 

phénomène, il importe d’amplifier un nombre suffisant de bactériophages afin que 

l’échantillonnage de départ soit le plus représentatif des ARNm réellement présents. Les 2/3 

de la banque ont été amplifiés (330 μl) sur 24 boites et les 1/3 restants (170 μl) ont été 

conservés en cas de problème. Le volume de la banque amplifiée est d’environ 240 ml. Sa 

conservation est assurée à 4°C dans du tampon SM (tampon de conservation des phages) 

saturé en chloroforme. Les résultats du titrage de la banque amplifiée sont consignés dans le 

Tableau VI. 

 

 

Ratio de ligation          volume étalé     nombre de         Pfu/ml     dilution         efficacité      

ADNc/Vecteur (v/v)          (µl)               plage de lyse                                            de la ligation        

 

0,5/1                                    20          2020                     1,109           104                   >99% 

          

 

 

A B 

Tableau VI: Titrage de la banque non amplifiée 
 

Figure 43: Titrage de la banque amplifiée. (A) Plages de lyse obtenues avec la dilution 1/5 (B) 
screening bleu/blanc de la banque amplifiée. Les flèches indiquent les plages bleues ne contenant 
pas d’insert.  
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2-1-7-Criblage de la banque d’ADNc 
 

Le criblage de la banque a été effectué avec le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

glucopyranoside (X-glu) sur des Qtray LB/MgSO4. La banque a été diluée au 1/20eme de 

sorte à avoir une concentration d’environ 104clones par boite. Après 48 h, un clone positif a 

été obtenu (figure 44 A). La banque étant étalée à une concentration de 104clones par boite, 

les plages de lyse ne sont pas distinctes. Par conséquent, une zone positive risque de contenir 

plusieurs clones de phages. Un criblage secondaire a donc été effectué à partir des clones 

positifs isolés du criblage primaire. Après 72 h, des clones bleus ont été observés sur toute la 

boite (figure 44 B). En effet, lorsque la β-glucosidase agit sur le substrat X-glu (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl glucopyranoside), le 5-bromo-4-chloro-3-indole qui est de couleur bleue, est 

libéré dans le milieu. L’apparition des clones bleus montre bien que le gène responsable de 

l’activité de la β-glucosidase est exprimé dans la banque de cDNA. 

 

                                      

 

 

2-1-8-Excision des plasmides 
 

Les phages correspondant aux plages de lyse positives ont été excisés de l’ADN phagique 

grâce au système cre-lox. Plusieurs clones ont été mis en culture pour des minipreps. Les 

ADNc d’une dizaine de clones positifs ont été séquencés puis analysées avec le logiciel 

BioEdit. Un alignement de séquence a été effectué avec les peptides issus du 

microséquençage interne de la β-glycosidase purifiée au précèdent chapitre. Les peptides 

Figure 44: Criblage de la banque d’ADNc (A) criblage primaire (B) criblage secondaire 

A B 

Clone positif 
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retrouvés sans ambigüité dans la séquence du gène codant pour la β-glycosidase sont 

soulignés (figure 45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45: Séquence nucléotidique et en acides aminés correspondant au gène de la β-
glycosidase isolé à partir de la banque de ADNc: les peptides issus du microséquençage de 
la β-glycosidase purifiée retrouvés sans ambigüité dans la séquence du gène sont soulignés. La 
flèche indique le point de clivage du peptide signal. 

Atgatggagtctcacatgctgttgtttctgttttcccttgctactgggctctttggtgct 
 M  M  E  S  H  M  L  L  F  L  F  S  L  A  T  G  L  F  G  A  
Gttcacggagct cctgaggacaaggtaccagattccttaaaggattatgcctttccagat 
 V  H  G  A  P  E  D  K  V  P  D  S  L  K  D  Y  A  F  P  D  
ggttttctattcggtaccgcaacatcttcctaccaggttgaaggagcatggctcgaagat 
 G  F  L  F  G  T  A  T  S  S  Y  Q  V  E  G  A  W  L  E  D  
ggaaagagcttaaacatctgggatacactcacgcacaacaagtccaacctgatttccgac 
 G  K  S  L  N  I  W  D  T  L  T  H  N  K  S  N  L  I  S  D  
cgttccaacggagatgttgcctgtgattcttaccacaaatacaaagaagacgttcagcta 
 R  S  N  G  D  V  A  C  D  S  Y  H  K  Y  K  E  D  V  Q  L  
ctgaaagagctaggagtgaacttctaccgtttctctgtgtcgtggtcacgaatccttcct 
 L  K  E  L  G  V  N  F  Y  R  F  S  V  S  W  S  R  I  L  P  
acaggacatataaacgttgtgaatcaggctggaattgattattataacaatctcatcaat 
 T  G  H  I  N  V  V  N  Q  A  G  I  D  Y  Y  N  N  L  I  N  
gaactgttggctaacggaattcagccgatggttacgatgtaccactgggacttaccacag 
 E  L  L  A  N  G  I  Q  P  M  V  T  M  Y  H  W  D  L  P  Q  
acccttcaggacctcggaggttggccaaatcaggttatggcacaatacttcgaggactat 
 T  L  Q  D  L  G  G  W  P  N  Q  V  M  A  Q  Y  F  E  D  Y  
gcccgggttctgtttactaactacggagatagggtgaagtactggatcacattcaatgag 
 A  R  V  L  F  T  N  Y  G  D  R  V  K  Y  W  I  T  F  N  E  
ccgagtgtcttcacagcagggtatgaaagcgtagctttccacgcccccaatgtcggagct 
 P  S  V  F  T  A  G  Y  E  S  V  A  F  H  A  P  N  V  G  A  
accggatttggacaatacctggctactcatactgtgctgaaggcgcatgctcgagcttac 
 T  G  F  G  Q  Y  L  A  T  H  T  V  L  K  A  H  A  R  A  Y  
catctctacgataacgaattcagagctgcacagcaaggaaaaataggtatggctttcaat 
 H  L  Y  D  N  E  F  R  A  A  Q  Q  G  K  I  G  M  A  F  N  
atcaattggtgcgaaccaagagacaacataacagaggatatcgccgcctgcaaccggatg 
 I  N  W  C  E  P  R  D  N  I  T  E  D  I  A  A  C  N  R  M  
caagagtttaacctgggcatgtacgcacatcctgtattcagtccagagggtgattttcca 
 Q  E  F  N  L  G  M  Y  A  H  P  V  F  S  P  E  G  D  F  P  
actgtagtaaaggaaagggttgctatgaacagcgaggcagaaggatttacacagtcaaga 
 T  V  V  K  E  R  V  A  M  N  S  E  A  E  G  F  T  Q  S  R  
ctcccatctttaacacaggaggaaattgaatatataaaaggaacggcagatttcttcggg 
 L  P  S  L  T  Q  E  E  I  E  Y  I  K  G  T  A  D  F  F  G  
ctgaaccactatactacgttttatggatctccactaacatacactggtgaaccaacattc 
 L  N  H  Y  T  T  F  Y  G  S  P  L  T  Y  T  G  E  P  T  F  
acgaaagatgtgggcattttaatgatgcctgacttcagctggccgggctctgcatctatc 
 T  K  D  V  G  I  L  M  M  P  D  F  S  W  P  G  S  A  S  I  
tggcttcacgtagtgccttggggattccgaaagcaactgaatagaatagcggaaatctac 
 W  L  H  V  V  P  W  G  F  R  K  Q  L  N  R  I  A  E  I  Y  
aataaccctccagtcatcatcacagaaaacggattttctgaccacggtgaactgaatgac 
 N  N  P  P  V  I  I  T  E  N  G  F  S  D  H  G  E  L  N  D  
acaggccgtatcaactatcttacgagttacttgactgaaatgctgaacgccatacacgaa 
 T  G  R  I  N  Y  L  T  S  Y  L  T  E  M  L  N  A  I  H  E  
gatggctgcaacgttgttggctacacagcgtggagtcttatagacaacttcgagtggaac 
 D  G  C  N  V  V  G  Y  T  A  W  S  L  I  D  N  F  E  W  N  
aatggttacacacaaagattcggcctgtaccacgtcgactttgaggacccgaaccgagca 
 N  G  Y  T  Q  R  F  G  L  Y  H  V  D  F  E  D  P  N  R  A  
cgaactatcaaagaatcagccaaagtgtacgccgaaatcatcgcaacaaaacaaatcccg 
 R  T  I  K  E  S  A  K  V  Y  A  E  I  I  A  T  K  Q  I  P  
gaacgatttcgagaggaatga 
 E  R  F  R  E  E  -   
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2-2-Sous-clonage de l’ADNc codant pour la β-glycosidase de la blatte Periplaneta  
                    americana, puis essai de production de la protéine recombinante  

 

2-2-1-Chez E.coli 
 

Après le séquençage des amorces ont été synthétisées pour le sous clonage du gène. Plusieurs 

stratégies de clonage ont été élaborées en tenant compte de la présence d’un signal peptide 

dans la séquence du gène. Dans un premier temps, pour la production chez E.coli, le gène a 

été sous-cloné dans le vecteur Pet 28a. Deux stratégies de clonage ont été utilisées, une 

construction prenant en compte la séquence totale du gène en incluant le peptide signal (PS) et 

une autre construction sans le peptide signal (séquence mature). Les sites de restriction des 

enzymes BamHI et HindIII ont été utilisés dans les deux cas avec un tag en N-terminal.  

 

2-2-1-1-PCR réalisée à partir de la banque d’ADNc  
 

Afin d’isoler le gène codant pour la β-glycosidase à partir de la banque d’ADNc une PCR a 

été réalisée à partir de 3µl de la banque amplifiée. Une bande correspondant à la taille 

attendue (1500 bp) a été observée à partir des deux constructions (Figure 46 A). La figure 42 

B présente la double digestion du vecteur et des ADNc. 

 

                     

 

 

 

 

 

M1  1 2 3 

Figure 46: PCR à partir de la banque d’ADNc et double digestion du vecteur et des inserts (A): 
PCR 1: Construction incluant le signal peptide (PS) 2: Construction avec la séquence mature (Mat) M: 
Marqueur de taille 1 Kb (B) Double digestion du vecteur et des inserts: 1: Vecteur pet 28a circulaire 2: 
Vecteur linéarisé après digestion 3: ADNc digéré   

A B 

2 

10 Kb 

4 Kb 

2 Kb 

0,5 Kb 
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2-2-1-2-Essai de production de la protéine recombinante dans      
              différentes souches d’E.coli 

 
Les constructions ont été transformées dans différente souches d’E.coli afin de produire la 

protéine recombinante. Les différentes cultures ont été analysées en SDS-PAGE. Comme le 

montre la figure ci-dessous aucune bande correspondant au gène de la β-glycosidase n’a pu 

être observée dans le surnageant de culture par conséquent aucune des souches d’E. coli 

testées n’a permis la surexpression du gène. Les différents tests d’activité réalisés sur les 

surnageants de culture et les culots lysés n’ont pas permis de mettre en évidence la production 

de la protéine par la bactérie E. coli. 

 

 

            

 

 

 

 

2-2-2-Chez Yarrowia lipolytica 
 

Après avoir essayé plusieurs conditions infructueuses, afin de pouvoir surexprimer le gène 

d’intérêt chez la bactérie E.coli, la production chez la levure Yarrowia lipolytica a été testé. 

Le gène a été sous cloné dans le vecteur JMP160; trois stratégies de clonage ont été élaborées 

cette fois. Une construction prenant en compte la séquence totale du gène en incluant le 

peptide signal (PS); une autre construction sans le peptide signal (la séquence mature MAT) 

puis une dernière construction avec la séquence mature comprenant la cassette Prepro. Les 

sites de restriction des enzymes BamHI/AvrII ont été utilisés pour les deux premières 

(B)  M     1   2   3   4   5   6   7   8  9  10 11 12 13 (A) M      1    2  3   4   5   6   7   8  9   10 11  12 

Figure 47: Essai de production de la protéine recombinante dans différente souches 
d’E.coli (A) M: Marqueur 1: C41DE3 2: Rosetta DE3 3: JM109DE3 4: XLBlue 5: TunerDE3 6: 
BL21DE3 7: C41DE3   8: Rosetta DE3 9: JM109DE3 10: XLBlue 11: TunerDE3 12: BL21DE3 (B) 1: 
BL21 Star 2: C41DE3 3:JM109DE3 4: BL21DE3 5: TunerDE3 6: Rosetta DE3 7: XLBlue   8: BL21 
Star 9: C41DE3 10: JM109DE3 11: BL21DE3 12 TunerDE3 13: Rosetta DE3  

Surnageants  Culots Surnageants  Culots 
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constructions puis le couple d’enzymes SacII/AvrII pour la dernière. Un tag HIS a été rajouté 

en C-terminale. 

 

2-2-2-1-PCR réalisée à partir de la banque d’ADNc  
 

Une PCR a été réalisée à nouveau à partir de 3µl de la banque amplifiée. Une bande 

correspondant à la taille attendue (1500 pb) a été observée à partir des trois constructions 

(Figure 48).  

