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RESUME

Au sud algérien de nhombreux cultivars de sorghteetmnil perlé ont été échantillonnés, I'analyse du
taux de protéines et de la teneur en acides amessEntiels, a révélé des pourcentages appréciables
allant respectivement de 10 & 17% et de 40 a 44ur¢pntage en matiere seches).

Plusieurs protéines ont été extraites et purifigmsr la premiére fois a partir des albumines et des
prolamines de sorgho et de mil perlé. Ce sontpdatgines de type XIP (xylanase inhibiteur protgine
et o-kafirine. Les autres protéines ont été caractésisgn détail par HPLC et électrophorése. Les
protéines de sorgho et de mil perlé trouvent lepplieation dans la production d'excipient en
pharmacie, d'emballage biodégradable et dans @&atons alimentaires.

La mesure de la digestibiliié vitro des protéines de sorgho et de mil perlé en utiliEapepsine a
permis la sélection des génotypes les mieux apigopour une utilisation alimentaire. Plusieurs
autres enzymes ont été testées: l'espérase atdsdcont conduit a la production d'un hydrolysat a
degré d'hydrolyse élevé, par contre la papaineypsine ainsi que la flavourzyme ont toutes géséré
un hydrolysat & faible degré d'hydrolyse. L'hydsaly enzymatique a été caractérisé par HPLC
d'exclusion stérigue, ainsi que par électrophorése.

Mots clés : Protéine, Sorgho, Mil perlé, BioactivitéRrotéine inhibitrices des endoxylanases,
Digestibilité in vitro, Hydrolyse enzymatique

ABSTRACT

In the Algerian Sahara several cultivars of sorgland pearl millet were sampled. Protein contents
ranged from 10 to 17% (percentage dry matter), Wigh levels of essential amino acids representing
more than 40% for all cultivars. Several proteirsravextracted and purified for the first time from
sorghum and pearl millet albumins and prolaminkeyTare the XIP type proteins (xylanase inhibiting
protein) and-kafirin. The other proteins were characterizediétail by HPLC and electrophoresis.
These proteins are used in the production of cgatin pharmacy, of biodegradable packing and in
many other food and non-food applications.

The measure of the proteim vitro digestibility in sorghum and pearl millet usingpgen allowed the
selection of the best genotypes for a food use.

Several other enzymes were tested: esperase aldsalded to the production of a hydrolysate with
high degree of hydrolysis, while papain, trypsinvad! as flavourzyme generated all a hydrolysate
with small degree of hydrolysis. The enzymatic loygsates were characterized by size exclusion
HPLC and electrophoresis.

Keywords: Protein, Sorghum, Pearl millet, BioactivitiEndoxylanase inhibitor proteins, In vitro
digestibility, Hydrolysis enzymatic



DEDICACES

X la mémoire de mon Pére,

& ma Mere,

& Souad et mes freves, beau fréve et belles soeurs,
& mes nices et mes neveux,

. r
A tous ceux gui mont soutenu.

HIND



REMERCIEMENTS

Mes plus vifs remerciements sont adressés aux Professeurs Naima

BELHANECHE-BENSEMRA et Boubekeur NADJEMI qgui m'ont

témoigné de leur confiance en m'accueillant dans leurs laboratoires
respectifs et au sein de leurs équipes. Au cours de ces années de theése, leurs