 

 

 

 

2-2-2-2-Vérification de la présence des inserts  
 

Après la ligation et la transformation, une PCR et une double digestion ont effectuées sur les 

clones afin de vérifier la présence de l’insert (Figure 49 et 50).  

 
 

 

M         1     2       3         4 

Figure 48: PCR à partir de la banque d’ADNc M: Marqueur de taille 1 Kb; 1: Construction 
incluant le signal peptide (PS) 2; 4: Construction avec la séquence mature (Mat) 3: Construction 
avec la séquence comprenant la cassette Prepro  

Figure 49: Vecteur et inserts purifiés après la double digestion: M: Marqueur de taille 1 
Kb; 1-4: Vecteur JMP160 linéarisé; 5-6: Construction incluant le signal peptide (PS) 7: 
Construction avec la séquence mature (Mat) 8: Construction avec la séquence comprenant la 
cassette Prepro 

M    1      2    3    4     5      6      7      8     

0,5Kb 

1 Kb 

2 Kb 

0,5Kb 

1 Kb 

2 Kb 

1 0 Kb 
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Conclusion partielle 

Les différents tests d’activité réalisés sur les surnageants et les culots de culture n’ont pas 

permis de mettre en évidence la production de la protéine par la levure Yarrowia lipolytica 

malgré la présence du gène dans le génome de cette dernière.  

 

  2-2-3-Production en cellules d’insectes  
 
Comme décrit dans le chapitre matériel et méthodes, nous avons effectué un alignement de 

séquence afin de comparer la séquence provenant de notre banque d’ADNc et la séquence 

stockée dans la banque de donnée NCBI (No d’accession GenBank: KJ576835). Après 

analyse, une petite différence au niveau des acides aminés a été observée. Un acide 

glutamique a été observé en lieu et place de l’acide aspartique dans notre séquence (chapitre 

2 figure 23 page 92). Afin d’analyser les propriétés des deux protéines nous avons produit en 

parallèle, le gène codant pour la β-glycosidase issus notre banque de cDNA (BetaGluc1) et 

l'ADNc codant pour la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana dont la séquence a 

été stockée dans la banque de donnée NCBI (BetaGluc2). L'ADNc codant pour la β-

glycosidase de la blatte Periplaneta americana dont la séquence a été stockée dans la banque 

de donnée NCBI a été synthétisé chimiquement à partir de la séquence optimisée. Cette 

séquence optimisée a été utilisée comme matrice pour la PCR afin d'amplifier la séquence 

[23-505] sans le peptide signal. 

Figure 50: Vérification de la présence des inserts (A) Vérification par double digestion après 
la ligation M: Marqueur de taille 1 Kb; 1: Construction incluant le signal peptide (PS) 2: 
Construction avec la séquence mature (Mat) 3: Construction avec la séquence comprenant la 
cassette Prepro 3. (B) Vérification de la présence de l’insert dans le génome de Yarrowia 
lipolytica après la transformation M: Marqueur de taille 1 Kb; 1: Construction incluant le signal 
peptide (PS) 2: Construction avec la séquence mature (Mat) 3: Construction avec la séquence 
comprenant la cassette Prepro 3. 

 M        1        2       3 M                   1     2     3           4     5 

A B 0,5Kb 

1 Kb 

2 Kb 

1 0 Kb 

0,5 Kb 

1 Kb 

2 Kb 

10 Kb 
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   2-2-3-1-Production du gène codant pour la β-glycosidase  
                                                            issus de la banque de d’ADNc (BetaGluc1) 
 

    2-2-3-1-1-Génération du sctok de virus P1  
 

La construction pATXBac1-BetaGluc1-6His a été transformée dans la souche DH10Bac d’E. 

coli afin de produire les bacmides recombinants. Les bacmides recombinants obtenus ont été 

purifiés puis transfectés dans les cellules Sf9 (Spodoptera frugiperda) pour produire le virus 

P1 stock. Les cellules obtenues lors de la génération du stock P1 ont été analysées en SDS-

PAGE et par Western blot afin de vérifier l’expression de la protéine. 

 

2-2-3-1-2-Analyse de l’expression de la BetaGluc 1       
                 pendant la génération du stock P1 

 
La flèche montre une bande de 55 kDa correspondant au gène d’intérêt dans le milieu de 
culture et dans la fraction native 
 

 

 

 

 

A 

Figure 51: Analyse de l’expression de la BetaGluc 2 pendant la génération du stock P1 (A) 
électrophorèse en SDS-PAGE coloration au bleue de Coomassie, ø control culture (non infecté) 
1, 2, 3 et 4 culture infectées avec des clones de bacmid différents (B) Western blot avec les 
anticorps anti-His. La protéine “native” a été obtenue après une sonication des cellules dans le 
tampon PBS pH7,5. Le culot constituant la fraction dénaturée a été resuspendu dans le tampon 
PBS pH7,5 contenant l’urée 8 M. 

B 
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    2-2-3-1-3-Amplification et surexpression des virus     
                                                                 Recombinants 
 
L’amplification et la surexpression du virus recombinant ont été effectuées par infection des 

cellules Sf9 et Hi5 avec le Stock P1. Le virus P2 Stock ainsi obtenu dans les deux cellules 

d’insectes (Sf9 et Hi5) a été utilisé pour les tests d'expression. La production a été effectuée 

dans 100 ml de culture de cellules Hi5 infectée par le stock P2 dans les conditions optimales. 

La flèche montre une bande de 55 kDa correspondant au gène d’intérêt dans le milieu de 

culture. 

                                 

                          

 

 

 

 

Figure 52: Analyse de l’expression de la BetaGluc1 pendant la génération du stock P2 (A) 
Dans les cellules Hi5 (B) Dans les cellules Sf9; ø control culture. Analyse de la culture des 
échantillons après 2 jours (D2) et 3 jours (D3) d’infection avec 30 à 300 µl du stock de virus P2  

A 

B 
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2-2-3-1-4-Test de Purification  
 

L’électrophorèse en SDS-PAGE, montre une bande de 55 kDa correspondant au gène 
d’intérêt. 
 
 

 
 
 
 
 
 
Conclusion partielle : La protéine a pu être produite avec des rendements allant de 5 à 30 
mg/l et une pureté ≥95%. 

 
   2-2-3-2-Production du gène codant pour la β-glycosidase à    
                                                            partir du gène synthétique (BetaGluc 2) 
 
    2-2-3-2-1-Clonage du gène dans le vecteur pATXBac1     
                                                                            puis génération du sctok de virus P1  
 
La construction pATXbac1-BetaGluc2 a été transformée dans la souche DH10Bac d’E. coli 

afin de produire les bacmides recombinants. Les bacmides recombinants obtenus ont été 

purifiés puis transfectés dans les cellules Sf9 pour produire le virus P1 stock. Les cellules 

obtenues lors de la génération du stock P1 ont été analysées en SDS-PAGE et par Western 

blot afin de vérifier l’expression de la protéine (figure 47).  

 

 

Figure 53: Test de purification (A). Profil de purification, FT: Fraction non retenues, W1-W3: 
Étapes de lavage, E1-E9: Fractions éluées (B) Protéines purifiées 1; 2- BetaGluc1 

A 

B 
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    2-2-3-2-2-Amplification et surexpression du virus    
                                                               recombinant 
 
L’amplification et la surexpression du virus recombinant ont été effectuées par infection des 

cellules Sf9 et Hi5 avec le Stock P1. Le virus P2 Stock ainsi obtenu dans les deux cellules 

d’insectes (Sf9 et Hi5) a été utilisé pour les tests d'expression. La production a été finalement 

effectuée dans 100 ml de culture de cellules Hi5 infectée par le stock P2. L’électrophorèse en 

SDS-PAGE montre une bande majeure de 55 kDa correspondant au gène d’intérêt dans la 

fraction native. 

 

 

Figure 54: Analyse de l’expression de la BetaGluc 2 pendant la génération du stock P1 (A) 
électrophorèse en SDS-PAGE coloration au bleue de Coomassie (B) Western blot avec les 
anticorps anti-His ; 1 et 2 control culture (non infecté). La protéine “native” a été obtenue après 
une sonication des cellules dans le tampon PBS pH7,5. Le culot constituant la fraction 
dénaturée a été resuspendu dans le tampon PBS pH7,5  

A B 

Figure 55: Analyse de l’expression de la BetaGluc pendant la génération du stock P2 (A) 
dans les cellules Sf9 (B) dans les cellules Hi5  “-“. Control négatif.  

A B 
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Conclusion partielle: La surexpression de la BetaGluc à partir du gène synthétique a été 

réalisée avec succès. L’enzyme a pu être surexprimée à un niveau très élevé sous forme 

native. Les conditions optimales pour l'expression retenues sont: infection avec 30 µl de P2 

pendant 72 h dans les cellules Hi5. 

 

2-2-3-1-3-Test de Purification  

 
Cent millilitre de culture de cellules Hi5 ont été infectées par le virus P2 stock dans les 

conditions optimales décrites plus haut. L’extrait brut enzymatique obtenu a été concentré 

puis purifié en conditions natives sur colonne IMAC. La protéine purifiée a été analysée en 

SDS-PAGE. 

 

 

 

Conclusion partielle : La BetaGluc2 a pu être produite et purifiée dans des conditions natives  

avec une pureté ≥95%, le rendement de production / purification est d'environ 300 mg/l.  

    
2-3-Caractérisation des différentes protéines recombinantes produites  

 

2-3-1-Effet du pH 
 

2-3-1-1-pH optimum  
 

Figure 56: Purification de la BetaGluc2 (A). Profil de purification, FT: Fraction non 
retenues, W1-W3: Étapes de lavage, E1-E9: Fractions éluées (B) BetaGluc purifiée     

A B 
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L’étude de l’influence du pH a été réalisée dans le but d’apprécier le comportement de ces 

enzymes dans différents milieux d’incubation d’une part et d’autre part de définir les 

meilleures conditions d’hydrolyse en milieu tamponné. Les protéines recombinantes produites 

présentent un maximum d’activité à pH 4,6 (Figure 53) comparé à la protéine native qui a un 

pH optimum de 3,6 avec plus de 80% de son activité à pH 2,6 et une zone de stabilité entre 3 

et 4.     

           

 

 

2-3-1-2-Stabilité au pH 

 
Les résultats montrent que les deux protéines présentent la même zone de stabilité au pH 

après une heure de préincubation dans le tampon citrate phosphate et acétate 100 mM. Cette 

zone de stabilité se situe entre pH 4,0 et 5,6 (Figure 54). 
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Figure 57: Influence du pH sur l’activité des protéines recombinantes 
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Figure 58: Stabilité au pH des protéines recombinantes 
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2-3-2-Effet de la température  
 

2-3-2-1-Température optimale d’activité 
 
L’influence de la température sur les activités catalytiques des deux protéines est présentée à 

la figure 59. Les températures optimales d’hydrolyse sont de 50°C pour la BetaGluc2 et de 

55°C pour la BetaGluc1 tout comme la protéine native. 

 

       

 
 

2-3-2-2-Denaturation thermique 
 

Les protéines sont stables aux températures inférieures à 45°C où elles conservent 100 % 

d’activité dans les conditions expérimentales. Au-delà de cette température, on observe une 

baisse notable de l’activité catalytique des enzymes, traduisant leur dénaturation par la chaleur 

(figure 60). Ces protéines sont moins thermostables par rapport à la native qui conserve son 

activité jusqu’à 55°C.  
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Figure 60: Etude de la Dénaturation thermique des protéines 

Figure 59: Influence de la température sur l’activité des protéines recombinantes 

T°C T°C 
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2-3-2-3- Inactivation thermique 

 
Les résultats de l’étude de l’inactivation thermique des protéines sont indiqués à la figure 61. 

A 37°C, les protéines conservent la quasi-totalité de leur activité (100 % d’activité) pendant 

au moins 2 h de préincubation. Cependant elles sont très instables à leur température optimale 

d’activité. 

 

           

    

 

2-3-3-Effet de quelques effecteurs   
 
L’étude de l’influence des cations mono et divalents testé dans nos conditions expérimentales 

montre que les ions métalliques réagissent différemment sur les protéines. Certains sont 

activateurs ou inhibiteurs et d’autres sans effet notable. Les résultats obtenus sont consignés à 

la figure 62. Les ions K+, Na+, Ca2+, Cu2+ et l’EDTA activent la protéine native, la 

BetaGluc2 est activé par l’ion K+ tandis que la BetaGluc2 sont activé par l’ion Na+. 

Toutefois toutes les protéines sont fortement inhibées par l’ion Fe2+. 
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Figure 61: Etude de l’inactivation thermique des protéines 
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2-3-4-Effet des solvants organiques 
 
L’un des avantages majeurs de l’utilisation des solvants organiques dans les réactions 

enzymatiques est d’améliorer considérablement la solubilisation de certains substrats naturels 

ou synthétiques insolubles en milieu aqueux, afin de mieux apprécier la capacité d’hydrolyse 

de certaines enzymes. Ainsi, l’effet de plusieurs solvants organiques à différentes 

concentrations dans le milieu réactionnel a été examiné sur l’activité de la protéine native et 

des différentes protéines recombinantes produites. Les résultats de cette étude sont présentés à 

la figure 63. Pour des concentrations en solvant organique inférieures à 20 % (v/v) dans le 

milieu réactionnel concernant tous les solvants testés, les enzymes conservent la quasi-totalité 

de leur activité initiale. Les protéines recombinantes produites sont toutes activées par le 

méthanol et l’éthanol pour des concentrations jusqu’à 50% de méthanol et jusqu’à 40% 

d’éthanol tandis que la protéine native est inactivée par ces solvants aux mêmes 

concentrations.  
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2-3-5-Etude de la spécificité de substrat  

 

L’activité de la protéine native et protéines recombinantes a été testée sur un grand nombre de 

substrats naturels et synthétiques. Les résultats de cette étude consignés dans le Tableau V 

montrent qu’aussi bien la protéine native que les différentes protéines recombinantes 

produites hydrolysent une large gamme de substrats (le cellobiose et les cellodextrines, les 

disaccharides, les alkyl glucosides et quelques glycosides synthéthique). Les substrats les plus 

hydrolysés étant le pNP-β-D-glucopyranoside, le pNP-β-D-fucopyranoside le cellobiose et la 

laminaribiose 
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Cellodextrines  
Cellobiose Glcβ(1-4)Glc  41,8 64,5 4,4 
Cellotriose  Glcβ(1-4)3n    68,02 82,7 10,9 
Cellotetraose Glcβ(1-4)4n    44,4 112,9 11,5 
Cellopentaose  Glcβ(1-4)5n  42,5 93,7 8,1 
Cellohexaose Glcβ(1-4)6n             45,2 63,5 4,9 

Disaccharides 
Laminaribiose  Glcβ(1-3)Glc 53,1 714,7 41,2 
Gentiobiose  Glcβ(1-6)Glc 15,6 182,5 3,3 
Saccharose    Glcα(1-2)Fru 2,65 20,4 1,2 
Lactose         Galβ(1-4)Glc 8,5 24,7 1,02 

Alkyl glucosides 
Methyl β-D-galactopyranoside 1,9 32,2 1,4 
Octyl β-D-glucopyranoside 9,1 345,4 22,2 
Methyl β-D-glucopyranoside 2,3 35,8 1,9 

Polymères 
Lichenan Polymère de Glc               ND              ND              ND 
Curdlan Polymère de Glc               ND              ND              ND 
β glucan Polymère de Glc                D               D               D 

Glycosides synthéthique  
pNP-β-D-glucopyranoside 317,9 284,8 14,4 
pNP-β-D-fucopyranoside 451,9 332,1 15,1 
pNP-β-D-galactopyranoside 256,5 88,7 6,7 
pNP-2-acetamido 2-deoxy- 191,7              ND 4,1 
β-D-glucopyranoside 
pNP-N-acétyl-β-D-glucosaminide 177,23              ND               ND 
2-chloro-pNP-β-D-cellobioside 114,6 66,5 4,2 
pNP-N-acétyl-β-D-galactosaminide 139,2              ND               ND 
pNP-β-D-xylopyranoside 101,2 51,1 3,4 
pNP-2-acetamido 2-deoxy-3-o-β D-              ND              ND              ND 
galactopyranosyl-β-D-glucopyranoside               
pNP-β-D-lactopyranoside               ND              ND              ND 
pNP-2-acetamido-3-o-2-deoxy-β-D-              ND              ND              ND 
glucopyranosyl-2-deoxy-α-        
D-galactopyranoside        
pNP-β-L-arabinopyranoside              ND              ND              ND 
pNP-β-L-fucopyranoside              ND              ND              ND 
pNP-β-D-cellobioside              ND              ND              ND 
pNP-β-D-galactofuranoside              ND              ND              ND 

ND : non dégradé  

Protéine native Betaglu2  Betaglu1 Liaisons Substrats 

Tableau V: Etude de la spécificité de substrat 
 

Activité spécifique (µmole/min/mg) 
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2-3-6-Paramètres cinétiques KM et Vmax des protéines 
 

Les valeurs de la constante de Michaelis-Menten (KM) et de la vitesse maximale (Vmax) ont 

été déterminées par la méthode de Lineweaver et Burk, sur les substrats les mieux hydrolysés. 

Les valeurs de KM, Vmax et l’efficacité catalytique donnée par le rapport Vmax/KM des 

différentes protéines sont résumés dans le Tableau VIII. De l’analyse de ce tableau, il ressort 

que toutes les protéines possèdent une affinité plus grande pour le substrat pNP-β-D-

glucopyranoside par rapport au pNP-β-D-fucopyranoside. Par contre seule la protéine native 

présente comparativement aux protéines recombinantes, une plus grande affinité pour le 

cellobiose par rapport au laminaribiose. 

 

 

 

substrats            KM       Vmax Vmax/KM 
 

Protéine native  
pNP-β-D-
glucopyranoside 4,5 2500 555,5 
pNP-β-D- 
fucopyranoside 2,2 1111,1 500 

cellobiose  1,5 78,7 49,2 

laminaribiose  0,4 58,1 131,5 

Betaglu2  
pNP-β-D-
glucopyranoside 6,8 1666,6 243,9 
pNP-β-D- 
fucopyranoside 2,3 588,2 250 
cellobiose  0,6 55,5 92,5 
laminaribiose  1,3 909,09 666,6 

Betaglu1  
 

pNP-β-D-
glucopyranoside 3,2 53,4 16,3 
pNP-β-D- 
fucopyranoside 1,7 119,04 68,1 
cellobiose  0,4 3,9 8,03 

 

laminaribiose  4,3 102,04 23,6 
 

 

 

 

 

Tableau VI: Détermination des paramètres cinétiques KM, Vmax et Vmax/KM  
des protéines 

Les constantes de Michaelis (KM) et les vitesses maximales (Vmax) sont exprimées respectivement      
en mg/ml et en µmol de sucres et de paranitrophenol libérés par min et par mg de protéine (UI/mg 
de protéine). 
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Discussion 

Le génome de la blatte Periplaneta americana n’étant pas séquencé en début des travaux de 

ce mémoire, il a été nécessaire d’entreprendre la construction d’une banque d’ADNc pour le 

repérage et la surexpression du gène codant pour la β-glycosidase de cette blatte. La banque 

construite contenant au moins 109 clones indépendants est considérée comme représentative 

de la diversité des ARNm. Un premier criblage de cette banque a donc été effectué avec le 

substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucopyranoside (X-glu) afin de détecter la présence 

du gène codant pour la β-glycosidase. Ce criblage réalisé sur environ 50 000 clones a permis 

de récupérer un seul clone positif au bout de 48 h. La banque étant étalée à une concentration 

de 104 clones par boite, les plages de lyses ne sont pas distinctes, par conséquent, une zone 

positive risquant de contenir plusieurs clones de phages, un criblage secondaire a donc été 

effectué à partir des clones positifs isolés du criblage primaire. Après 72 h, des clones positifs 

(de coloration bleus) ont été observés sur toute la boite. Une dizaine de clones bien isolés ont 

été séquencés après excision des phagemides en plasmides par le système Cre-lox. Les 

séquences ont été soumises au programme BLAST, pour déterminer le pourcentage d'identité 

avec d'autres protéines dans les bases de données de la NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Bien qu'ayant fait un criblage secondaire, il s'avère 

que sur la dizaine de séquences, il n’y a que deux qui correspondent avec des pourcentages 

d'identité 80 à 90% à un gène codant pour la β-glycosidase de la blatte Periplaneta 

americana. Les autres séquences codant pour des gènes totalement différents de ce que nous 

attendions. En Avril 2014, Tamaki et al. ont séquencé l’ARN de la blatte Periplaneta 

americana les séquences codantes pour les protéines dont celle de la β-glycosidase ont été 

stockées dans la banque de donnée NCBI. En se basant sur l’alignement des séquences 

protéiques entre les séquences issus du criblage de la banque et celle stockée dans la banque 

de données, il apparait clairement que la β-glycosidase, issue de la banque d’ADNc 

correspond au gène stocké dans la banque de données à un acide aminé près. Après 

l’identification du gène, nous avons entrepris la production de la protéine. L’analyse de la 

séquence ayant mis en évidence la présence d’un signal peptide, plusieurs stratégies de 

clonage ont été élaborées. Une construction avec la séquence mature sans le signal peptide et 

une autre incluant le peptide signal. Pour des raisons liées à sa facilité d’utilisation, et à sa 

capacité à produire des quantités de protéines à des coûts raisonnables, la bactérie E.coli est le 

système le plus communément utilisé pour la fabrication de protéines recombinantes. C’est 

pourquoi dans ce travail, dans un premier temps, la première approche a été d’essayer la 
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production dans cet hôte bactérien. Ainsi plusieurs souches de cette bactérie ont été testées 

avec les différentes constructions. Toutes ces tentatives se sont avérées infructueuses. En 

effet, cette bactérie présente des limitations importantes notamment lorsqu’il s’agit de 

protéines d’origine eucaryote comme dans notre cas; ces protéines recombinantes de type 

eucaryote ont la plupart du temps besoin d’être maturées, de subir des modifications post-

traductionnelles, souvent impossible dans un tel système. De plus, les bactéries ne sont pas 

capables de réaliser le plus souvent la glycosylation parfois nécessaire à l’activité de certaines 

protéines, ni de former correctement les ponts disulfures surtout s’ils sont présents en grande 

quantité dans les protéines. Pour pallier ces inconvénients, de nouveaux systèmes d'expression 

ont été développés chez des organismes alternatifs. Parmi ceux-ci, la levure Yarrowia 

lipolytica semble des plus prometteuse. En effet, cette levure possède les avantages de la 

bactérie E. coli en terme de facilité d’utilisation (culture rapide et facile à mettre en œuvre, 

milieu simple et peu coûteux), d’efficacité de transformation, de plus de nombreux outils 

génétiques sont disponibles pour l’expression de protéines recombinantes. Par ailleurs, elle 

présente l’avantage des eucaryotes en termes de modifications post-traductionnelles et de 

glycosylation notamment. Toutes ces caractéristiques font de cette levure un modèle 

intéressant pour le développement de nouveaux procédés optimisés de production de protéines 

recombinantes. Une étude approfondie de son génome et de sa physiologie dans notre 

laboratoire (Bordes 2008) a permis le développement de systèmes d'expression simples et 

efficaces. Ainsi en s’appuyant sur ces méthodes, le gène de la β-glycosidase a été inséré dans 

la souche "Zeta" de la levure Yarrowia lipolytica dans cette deuxième approche, trois 

stratégies de clonage ont été élaborées; une construction prenant en compte la séquence totale 

du gène en incluant le peptide signal; une autre construction sans le peptide signal (la 

séquence mature) puis une dernière construction avec la séquence mature comprenant la 

casette Prepro. Malheureusement, aucune de ces constructions n’a permis d’aboutir à des 

résultats satisfaisants. La levure Yarrowia lipolytica n’étant certainement pas capable de 

produire la protéine. Parmi les systèmes d’expression eucaryote, le système baculovirus-

cellules d’insectes est un des plus performants pour la production de protéines complexes. Ce 

système est basé sur l’utilisation du baculovirus comme vecteur pour l’expression en cellules 

d’insectes de gènes hétérologues sous contrôle de promoteurs viraux comme la polyédrine et 

la protéine P10. L’expression des protéines eucaryotes recombinantes dans les cellules 

d’insectes est devenue un axe de recherche majeur pour la caractérisation structurale et 

fonctionnelle des protéines souvent mal repliées dans les cellules d’E.coli. Dans le système 

d’expression baculovirus les modifications post-traductionnelles sont conservées, la protéine 
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adopte généralement un bon repliement et des niveaux d’expression relativement hauts 

peuvent être atteints. Cette dernière approche nous a finalement permis de surexprimer le 

gène codant pour la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana avec de très bons 

rendements de production. Dans un premier temps, l'ADNc codant pour la β-glycosidase de la 

blatte Periplaneta americana dont la séquence a été stockée dans la banque de donnée NCBI 

(No d’accession GenBank: KJ576835) a été synthétisé chimiquement à partir de la séquence 

optimisée, puis la production a été entrepris en parallèle avec le gène provenant de la banque 

d’ADNc élaborée. La caractérisation des deux protéines recombinantes obtenues a été 

effectuée afin de comparer leurs caractéristiques biochimiques avec celles de la protéine 

native. L’étude du pH montre que les deux protéines recombinantes produites présentent un 

maximum d’activité à pH 4,6 avec une zone de stabilité au pH se situant entre pH 4,0 et 5,6. 

L’étude de l’influence de la température montre que la température optimale d’hydrolyse est 

de 55°C pour la BetaGluc1, et de 50°C pour la BetaGluc recom2. Aussi, les protéines sont 

toutes les deux stables aux températures inférieures à 45°C où elles conservent 100 % 

d’activité dans les conditions expérimentales puis au-delà de cette température, on observe 

une baisse notable de l’activité catalytique des enzymes, traduisant leur dénaturation par la 

chaleur. Les résultats de l’étude de l’inactivation thermique montrent que les deux protéines 

conservent la quasi-totalité de leur activité (100% d’activité) pendant au moins 2 h de 

préincubation A 37°C. Cependant elles sont très instables à leur température optimale 

d’activité. En se basant sur l’étude de la thermostabilité et la résistance au pH acide on peut 

déduire que les protéines recombinantes produites ont des caractéristiques légèrement 

différentes de celle de la protéine native qui à son pH optimum à 3,6 avec plus de 80% de son 

activité à pH 2,6; une température optimale à 55°C avec une activité conservée à plus de 50% 

pendant 2 h à cette température. En effet, l’un des principaux objectifs visés en multipliant les 

approches de production était d’aboutir à une protéine recombinante dont les caractéristiques 

seraient très proches de la protéine native. Cependant les modifications post-traductionnelles 

par l'hôte, dans la structure d’une protéine, peuvent avoir pour conséquence une modification 

des propriétés de cette protéine aboutissant à des caractéristiques biochimiques souvent 

différentes de la protéine native. L’activité d’une enzyme peut être modifiée par la présence 

d’ions métalliques. Ceux-ci jouent un rôle important dans les phénomènes de régulation et 

leurs effets renseignent sur les mécanismes d’action des enzymes. L’étude de l’influence des 

cations mono et divalents testé montre que les ions métalliques réagissent différemment sur 

les protéines. Les ions K+, Na+, Ca2+, Cu2+ et l’EDTA activent la protéine native, la 

BetaGluc2 est activé par l’ion K+ tandis que la BetaGluc1 est activée par l’ion Na+. Les ions 
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activateurs peuvent être conseillés dans les préparations de tampon. Cependant, l’ion Fe2+ qui 

inhibe fortement les protéines est à éviter dans un milieu réactionnel ou se trouve la β-

glycosidase de la blatte Periplaneta americana. La solubilisation de certains substrats naturels 

ou synthétiques insolubles en milieu aqueux nécessite l’utilisation des solvants organiques. 

Ainsi leur présence dans les réactions enzymatiques est souvent incontournable. Afin 

d’apprécier la capacité d’hydrolyse de la β-glycosidase native de la blatte Periplaneta 

americana et des protéines recombinantes en présence de ces solvants, leur effet sur l’activité 

de ces protéines à différentes concentrations dans le milieu réactionnel a été examiné. Les 

résultats de cette étude montrent que pour des concentrations en solvant organique inférieures 

à 20% (v/v) dans le milieu réactionnel concernant tous les solvants testés, les enzymes 

conservent la quasi-totalité de leur activité initiale. Les protéines recombinantes produites 

sont toutes activées par le méthanol et l’éthanol pour des concentrations jusqu’à 50% de 

méthanol et jusqu’à 40% (v/v) d’éthanol tandis que la protéine native est inactivée par ces 

solvants aux mêmes concentrations. Parmi les solvants organiques étudiés, l’acétonitrile a un 

pouvoir inhibiteur plus élevé sur l’activité des protéines que l’ensemble des autres solvants 

testés. En effet, les enzymes en solution aqueuse possèdent à la fois des domaines hydrophiles 

en contact avec l’eau et des domaines hydrophobes localisés à l’intérieur de la molécule. Lors 

de l’ajout d’un solvant organique, les domaines hydrophobes ne sont plus contraints vers 

l’intérieur, ce qui peut entraîner la dénaturation de la protéine par dépliement de sa structure. 

En règle générale, cet effet s’accentue lorsque la concentration en solvant organique du milieu 

réactionnel augmente. Ce phénomène jouerait probablement un rôle majeur dans l’inhibition 

plus ou moins prononcée de la protéine native en présence de ces solvants. L’étude de la 

spécificité de substrat de la protéine native et des deux protéines recombinantes testée sur un 

grand nombre de substrats naturels et synthétiques montre qu’aussi bien la protéine native que 

les différentes protéines recombinantes produites hydrolysent une large gamme de substrats: 

le cellobiose et les cellodextrines, les disaccharides (laminaribiose, gentiobiose , saccharose, 

lactose), les alkyl glycosides (Methyl β-D-galactopyranoside, Octyl β-D-glucopyranoside, 

Methyl β-D-glucopyranoside) aussi, en plus du pNP-β-D-glucopyranoside, les protéines 

possèdent toutes des activités très élevées pour le pNP-β-D-fucopyranoside, pNP-β-D-

galactopyranoside, et le pNP-β-D-xylopyranoside. Les résultats obtenus permettent de 

confirmer que la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana est une exo-β-D-

glycosidase qui appartient bien à la 1ére classe des β-glucosidases selon la classification de 

Terra and Ferreira (1994) basée sur la spécificité de substrat. Elle hydrolyse à la fois des 

glycosyl β-glycosides et des aryl β-glycosides. Ce mode d’action de l’enzyme se rencontre 
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chez d’autres β-D-glycosidases dela famille des GH1 décrites dans la littérature (Guo et al. 

2014; Chamoli et al. 2016; Akram et al. 2016). Les paramètres cinétiques, la constante de 

Michaelis-Menten (KM) et la vitesse maximale (Vmax) ont été déterminés sur les substrats 

les mieux hydrolysés. De l’analyse de ces résultats, il ressort que toutes les protéines 

possèdent une affinité plus grande pour le substrat pNP-β-D-glucopyranoside par rapport au 

pNP-β-D-fucopyranoside. Par contre seule la protéine native présente comparativement aux 

protéines recombinantes, une plus grande affinité pour le cellobiose par rapport au 

laminaribiose.  

  

Conclusion partielle 

Au terme de cette partie de cette étude, nous avons pu isoler le gène codant pour la β-

glycosidase de la blatte Periplaneta americana à partir d’une librairie génomique d’ADNc. 

Après plusieurs tentatives infructueuses en vue de la production de cette protéine dans la 

bactérie E.coli et dans la levure Yarrowia L., la production a pu être réalisée avec succès dans 

les cellules d’insectes Sf9. Cependant, des modifications post-traductionnelles souvent induite 

par l’hôte, les méthodes de purification, l’effet du TAG ont conduit à une protéine 

recombinante différente de la protéine native. La mutation D247E pourrait être à l’origine de 

la légère différence entre les deux isoformes (Beta-Gluc1 et Beta-Gluc2) recombinantes 

produite. 
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CHAPITRE V : ÉTUDE CINETIQUE ET 

THERMODYNAMIQUE DE LA β-GLYCOSIDASE 

AU COURS DE L’INACTIVATION THERMIQUE 
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Chapitre V : Étude cinétique et thermodynamique de la β-glycosidase au cours de    
l’inactivation thermique 
 

1-Introduction 

 

La température influence la vitesse des réactions enzymatiques en agissant sur la structure de 

l’enzyme, la stabilité du complexe enzyme-substrat et l’ionisation de certains sites liés à 

l’élévation de la température (Raisonnier 2002). Ainsi, la vitesse de la réaction enzymatique 

diminue et s’arrête rapidement au-delà d’une certaine zone de température. Les enzymes 

deviennent donc progressivement inactives au-delà de leur température optimale d’activité. 

Ce processus est habituellement réversible pour la plupart d’entre elles mais le résultat d’un 

chauffage prolongé est la perte irréversible d'activité catalytique de celles-ci. Cette situation 

est due à la destruction de diverses liaisons covalentes et non covalentes (Criswell et al. 

2003). En effet, la stabilité des enzymes est un paramètre qui a fait l’objet de plusieurs 

travaux concernant les catalyseurs mésophiles et thermophiles dans la perspective d’améliorer 

leur thermostabilité (Sant’Anna, Cladera-Olivera, and Brandelli 2012). Ces différents 

travaux ont révélé que les interactions telles que les liaisons hydrogènes (Macedo-Ribeiro et 

al. 1996), les ponts disulfures (Hopfner et al. 1999), les liaisons électrostatiques (Uchima et 

al. 2012) et les interactions hydrophobes (Elcock 1998) sont importantes pour la stabilité 

thermique des enzymes. Ainsi, la stabilité d’une protéine, définie comme sa capacité à 

conserver sa structure tridimensionnelle dans des conditions extrêmes (température, pH ou 

pression) est alors considérée comme une propriété intrinsèque (Elferink et al. 1995). 

Aujourd’hui avec l’essor des biotechnologies, la stabilité thermique des protéines est devenue 

un sujet d’intérêt. Ainsi, pour améliorer la thermostabilité des protéines, plusieurs techniques 

sont utilisées en biologie moléculaire: (1) la mutagenèse aléatoire suivie de la sélection des 

acides aminés; (2) la comparaison de la séquence des acides aminés avec une autre protéine 

présentant une plus grande thermostabilité, puis la mutagenèse dirigée vers les acides aminés 

sélectionnés; (3) l’introduction de possibles acides aminés stabilisateurs, basée sur la structure 

tridimensionnelle de la protéine. Ces travaux ont révélé que le remplacement de certains 

acides aminés tout en gardant la même structure montre que la confection par mutagenèse 

dirigée d’enzymes très thermostables est beaucoup difficile que prévu, car le véritable 

problème de cette technique, réside dans le fait de repérer les acides aminés cibles. Aussi, les 

mutations appliquées doivent viser l’augmentation des interactions ponts hydrogène, 

l’apparition de nouveaux ponts disulfures, l’augmentation de la stabilité des hélices α, les 
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feuillets ou coudes β, ainsi que les boucles flexibles présentes dans l’enzyme. Cependant, 

aucune base universelle formelle expliquant entièrement la stabilité d’une enzyme n'a été 

identifiée parce qu’elle est fonction de l’origine de l’enzyme. Par ailleurs, des études plus 

approfondies ont révélé que la stabilité des protéines en termes d’interaction 

macromoléculaire est basée sur les propriétés thermodynamiques de ces dernières (Hansen et 

al. 1999). Il serait de ce faite intéressant avant toute mutation dirigée en vue d’augmenter la 

thermostabilité d’une protéine de s’intéresser à ses propriétés thermodynamiques. L’objectif 

de ce chapitre est donc d’évaluer l’influence du traitement thermique sur la β-glycosidase 

native de la blatte Periplaneta americana et les protéines produites en vue d’une exploitation 

adéquate de cette protéine dans les procédés biotechnologiques et industrielles se déroulant à 

des températures supérieures à sa température optimale d’activité. 
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2-Résultats 

 
2-1-Paramètres cinétiques de la β-glycosidase native et des protéines         
      recombinantes au cours de l’inactivation thermique 

 
2-1-1-Cinétique d’inactivation thermique  

 
Les représentations graphiques de ln At/Ao en fonction du temps de pré-incubation de la β-

glycosidase native et des protéines recombinantes au cours de l’inactivation thermique ont 

donné des droites affines traduisant une cinétique de premier ordre monophasique (Figure 

64). 
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2-1-2-Constantes de vitesse k 
 

Les constantes de vitesse de premier ordre (valeurs de k) de la réaction catalysée par la β-

glycosidase native et les protéines recombinantes au cours de l’inactivation thermique sont 

présentées dans les Tableaux VII A-B-C. L’analyse des résultats de ces différents tableaux 

révèle que l'enzyme native est moins thermostable à des températures élevées comprises entre 

65-80°C. Les temps demi-vie diminuent rapidement quand la température augmente entre 60 

et 80°C (Tableau VII-A). Quant aux protéines recombinantes elles ne sont actives qu’à des 

températures moins élevées ; déjà à partir de 50°C elles perdent plus de la moitié de leur 

temps de demi-vie.  
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2-1-3-Valeurs des coefficients de température Q10 β-glycosidase native et   
 des protéines recombinantes au cours de l’inactivation thermique 

 

Les coefficients de température (Q10) des différentes protéines sont consignés dans les 

Tableaux VIII-A-B. Les plus grandes valeurs ont été obtenues aux températures 

 
Temperature 

(°C) 

 
t1/2 

(min) 

k (min-1) 

Valeur R2 

60 11,55 0,060 0,981 
65 3,50 0,198 0,991 
70 2,45 0,282 0,996 
75 1,84 0,376           0,994 
80 1,16 0,596 0,97 

 
Temperature 

(°C) 

 
t1/2 

(min) 

k (min-1) 

Valeur R2 

40 41,74 0,016 0,600 
45 21,93 0,031 0,932 
50 14,96 0,046 0,827 
55 5,05 0,13           0,973 
60 3,36 0,205 0,989 

 
Temperature 

(°C) 

 
t1/2 

(min) 

k (min-1) 

Valeur R2 

40 20,14 0,034 0,992 
45 17,76 0,021 0,932 
50 8,58 0,080 0,980 
55 3,34 0,206           0,957 
60 2,73 0,253 0,979 

A 

C 

Tableau VII: Constantes de vitesse et demi-vies de la β-glycosidase native et des 
protéines recombinantes au cours de l’inactivation thermique (A) BetaGluc native 
(B) BetaGluc 1 (C) BetaGluc 2 

B 
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d’inactivation comprises respectivement entre 60 et 70°C pour la protéine native et entre 50 et 

60 °C pour les protéines recombinantes (Tableau VIII). 

 

                   

 

 

 

 

Température (°C) BetaGluc native 
 

Coefficients de temperature 
(Q10) 

 
60-70 

 
70-80 

 
 Coefficients de temperature 

(Q10) 

 
4,70 

 
2,11 

 
 
 

Température (°C) BetaGluc 1 BetaGluc 2 
40-50 
 

2,87 2,35 

50-60 4,45 3,16 
 

 

2-1-4-Valeurs de D, Z et Ea au cours de l’inactivation thermique  
 

Les valeurs des temps de réduction décimales (D) diminuent de façon linéaire (R2 = 0,98) 

pour toutes les protéines. Pour la β-glycosidase native elle passe de 38,38 à 3,86 min quand la 

température augmente de 60 à 80°C (Tableau IX-A). Quant aux protéines recombinantes elle 

passe de 66,94 à 9,09 min pour la BetaGluc2 ; de 138,73 à 11,19 min pour la BetaGluc 1 

lorsque la température de chauffage augmente de 40 à 60 °C (Tableau IX-B-C). Les 

représentations de Log D en fonction des températures de chauffage décrivent des droites 

affines pour les quatre protéines. Les équations : Log D = -0,0583T + 5,2079 (R² = 0,9862) 

pour la β-glycosidase native; Log D = -0,0568T + 4,43 (R² = 0,9779) pour la BetaGluc1 et 

Log D = -0,046T + 3,832 (R² = 0,9734) pour la BetaGluc2 (figure 65) ont permis de 

déterminer les valeurs de constantes de résistance thermique Z. Ces valeurs sont 

respectivement d’environ 17 min pour la protéine native et la protéine recombinante 2 et de 

20 min pour la recombinante 1 sous ses deux formes. 

A 

B 

Tableau VIII: Coefficients de température (Q10) au cours de l’inactivation 
                                        thermique 
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                                   D, Z et Ea 

 
Valeurs 

D60 (min) 38,38 
D65 (min) 11,63 
D70 (min) 8,16 
D75 (min) 6,12 
D80(min) 3,86 

Z (°C) 17,24 
Ea (kJ/mol) (60-80°C) 88,794 

               

 

                                
                                   D, Z et Ea 

 
Valeurs 

D40 (min) 138,73 
D45 (min) 72,87 
D50 (min) 49,74 
D55 (min) 16,79 
D60(min)          11,19 

Z (°C) 17,60 
Ea (kJ/mol) (40-60°C) 112,82 

 

 

 
                                   D, Z et Ea 

 
Valeurs 

D40 (min) 66,94 
D45 (min) 59,02 
D50 (min) 28,53 
D55 (min) 11,13 
D60(min) 9,09 

Z (°C) 20,32 
Ea (kJ/mol) (40-60°C) 97,02 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 

Tableau IX: Valeurs de D, Z et Ea au cours de l’inactivation thermique 
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2-1-5-Ln k en fonction de l’inverse de la température d’inactivation 
 
Les représentations graphiques Ln k en fonction des inverses des températures (en Kelvin) ont 

donné des droites affines de pentes négatives pour les quatre enzymes (figure 66 A-B-C). Ces 

courbes sont décrites selon des équations linéaires : ln k = -10,68(1/T) + 29,75 (R2 =0,983) ; Ln k 

= -13,572(1/T) + 39,202 (R² = 0,9751) et Ln k = = -11,67(1/T) + 33,687 (R² = 0,9822) ; 

respectivement pour la BetaGluc native (A), la BetaGluc1 (B), et la BetaGluc2 (C) où T 

représente la température absolue. Ces équations linéaires montrent que les réactions catalysées 

suivent la loi d’Arrhenius. Les pentes des droites de représentation ont permis de calculer les 

énergies d’activation respectives (pente = -Ea/R).  
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2-2-Analyse des paramètres thermodynamiques  
 

Les valeurs des paramètres thermodynamiques au cours de l’inactivation thermique sont 

consignées dans les Tableau X-A-B-C. Les valeurs de l’enthalpie (∆H#), l’entropie (∆S#), et 

de l’énergie libre (∆G#) sont toutes positives et élevées aussi bien pour la protéine native que 

pour les quatre protéines recombinantes. Les moyennes de ces paramètres thermodynamiques 

aux températures comprises entre 60 et 80°C, sont respectivement de 85,942±0,083 kJ/mol, 

1,271±0,24 J mol-1 K-1 et 85,507±0,012 kJ/mol pour la protéine native (A), 110, 13±0,6 

kJ/mol, 80,33±0,05mol-1 K-1; 84,18±0,07/mol pour la BetaGluc1 89,33±0,04 kJ/mol (B), et 

de 34,45±0,34 J mol-1 K-1 ; 78,2±0,02 kJ/mol pour la BetaGluc2 (C). 
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Température 
 

(°C) 

 
Paramètres thermodynamiques  

 
∆H# ( kJ/mol) ∆S# (J mol-1 K-1 ) ∆G# ( kJ/mol) 

60 86,02  1,516 85,52 
65 85,98 1,39 85,51 
70 85,94 1,27 85,50 
75 85,90 1,15 85,50 
80 85,85 1,03 85,49 

         Moyenne 85,942±0,08 1,271±0,24 85,507±0,01 
 
 

 

Température 
 

(°C) 

 
Paramètres thermodynamiques  

 
∆H# ( kJ/mol) ∆S# (J mol-1 K-1 ) ∆G# ( kJ/mol) 

40 110,21               80,59 84,99 
45 110,17 80,45 84,59 
50 110,13 80,32 84,19 
55 110,09 80,20 83,78 
60 110,05 80,07 83,38 

         Moyenne 110,13±0,6 80,33±0,05 84,18±0,07 
 
 
 

Température 
 

(°C) 

 
Paramètres thermodynamiques  

 
∆H# ( kJ/mol) ∆S# (J mol-1 K-1 ) ∆G# ( kJ/mol) 

40 89,41               34,7 78,55 
45 89,37 34,57 78,38 
50 89,33 34,44 78,21 
55 89,29 34,32 78,03 
60 89,25 34,19 77,86 

         Moyenne 89,33±0,04 34,45±0,34 78,2±0,02 
 

 

 

 

 

A 

C 

Tableau X: Paramètres thermodynamiques 

∆H#, ∆S# et ∆G# sont respectivement l’enthalpie, l’entropie et l’énergie libre du système. 
 

B 
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Discussion 

Les représentations graphiques de Ln At/Ao en fonction du temps d’inactivation thermique 

aux différents intervalles de température comprises au-delà de la température optimale 

décrivent toutes une cinétique de premier ordre monophasique aussi bien pour la protéine 

native que pour chacune des deux enzymes recombinantes purifiées. La seule phase obtenue 

pour les représentations graphiques de chaque enzyme suggère que la β-glycosidase serait 

active sous une seule forme dans le milieu réactionnel. Ce résultat est en accord avec celui 

trouvé par Huang, Krauss, and Cottaz (2005) avec l’endo-β-glucanase du microorganisme 

Sulfolobus solfataricus cependant, il diffère de celui de Violet and Meunier (1989) avec l’α-

amylase de Bacillus licheniformis. En effet, ces auteurs ont obtenu une représentation à deux 

phases, démontrant une cinétique de premier ordre biphasique due à une enzyme se présentant 

sous deux états fonctionnels successifs lors de la dénaturation. Les constantes de vitesse (k) 

qui croissent avec l’élévation de la température montrent que l'enzyme est sensible au 

changement de température elle n’est donc pas thermostable car selon Marangoni (2002), 

une constante de vitesse plus élevée signifie que l'enzyme est moins thermostable. Cependant, 

la comparaison de ces résultats entre eux montre que la BetaGluc1 serait plus thermostable 

que la BetaGluc2 et se rapprocherait plus de la protéine native. Ce résultat est confirmé par la 

valeur de Z qui est d’environ 17 min pour la protéine native et la BetaGluc1 et de 20 min pour 

la BetaGluc2. Etant donné que Z représente une réduction décimale comme la valeur de D, 

alors les valeurs obtenues indiquent le nombre de degrés d’augmentation de la température 

requise pour une réduction décimale (réduction de 1 Log) dans la valeur de D. Ces résultats 

combinés à la diminution drastique du temps de demi-vie (t1/2) des trois protéines permettent 

de dire que cette protéine est très sensible à la chaleur du milieu réactionnel, car en général, 

les faibles valeurs de Z reflètent une grande sensibilité à la chaleur (Barrett et al. 1999). Les 

coefficients de température (Q10) obtenus dépassent la valeur de 2 au cours des différents 

traitements thermiques pour les trois protéines. Ce résultat indique que la vitesse 

d’inactivation augmente lorsque les températures s’élèvent de 10°C. Cela suggère qu’il y a un 

énorme effet thermodynamique sur la vitesse de réaction de cette enzyme. En effet, 

Frankenberger and Tabatabai (1991) ont révélé que les coefficients de température élevés 

indiquent un effet thermodynamique sur la vitesse des réactions enzymatique. Les valeurs de 

D (temps de réduction décimale) sont élevées et diminuent de façon linéaire (R2 = 0.98-0,99) 

lorsque la température d’inactivation augmente chez les trois protéines. Etant donné que le 

temps de réduction de 90 % de l’activité enzymatique (D) caractérise la thermorésistance de 

l’enzyme dans des conditions physico-chimiques, cette diminution des valeurs de D avec 
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l’augmentation de la température indique que la β glycosidase de la blatte Periplaneta 

americana subit une inactivation aux températures élevées. Tous ces paramètres liés à la 

stabilité des enzymes montrent que la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana est 

une enzyme thermolabile; et de plus cette thermosensibilité est beaucoup plus élevée 

lorsqu’elle est produite sous forme recombinante, comme l’atteste les résultats obtenus avec 

les deux protéines produites. L’énergie d’activation (Ea) représente l’énergie nécessaire pour 

initier le processus d’inactivation thermique des enzymes. C’est un paramètre important de 

l’inactivation des enzymes (Liu et al. 2008). L’énergie d'activation (Ea) aussi bien de la β-

glycosidase native que pour les protéines recombinantes avoisine les 100 kJ/mol. Cette valeur 

élevée montre qu’il faut apporter plus d’énergie à l’enzyme dans la zone des températures au-

delà de sa température optimale d’activité pour qu’elle soit sous sa forme activée. Ces 

résultats suggèrent que le processus de l’inactivation implique la rupture simultanée d’une 

multitude de liaisons et que la barrière énergétique est plus grande qu’une réaction simple. 

D’où la nécessité d’un apport élevé d’énergie au complexe enzyme substrat pour initier 

l’inactivation probablement due à une éventuelle structure compacte de l’enzyme et aux 

groupements thiols (SH) ou ponts disulfures au niveau du site actif. En effet, Adjogble et al. 

(2004) ont révélé que la structure tridimensionnelle des protéines est orientée et stabilisée par 

deux types d’interactions non covalente à savoir les interactions électrostatiques et 

hydrophobiques. Cette stabilité des protéines dépendrait du complexe des facteurs 

environnementaux du milieu réactionnel (Dewan, Chattopadhyay, and Kulkarni 1995; 

Tanaka and Hoshino 2002). De plus, cette valeur montre que la β-glycosidase de 

Periplaneta americana est sensible au changement de température comme l’ont démontré 

certains auteurs (Weemaes et al. 1998; Chutintrasri and Noomhorm 2006) avec d’autres 

sources enzymatiques. Les paramètres thermodynamiques que sont l’enthalpie, l’entropie et 

l’énergie libre de Gibbs ont été déterminées. L’enthalpie (ΔH) est liée aux interactions 

électrostatiques et aux forces de Lifshitz–van der Waals entre les charges de la protéine et 

celles de la surface. La variation de l’entropie (ΔS) est provoquée par la réorganisation de la 

protéine dans l’interaction hydrophobique et au changement de conformation (Quiquampoix 

2000). Par ailleurs, ces paramètres donnent des indications intéressantes sur le mécanisme 

chimique de la réaction de l’enzyme. Ainsi, l’estimation de ces paramètres est essentiel pour 

comprendre le mécanisme probable d’inactivation qui est très important dans les procédés 

thermiques (Galani and Owusu 1997; Sant’Anna, Cladera-Olivera, and Brandelli 2012). 

Les valeurs moyenne d’enthalpie (∆H#), de l’énergie libre (∆G#) et de l’entropie (∆S#) des 

trois protéines sont toutes positives et très élevées. Ces valeurs suggèrent qu’il faut une grande 



                                                                                                                           Résultats et discussion III 
 

quantité de chaleur à l’enzyme pour qu'elle change d'état par conséquent l’enzyme subit un 

changement considérable de conformation pour se retrouver sous sa forme activée au cours du 

traitement thermique. Ce résultat est confirmé par les valeurs positives d’entropies (∆S# 

=1,27±0,24, 80,33±0,05 ; 34,45±0,34 J mol-1K-1) traduisant un état de désordre structurale de 

l’enzyme pendant l’étape de transition suite à l’inactivation thermique, d’où l’augmentation 

de l’enthalpie (∆H#). Aussi, Selon Pelmont (1995), des variations d’entropie dans un sens ou 

dans l’autre sont souvent liées à des changements dans l’état d’hydratation de l’enzyme. 

Mazza and LeMaguer (1978) ont suggéré que l’entrée du substrat dans le site actif pourrait 

déplacer des molécules d’eau qui sont associées entre elles et se traduire par une valeur 

positive de l’entropie et dans le cas contraire à une valeur ‘négative de l’entropie. En effet, 

l’entropie est un paramètre physique lié à la concentration des réactifs, à l’encombrement 

stérique et à l’orientation des groupements fonctionnels. Elle peut être interprétée comme la 

mesure du degré de désordre d'un système au niveau microscopique. Plus l'entropie du 

système est élevée, moins ses éléments sont ordonnés, liés entre eux, capables de produire des 

effets et plus grande est la part de l'énergie inutilisée pour l'obtention d'un travail d’où la 

valeur élevée de l’énergie libre (∆G# = 85,507±0,012 ; 84,18±0,07 ; 34,45±0,34; 18,47±0,21 

kJ/mol) (Bromberg, Marx, and Frishman 2008). Tous ces paramètres suggèrent que la 

conformation moléculaire de cette enzyme n’est pas stable sa dénaturation thermique est 

irréversible (∆S# > 0) et les réactions catalysées par cette enzyme sont endothermiques (∆H# 

> 0) et non spontanées (∆G# > 0). Ces résultats ne font que confirmer l’éventuelle utilisation 

du Ca2+ lors des traitements thermiques de cette enzyme afin d’accroître sa thermostabilité. 
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CHAPITRE VI: TENEUR EN GLYCOALCALOÏDES (α-CHACONINE ET α-

SOLANINE) DE TROIS TYPES DE LA POMME DE TERRE SOLANUM 

TUBEROSUM L.) GENERALEMENT RETROUVEES SUR LES MARCHES 

D’ABIDJAN (COTE D’IVOIRE) ET TRAITEMENT CHIMIO-ENZYMATIQUE 

POUR LA PRODUCTION DE LA SOLANIDINE  
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Chapitre IV: Teneur en glycoalcaloïdes (α-chaconine et α-solanine) de trois types de la 
pomme de terre Solanum tuberosum L. généralement retrouvées sur les marchés 
d’Abidjan (Côte d’Ivoire) et traitement chimio-enzymatique pour la production de la 
solanidine 
 

1-Introduction  
 

Comme nous l’avons développé dans la revue bibliographique, la pomme de terre contient des 

composés toxiques ; principalement l’α-chaconine et l’α-solanine. Compte tenu de la toxicité 

de ces composés, des seuils de sécurité ont été établi par le comité FAO/WHO (FAO/WHO 

1999; Slanina 1990). La limite de sécurité a été fixée à 200 mg/kg de matière fraiche dose 

considérée comme non toxique pour l’homme. Cependant, la biosynthèse des GA peut être 

stimulé rapidement par des facteurs environnementaux tels que la lumière, les blessures 

mécaniques, la température de stockage et les différents traitements post-récolte faisant ainsi 

varier considérablement la teneur en GA dans les différents cultivars de pomme de terre (Dale 

et al. 1993; G. Percival 1999; G. Percival and Dixon 1996; Machado, Toledo, and Garcia 

2007; Petersson et al. 2013). Certains pays comme la Côte d'Ivoire qui ne produisent pas 

beaucoup la pomme de terre sont contraint à l'importation. Or, compte tenu des conditions 

climatiques, de mauvaises conditions de stockage ainsi que de trop longs délais entre les 

opérations de commercialisation et de consommation, bon nombre de ces pommes de terre se 

retrouvent verdies, en germination ou en décomposition avec de fortes concentrations de 

solanine ou de chaconine. Ce sont donc ces tubercules toxiques contenant de fortes 

concentrations de GA qui se retrouvent souvent à la portée des consommateurs. Notons que 

ces composés ne sont pas détruit durant la cuisson et la friture car assez thermostable (points 

de fusion de l'ordre de 190 à 285°C) (Bushway and Ponnampalam 1981; Lachman et al. 

2013; Tajner-Czopek et al. 2012; Rytel et al. 2015). Il est donc important de réaliser que de 

nombreuses intoxications aux GA de la pomme de terre sont sous-diagnostiqués dans la 

population de ces pays car ne sont pas différenciées d’une gastro-entérite passagère et restent 

de ce fait inconnues. Ainsi, il s’agira dans ce chapitre d’évaluer dans une première approche, 

la teneur en GA (α-chaconine et α-solanine) contenue dans trois types de la pomme de terre 

Solanum tuberosum L. (pomme de terre verdies, en germination ou en décomposition) 

généralement retrouvées sur les marchés d’Abidjan (Côte d’Ivoire). Puis dans une seconde 

approche, d’hydrolyser la chaîne latérale oligosaccharidique reliée à la solanidine par une 

méthode très simple combinant la méthode chimique et enzymatique afin de produire la 

solanidine qui est un précurseur important pour la synthèse des hormones telles que la 
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progestérone, la testostérone la cortisone et certains composés pharmacologiquement actif 

(Vronen, Koval, and Groot 2003; Vronen 2003).   
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2-Résultats 
 

2-1-Identification et analyse des glycoalcaloïdes (α-solanine et α-chaconine)  
       extraits à partir des trois types de pommes de terre utilisées dans cette étude 
 

Les glycoalcaloïdes (GA) α-solanine et α-chaconine ont été identifiés dans les differents 

échantillons par comparaison des temps de rétention et la masse des échantillons avec ceux 

des étalons. Les temps de rétention de la solanine, la chaconine et la solanidine sont 

respectivement de 22,5; 23,8 min et 34 min (figure 67). Avec des masses en ion electrospray 

positif (m/z) de 868, 852 et 398 respectivement (figure 68, 69 et 70). La quantification a été 

effectuée à l’aide d’une courbe d'étalonnage établie en fonction de l’aire de chaque pic. Le 

Tableau XI montre le contenu en GA (α-solanine et α-chaconine) des trois types de pommes 

de terre. Les résultats issus de l’analyse de la variance (ANOVA 1) montrent une différence 

très hautement significative entre les échantillons pour les paramètres mesurés (p<0.05). En 

effet, la plus haute teneur en solanine a été observée dans les pommes de terre verdies (1924 ± 

118a) suivis des pommes de terre décomposées (1361 ± 131b). Quand à la teneur en chaconine 

l’analyse du tableau indique que la plus forte teneur a été observée chez les pommes de terre 

décomposées (3575 ± 100a). Par ailleurs, la teneur en GA totale est plus élevée au niveau des 

pommes de terre verdies.  

 

         

 

A 
B 

C 

Figure 67: Chromatogramme HPLC des différents standards (A): α-solanine temps de 
rétention 22,5 min (B): α-chaconine temps de rétention 23,8 min (C) solanidine temps de 
rétention 34 min.   
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α-solanine   

Figure 68: Chromatogramme HPLC et spectre de masse en ion electrospray 
positive des principaux GA de la pomme de terre en décomposition (A) Pic de l’α-
solanine (B) Pic de l’α-chaconine  

α-solanine   
m/z 868.2   
Rt 22.32min 

A 

 

α-Chaconine   
m/z 852.3   
Rt 23.02 min 

α-Chaconine    

B 
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α-solanine   
m/z 868.7   
Rt 22.32min 

α-solanine    

A 

α-chaconine    

Figure 69: Chromatogramme HPLC et spectre de masse en ion electrospray 
positive des principaux GA de la pomme de terre verdie (A) Pic de l’α-solanine (B) 
Pic de l’α-chaconine 

α-Chaconine   
m/z 852.6   
Rt 23.02 min 

B 
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α-solanine    
α-solanine   
m/z 868.1   
Rt 22.32min 

α-chaconine    
α-chaconine    

α-Chaconine   
m/z 852.2   
Rt 23.02 min 

Figure 70: Chromatogramme HPLC et spectre de masse en ion electrospray 
positive des principaux GA de la pomme de terre en germination (A) Pic de l’α-
solanine (B) Pic de l’α-chaconine 

A 

B 
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 Pommes de terre 
décomposées 

Pommes de terre 
verdies 

Pommes de terre 
germées 

 
α-solanine  
 

 
1361 ± 131b 

 
1924 ± 118a 

 
1158  ± 54c 

 
 
α-chaconine  

 
3575 ± 100a 

 
 3139 ± 190b 

 
1420 ± 154c 

 
 

Ratio (chaconine/solanine)  73:26 61:39 57:43 
 

 
Total GA  4788 ± 232b 5063 ± 230a 2578 ± 333c 
 
* Les moyennes suivies d’une même lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% (p<0.05) 
(test Lambda de wilk) 
 

2-2-Identification et analyse des composés formés lors de l'hydrolyse acide         
      partielle de l'α-solanine et de l’α-chaconine 
 

Au cours d’une hydrolyse partielle, les deux triglycosides peuvent former chacun, deux 

diglycosides β1; β2-chaconine et solanine, un monoglycoside ϒ-chaconine et solanine et enfin 

l’aglycone commun la solanidine (figure 71).  

 

 

Tableau XI: Contenu en GA (α-solanine et α-chaconine) des trois types de pommes de terre 
(en mg/kg de matière sèche) 
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L’hydrolyse partielle a été effectuée dans 1% de d’ HCl à 70 ° C pendant 45 min 

L’hydrolyse partielle a été effectuée avec 1% d’acide chlorhydrique (Hcl) à 70° C pendant 45 

min. Tous les composés intermédiaires ont été observés sauf la β1-solanine. Les principaux 

fragments (m/z) des composés obtenus sont présentés ci-après (figure 72, 73). 

 

 

 

Cas[20562-03-
02] m/z 852.7          
Rt 23.8 min 

Cas[20562-02-
01] m/z 868.7          
Rt 22.34 min 

 m/z 706.7 Rt 
24.31 min 

 Pas observée   

 m/z 706.7 
Rt 24.31 min 

 m/z 722.7             
Rt 21.30 min                      
la seule forme de la 
β-solanine observée 

 m/z 560.3 
Rt 23.38 

 m/z 560.7 
Rt 22.34 min 

 m/z 398.4 
Rt 34.64 min 

Figure 71: Produits intermédiaires obtenus lors de l'hydrolyse des chaînes latérales des α-
trisaccharides chaconine et solanine jusqu’à l’aglycone la solanidine 
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722.7 [M+H]+ 

560.2 (M+H)+ 

560.7 [M+H]+ 868.4 [M+H]+ 

398.4 [M+H]+ 

Pic 1 :         
β2-Solanine 
m/z 722.7                 

Pic 2 :                                     
ϒ-Solanine m/z 560.7                     
α-Solanine m/z 868.4 

Pic 3 :         
Solanidine 
m/z 398.4 

β2-Solanine 

ϒ-Solanine 

α-Solanine 

Solanidine 

A 

Pic 1 Pic 2 Pic 3 
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3-Hydrolyse enzymatique des hydrolysats de l’α-chaconine et de l’α-solanine par la β-

glycosidase acidophile de la blatte Periplaneta americana 

Pic 1:           
ϒ-Chaconine 

Pic 2 : m/z 706.7                                  
β1 –Chaconine  ou      
β2 –Chaconine      

Pic 3 :         
Solanidine 
m/z 398.4 

β1 –Chaconine  ou      
β2 –Chaconine      

ϒ-Chaconine  Solanidine 

560.3 [M+H]+ 706.7 [M+H]+ 398.4 [M+H]+ 

Figure 72: Chromatogramme HPLC et spectre de masse en ion electrospray positive des 
principaux composés formés lors de l'hydrolyse acide partielle des GA (A) Principaux 
composés formés lors de l'hydrolyse partielle de l’α-solanine (B) Principaux composés formés 
lors de l'hydrolyse partielle de l’α-chaconine. L'hydrolyse partielle de l’α-chaconine a donné 
quatre produits d’hydrolyse (la ϒ-chaconine pic 1; β1- β2-chaconine pic 2 et la solanidine pic 3); 
Cependant, l’hydrolyse partielle de la solanine n’a donné que trois produits d’hydrolyse (la β2-
solanine pic 1, la ϒ-solanine pic 2 et la solanidine pic 3). 

Pic 1 Pic 2 Pic 3 

B 
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L'hydrolyse enzymatique a été réalisée à 37°C pendant 2 h. Les hydrolysats de l’α-chaconine 

et de l’α-solanine ont été utilisés comme substrat pour l'enzyme. Les résultats sont présentés 

ci-dessous (figures 73, 74). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 73: Chromatogramme HPLC de l’hydrolyse enzymatique des hydrolysats 
de l’α-chaconine et de l’α-solanine par la β-glycosidase acidophile de la blatte 
Periplaneta americana (A) Hydrolyse de l’α-solanine (B) Hydrolyse de l’α-chaconine. 
Le pic de la solanidine a augmenté dans l'hydrolysat de l’α-chaconine au bout de 2 h. 
Cependant, dans le même temps, aucune augmentation du pic de la solanidine n’a été 
observée dans l'hydrolysat de la solanine. 

A 

B 

Temoin sans enzyme 

Easai enzymatique au bout de 
2h d’incubation 
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2-3-Hydrolyse totale de la ϒ-chaconine par la β-glycosidase acidophile de la blatte      
      Periplaneta americana 

 

Au vu des résultats obtenus lors de la cinétique d’hydrolyse, les analyses ont été reprises afin 

d’obtenir l’hydrolyse complète de la ϒ-chaconine. Pour ce faire, une hydrolyse acide partielle 

a été effectuée comme dans le premier cas, puis l’hydrolyse enzymatique a été effectuée par la 

suite pendant 6 h de temps en rajoutant 50 µl d’enzyme chaque 3 h afin de prévenir 

l’inactivation de l’enzyme. Les résultats sont présentés ci-dessous (figure 75 à 77).  

 

 

Figure 74: Chromatogramme HPLC de la cinétique d'hydrolyse enzymatique de 
hydrolysat de l’α-chaconine par la β-glycosidase. Au cours de la cinétique d’hydrolyse, 
le pic correspondant à la solanidine augmente progressivement jusqu’à atteindre un 
maximum au bout de 2 h. La concentration de solanidine est passée de 173,3 à 278,75 
µg/ml. La cinétique a été prolongée jusqu’à 4 h mais aucune augmentation du pic de la 
solanidine n’a été observée certainement due à l’inactivation de l’enzyme vu la présence de 
solvants dans le milieu réactionnel. 

Après 1 H 

Essais enzymatique après 30 min 
d’incubation 

Après 2 H 

Temoin sans enzyme après 2h 
d’incubation 
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ϒ-Chaconine  β1 –Chaconine  ou      
β2 –Chaconine      

Solanidine 

Pic 2 : m/z  560.0      ϒ-
Chaconine m/z 560.3                 

Pic 1 : m/z 706.6                                  
β1 –Chaconine  ou      
β2 –Chaconine      

Pic 3 : m/z 398.4       
Solanidine  

Figure 75: Chromatogramme HPLC des principaux composés formés lors de l'hydrolyse 
acide partielle de l'α-chaconine. L'hydrolyse acide partielle a donné cette fois cinq produits 
(β1-β2-chaconine pic 1; ϒ-chaconine pic 2; la solanidine pic 3 et un pic inconnu entre la ϒ-
chaconine et la solanidine.  
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Figure 76: Chromatogramme HPLC de la solanidine (temps de retention 37,5 min). 

Figure 77: Hydrolyse totale de la ϒ-chaconine par la β-glycosidase acidophile de la 
blatte Periplaneta americana. Les pics correspondant respectivement à la ϒ-chaconine 
et au composé inconnu ont complètement disparu après 6 h d'incubation, tandis que le 
pic correspondant à la solanidine a considérablement augmenté dans l'essai enzymatique. 
La concentration de solanidine est passée de 116,12 µg/ml dans le témoin à 269,47 µg/ml 
dans l’essai  

Essais enzymatique après 6h 
d’incubation 

ϒ-Chaconine 
m/z 560.3                 

Solanidine m/z 398                 

Temoin sans enzyme après 6 h 
d’incubation 
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Discussion 

L’objectif de ce chapitre était dans un premier temps d’évaluer le contenu en GA des 

différents types de pomme de terre généralement retrouvées sur les marchés d’Abidjan. 

L’analyse effectuée montre que le contenu en GA des différents échantillons dépasse 

largement la limite recommandée par le comité FAO/WHO (1999) qui est de 200 mg/kg de 

matière fraiche ou 1000 mg/kg de matière sèche. La pomme de verdie contient le taux 

maximal (5321± 487 mg/kg de matière sèche), suivie par la pomme de terre en décomposition 

(4872 ± 316 mg/kg de matière sèche) et la pomme de terre en germination qui contient la 

teneur minimale (2581 ± 333 mg/kg de matière sèche). Ces résultats indiquent que le 

traitement post-récolte et le trop long délai entre les opérations de commercialisation et de 

consommation affectent les teneurs en GA des pommes terre dans ces pays tropicaux. En 

effet, dans ces pays, l’entreposage en atmosphère contrôlée de la plupart des produits frais 

n'est pas possible, en raison de son coût, du manque d'infrastructures et de personnel qualifié. 

Les produits se retrouvent dans la plupart du temps sur des étalages en plein air souvent à des 

températures extrêmement élevées. Par ailleurs, de nombreuses études menées ont montré que 

la biosynthèse des GA peut être rapidement stimulé par des facteurs environnementaux tels 

que la lumière, les blessures mécaniques, la température de stockage (Dale et al. 1993; G. 

Percival 1999; G. Percival and Dixon 1996; Machado, Toledo, and Garcia 2007; 

Petersson et al. 2013), faisant ainsi varier considérablement la teneur en GA dans les 

différents cultivars de pomme de terre. Des études menées par Coria et al. (1998) ont montré 

que la concentration des GA totaux augmentait de 74% après un stockage pendant quatre 

heures à 35°C par rapport à un stockage à 22°C dans le même temps. En outre, il est 

généralement connu de tous que la pomme de terre verdie est impropre à la consommation en 

raison d’un taux élevé de GA. Malheureusement ce sont ces pommes de terre "bon marché" 

qui se retrouvent souvent à la portée des consommateurs de ces pays, où la majorité de la 

population vit en dessous du seuil de pauvreté. Aussi, les analyses effectuées au cours de ces 

travaux montrent que l’α-chaconine représente plus de 60% des GA totaux dans les trois types 

de pommes de terre. Des résultats similaires ont été obtenus par Eltayeb, Al-sinanp, and 

Khan (2003) et Sotelo and Serrano (2000). Eltayeb, Al-sinanp, and Khan (2003) ont 

analysés 18 variétés de pommes de terre cultivées en Oman et ont obtenu des ratios élevés 

d’α-chaconine par rapport à l'α-solanine (60:40 à 79:21 α-chaconine: α-solanine). D'autre part, 

Sotelo and Serrano (2000) ont analysé 12 variétés différentes de pommes de terre au 

Mexique et ont également obtenu de grandes quantités d’α-chaconine (41-220 mg/100 g de 
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matière fraiche) par rapport à l'α-solanine (6,70 à 161,69 mg/100 g, de matière fraiche) avec 

un ratio moyen de α-chaconine: α-solanine (60:40). Aussi, Mäder, Rawel, and Kroh (2009) 

ont rapporté une teneur plus élevée d’α-chaconine (669 mg/100 g de matière sèche) par 

rapport à l’α-solanine (224 mg/100 g, matière sèche) dans la pelure de pomme de terre. Le 

pourcentage élevé de l’α-chaconine peut être due à son activité anti-pathogène plus élevé 

(Friedman and McDonald 1997). Par contre, ce composé présente généralement une forte 

activité de lyse membranaire contrairement à la solanine souvent totalement dépourvu d’une 

telle activité. Ce qui rend la chaconine plus toxique que la solanine (Roddick, Weissenberg, 

and Leonard 2001; Keukens et al. 1992; Keukens et al. 1995). Au vue de ces analyses, ces 

trois types de pomme de terre représentent donc un réel danger pour le consommateur. 

Rappelons que chez l’homme, l’ingestion de ces composés à des doses supérieures à 2 mg/kg 

de poids corporel peut conduire à une intoxication sévère pouvant entrainer à la mort. De 

nombreux cas d’intoxication pourraient de ce fait survenir au sein de ces populations à la suite 

de la consommation de ces pommes de terre contenant de fortes concentrations de GA mais 

seraient sous-diagnostiqués parce que les symptômes sont similaires à ceux d'autres affections 

gastro-intestinales. En outre, l'activité biologique des GA est liée à la fraction glucidique 

constituant le trisaccharide. Cette liaison n’étant pas détruite au cours des différents 

traitements thermiques liés aux pratiques culinaires, les GA pourraient s’accumuler dans 

l’organisme qui n’arriverait pas non plus à les éliminer comme l’on démontré Mensinga et al. 

(2005). Les pommes de terre qui contiennent des quantités assez importantes de GA et de ce 

fait impropre à la consommation pourraient être utilisées pour la synthèse de la solanidine qui 

est un précurseur très important pour la synthèse d'hormones et de certains composés 

pharmacologiquement actifs. La deuxième approche de ces travaux a donc consisté à 

hydrolyser ces composés pour libérer la solanidine. Lors d’une hydrolyse acide ou 

enzymatique des GA, la chaîne latérale glucidique est partiellement ou totalement éliminée. 

Les résidus d'hydrate de carbone diffèrent significativement dans leur sensibilité à l'hydrolyse 

acide. Ainsi dans cette étude, l'hydrolyse acide partielle de l’α-chaconine a donné quatre 

produits d'hydrolyse; la β1-chaconine, β2-chaconine, la γ-chaconine et la solanidine. La β1 et 

β2-chaconine ayant la même masse moléculaire, ces composés ne peuvent donc pas être 

dissociés en masse et sont de ce fait juste parfois mentionnés β-chaconine. En revanche, 

l'hydrolyse acide partielle de l’α-solanine n’a permis d’observer que trois produits 

d’hydrolyse sur les quatre; la β2-solanine, la γ-solanine et la solanidine. De faibles quantités 

d'autres produits d'hydrolyse inconnus ont été observées mais, la β1-solanine n'a pas été 

détectée. En effet, les résultats publiés par Friedman and McDonald (1995) donnent une 
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explication à cette anomalie. Selon ces auteurs, la liaison entre le rhamnose et le galactose du 

solatriose est très faible et peut être facilement rompue contrairement à la liaison entre le 

glucose et le galactose. L'existence de la β1-solanine (2-rhamnosidogalactoside) est donc 

improbable contrairement à la β2-solanine (3-glucogalactoside). L'hydrolyse acide partielle 

réalisée dans cette étude a été effectuée avec 1% d’acide chlorhydrique à 70°C pendant 45 

min. Dans ces conditions, nous avons observé des pics chromatographiques de la solanidine 

semblables à ceux généralement observés dans la littérature. En vue d'améliorer l'hydrolyse de 

ces composés et obtenir une meilleure concentration de solanidine, le plus souvent dans la 

littérature, les conditions sont optimisées en augmentant le temps et la concentration de 

réactifs (10% d’acide chlorhydrique pendant 2 h à 75°C) (Attoumbré, Giordanengo, and 

Baltora-Rosset 2013; Nikolic and Stankovic 2003). Généralement, dans ces conditions 

extrêmes la réaction est favorisée du côté de la déshydratation de la solanidine en un composé 

secondaire indésirable la solanthrene ce qui n’est probablement pas l’objectif visé tel que 

démontré par Attoumbré, Giordanengo, and Baltora-Rosset (2013). Dans la présente étude, 

afin d'améliorer la production de la solanidine dans de meilleures conditions, l'hydrolyse acide 

partielle des GA a été suivie par une hydrolyse enzymatique. Les produits d'hydrolyse acide 

partielle de la solanine et la chaconine ont été utilisés comme substrat pour la β-glycosidase 

purifiée de la blatte Periplaneta americana. La réaction enzymatique a été réalisée à 37°C 

pendant 2 h. L’analyse des composés formés lors de cette hydrolyse montre que le pic 

correspondant à la solanidine a significativement augmenté dans l'hydrolysat de la chaconine. 

Cependant dans le même temps, aucune augmentation du pic de la solanidine n’a été observée 

dans l'hydrolysat de la solanine. Ces résultats montrent que la β-glycosidase purifiée est 

capable d’hydrolyser la liaison β-1,3 entre le glucose et la solanidine de la ϒ-chaconine mais 

ne présente aucune activité sur la liaison β-1,3 entre le galactose et la solanidine de la ϒ-

solanine. Pour confirmer les résultats de cette expérience, une cinétique d’hydrolyse a été 

suivie de 30 min à 120 min. Au cours de la cinétique, le pic correspondant à la solanidine 

augmente progressivement jusqu’à atteindre son maximum au bout de 2 h de temps. La 

réaction a été poursuivie pendant 4 h, mais aucune augmentation du pic n’a été observée. Ce 

résultat pourrait être dû à l'inactivation de l'enzyme vu la présence de solvants et l’acidité du 

milieu dont le pH est autour de 2. En effet, cette enzyme acidophile qui conserve plus de 80% 

de son activité à pH 2,6 n’est cependant pas très stable à ce pH. Afin d'obtenir donc une 

hydrolyse totale de la ϒ-chaconine, l'expérience a été reprise comme dans le premier cas, en 

augmentant la quantité d'enzyme et le temps d'hydrolyse. L'hydrolyse acide partielle de l’α-
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chaconine réalisée cette fois a donné cinq produits d’hydrolyse; la β1-β2-chaconine; la ϒ-

chaconine; la solanidine et un pic inconnu entre la ϒ-chaconine et la solanidine. Cette 

hydrolyse acide partielle a été suivie par l’hydrolyse enzymatique. En tenant compte des 

résultats de la cinétique d’hydrolyse, l'hydrolyse enzymatique a été effectuée cette fois 

pendant 6 h en rajoutant 50 µl d'enzyme chaque 3 h de temps, afin de prévenir l'inactivation 

de l'enzyme. Au bout des 6 h de réaction, le pic de la ϒ-chaconine et le pic inconnu ont 

complètement disparu dans l’essai enzymatique, dans le même temps le pic correspondant à la 

solanidine a considérablement augmenté. Ces résultats confirment que la β-glycosidase 

acidophile Periplaneta americana est capable d’hydrolyser la liaison β-1,3 entre le glucose et 

la solanidine de la ϒ-chaconine.  

Conclusion partielle 

Dans la présente étude, la concentration en GA de trois types de pommes de terre 

généralement retrouvées sur les marchés d’Abidjan (Côte-d'Ivoire) a été analysée. Le contenu 

en GA des différents échantillons dépasse largement la limite recommandée par le comité 

FAO/WHO (1999). Les conditions climatiques de ce pays, les trop longs délais entre les 

opérations de commercialisation et de consommation et les différents traitements post-récolte 

seraient à l’origine de ces concentrations élevées comme l’ont montré ces résultats. En outre, 

nous avons montré que la β-glycosidase l'acidophile de la blatte Periplaneta américana est 

capable d’hydrolyser la liaison β-1,3 entre le glucose et la solanidine de la ϒ-chaconine par 

une méthode très simple afin de détoxifier ces composés et produire la solanidine, un 

précurseur important pour la synthèse d'hormones et certains composés pharmacologiquement 

actifs. 
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Les objectifs de cette thèse étaient dans un premier temps d’évaluer la teneur en GA dans les 

pommes de terre décomposées puis de développer des voies biotechnologiques pour la 

valorisation de ces molécules. Ainsi, dans la présente étude, les principaux GA de trois types 

de pommes de terre généralement retrouvées sur les marchés d’Abidjan (Côte d’Ivoire) ont 

été extraits, identifiés puis quantifiés. Il ressort de ces analyses, que le contenu en GA des 

différents échantillons dépasse 2 à 5 fois la limite recommandée. Ces fortes teneurs en GA 

seraient dues non seulement aux conditions climatiques de ce pays mais aussi aux différents 

traitements post-récolte et les trop longs délais entre les opérations de commercialisation et de 

consommation. Ces pommes de terres contenant de fortes concentrations de GA devant de ce 

faite être proscrit de l’alimentation humaine et animale entraine inévitablement une 

augmentation de la quantité de coproduits. La gestion de ces déchets représentant un enjeu à 

la fois environnemental et économique, développer des procédés de recyclage pour accroître 

la valeur ajoutée de ces produits s’avérait être un défi majeur. Pour y parvenir, nous avons 

d’abord identifié puis isolé une β-glycosidase à partir d’un broyat de la blatte entière. La 

caractérisation biochimique de cette enzyme a montré que cette protéine possède des 

propriétés biochimiques intéressantes ; un pH optimum de 3,6 avec plus de 80% de son 

activité à pH 2,6 et une large spécificité de substrat. Cette enzyme de par ses caractéristiques 

s’avérait être un outil important dans le cadre de ce projet. Ainsi, nous avons effectué une 

analyse plus poussée pour sa caractérisation complète. Nous avons pu isoler le gène codant 

pour la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana à partir d’une librairie génomique 

d’ADNc. Après plusieurs tentatives infructueuses en vue de la production de cette protéine 

dans la bactérie E.coli et dans la levure Yarrowia L., la production a pu être réalisée avec 

succès dans les cellules d’insectes Sf9. Au terme de la caractérisation de la protéine native en 

parallèle avec la protéine recombinante, il ressort que, des modifications post-traductionnelles 

souvent induite par l’hôte, les méthodes de purification, l’effet du TAG ont conduit à une 

protéine recombinante différente de la protéine native. Cependant, la caractérisation poussée 

de cette enzyme (β-D-glucopyranoside glucohydrolases, E.C. 3.2.1.21) a confirmée que cette 

protéine appartient bien à la famille 1 des glycosides hydrolases (GH1). Elle est monomérique 

avec un poids moléculaire de 55 kDa. L’étude de l’hydrolyse de différents glycosides a 

montré que cette enzyme est spécifique de l’anomerie beta (β). Cependant, elle ne reconnait 

pas de façon spécifique un seul résidu glycosyle. Elle hydrolyse à la fois des glycosyl β-
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glycosides et des aryl β-glycosides. Il s’agit donc d’une exo-β-D-glycosidase. Son activité 

hydrolytique est favorisée en présence des ions K+, Na+, Ca2+, Cu2+ et l’EDTA. L’étude des 

paramètres cinétiques a montré que la dénaturation thermique de cette enzyme suit une 

cinétique premier ordre monophasique. Les paramètres thermodynamiques suggèrent que la 

conformation tridimensionnelle de cette enzyme n’est pas stable, sa dénaturation thermique 

est irréversible (∆S# > 0) et les réactions catalysées par cette enzyme sont endothermiques 

(∆H# > 0) et non spontanées (∆G# > 0). Par la suite, nous avons développé dans ces travaux 

une méthode chimio-enzymatique, comprenant un traitement acide partiel suivie d’une 

hydrolyse enzymatique par la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana, afin de 

détoxifier les toxines glycosides de la pomme de terre et produire des molécules réutilisables 

(la solanidine) par l’homme. Cette approche nous a permis de produire la solanidine à partir 

de la ϒ-chaconine tout en évitant la formation de la solanthrène. Cependant aucune activité 

n’a été observée sur la ϒ-solanine. 

Les résultats obtenus au cours de ce travail permettent d’envisager plusieurs perspectives de 

recherche :  

Concernant la β-glycosidase de la blatte Periplaneta americana 

-Une étude immuno-histochimique permettra de situer la localisation subcellulaire de cette 

enzyme au niveau du tube digestif de la blatte Periplaneta americana afin de mieux cerner 

son mécanisme d’action 

- Les légères différences observées dans les propriétés biochimiques et dans l’hydrolyse des 

GA de la pomme de terre de la protéine recombinante par rapport à la protéine native 

probablement dues aux modifications post-traductionnelles par l’hôte, pourrait être résolues 

en optimisant les conditions de production et en envisageant la surexpression dans d’autres 

hôtes tel que Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae etc.  

-L’enzyme possède un bon potentiel dans l’hydrolyse des glycosides naturels voir en 

industrie. Aussi, pour améliorer et faciliter son utilisation dans ces réactions une 

immobilisation de cette enzyme serait souhaitable  

-Une ingénierie pour élargir la spécificité de substrat de l’enzyme pourrait être réalisée en vue 

d’obtenir l’hydrolyse des dérivés de la solanine 

Concernant le procédé chimio-enzymatique développé dans ces travaux,  
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-Une optimisation du couplage hydrolyse acide partielle/hydrolyse enzymatique pourrait être 

envisagée   

-Le criblage d’autres GH1 ou β-galactosidases pourrait être effectué afin de concevoir des 

cocktails enzymatiques plus efficaces pouvant conduire à l’hydrolyse de la solanine et 

d’autres GA. 

-Une étude plus poussée en optimisant les conditions d’utilisation de la β-glycosidase pour 

l’hydrolyse des GA pourrait-être envisagée en vue de l’extension de cette hydrolyse aux GA 

provenant d’autres espèces alimentaires de la famille des Solanaceae telle que l'aubergine, la 

tomate, les poivrons et les piments etc. 
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Scan PEPTIDE ALC (%) SCAN PEPTIDE ALC(%)  SCAN PEPTIDE ALC(%) 

1973 LPTFTQEELEYLR 75 1792 FSLSMGVR 69 1153 GFDSHGELNDSGR 65 

1144 LLPNGHGR 75 1273 VRPSSNSCK 69 1708 VMLLMGVCK 65 

2490 VDYLTSYLTGVNCK 75 1966 LPTFTKMCHEYLR 69 1576 NVTGLYDDEFR 65 

1120 LTEMLK 75 2159 VDYLTSYLTEMLK 69 1195 FECYGCVDR 65 

1727 FSFSSSDR 75 2107 CQVTQQLYVPGK 69 1833 FGYYYVDNCCRLTHK 65 

1208 LLPNHDR 75 1526 LEELYLQR 69 2279 LDYLTSYLGTLSMR 65 

1938 LLMSTVGYR 75 1640 FSFSNSDK 69 1302 KGGHTLLK 65 

1006 RRGPGQTCR 74 1231 FTMCGLGK 68 1469 EWQDVYR 65 

1141 TLVETGPK 74 1602 MSFSSVMK 68 1790 FGSSYYVDFDDRFFGK 64 

1328 EMQSDFYR 74 1295 LHTLLK 68 1638 HSVVRQK 64 

1552 HPHLYDDEFR 73 2021 YVVPWTMK 68 1056 CTPPHYK 64 

1827 LGSPFDDSGNPMSPYK 73 1283 LTGTTGGK 68 1821 LGSPFDDSGNPVLCYK 64 

2483 CLSPVVVGFSPR 73 2823 DSGLDSFLDVR 68 1681 VMLSMVGTR 64 

1188 VKVGGEK 73 2196 LDYLTSYLTEMTR 68 1224 YQEDLLFQK 64 

1272 GLNDQLTYCVK 73 1164 LLPYLHHK 68 1546 SFHLYDDEFR 64 

2494 VDYLTSYLTEMLK 73 1082 GTNLDPK 68 1228 VHVSSPRETKK 64 

2492 EGLYVVQYVPR 73 1073 SRPYK 68 1560 YHLTNDDSHR 64 

1284 LKVHVMK 73 1662 MYLVVHR 67 1240 LQMQTK 64 

2154 VDYLTSYLTEMLK 73 1699 FLTSLGDEDSVVK 67 1289 LRCLHLK 64 

2164 PMMLTSYLTGTKCK 73 2387 TLYLTCFLTELMKK 67 2382 PQCQGTLPELMR 64 

1048 QQFTTSR 72 1834 VLFTNMGPR 67 1772 FGFYYVDMDDRMFGK 64 

1236 CMGVDVYR 72 1268 CPGTLFLK 67 1465 YSLLVDCYCK 64 

2063 YKDDLQLLKEWGWVYR 72 1811 PLFGDEGDCLTLVK 67 1696 VFTNGYEDDPPNPSLGSGVCR 64 

1042 PCGFFQR 72 1963 MGEMNVDGGVYLVR 67 1535 MRVTCLK 64 

1097 DSDGVDVYR 72 2214 LYVVPSGVMR 67 2388 QTYSELLDVR 64 

1520 MSFCVTTK 72 1112 YVDPHR 67 2482 KGNYVVDETGLK 64 

2186 MPYLTSYLTGTKCK 72 1642 SFHLYDGPGSCK 67 2064 MGMYYVDFDDEPR 64 

1993 GFTFTQEELEYLR 72 1784 FSFSNYR 67 1321 KLVHMVK 64 

2174 LVFSSVSCNK 71 1518 ENDLLLFVVK 67 1114 ETGVKCSSK 64 

1556 MVLNTEFR 71 1550 QTFTPPTPGR 67 1267 PPSFYK 64 

1999 FGTFTQEELEYLR 71 1045 LGKNSPCEGYTR 66 1036 EVGVTK 64 

Peptides issus du séquençage de "novo" de la β-glycosidase avec un score de confiance autour de 60 
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1200 PMGVDVYR 71 1109 SDDGVDVYR 66 1012 QQFTSDK 63 

1863 VLFTDFGDKLR 71 1211 TLESGPNSGVMK 66 1793 FSFSMTGK 63 

1404 VYEELLR 71 1076 QLVNGSTPSK 66 2561 STGLGRVLHQCR 63 

1271 TWGGEPCFK 70 1434 SFSVSDK 66 1235 PTDSLVTR 63 

1422 YKEDLQLMK 70 2287 MPYLTSYLTQCGKK 66 1285 LSLSSDSK 63 

1819 QCDVYSVVDVR 70 1470 VVTVLSPR 66 1453 EGSLKKCTR 63 

2057 YQDDLKLLKEWQDVYR 70 1406 SFSVSDK 66 1237 QNDQLSSK 63 

1582 HPHLYDDEFR 70 2507 TDGLYVVEDTGLK 66 1345 ESSGVDEFR 63 

1243 TVLSPR 70 1140 QTLVHGPDPR 66 2075 MGMYYVDYDVPER 63 

1988 GFTFTQEELEYLR 70 1102 VDVYR 66 1825 FGYYYVDFDDEVHNR 63 

1512 VYPCLLTK 69 1060 DLGVTK 65 1720 VLYTCVNSK 63 

1747 LFTNDGFR 69 1260 YQEDLQLSSK 65 1261 YKEDGYGPKK 63 

1244 LSPGVDVYR 69 1631 VMSYEFFNK 65 2051 TMCSLTSYLTLVLK 63 

1514 VVPSLCPR 69 1982 LPTFTQNCPGHNLR 65 1949 MGYLGSLMGEYRNSGHYK 63 

 

 

 

 


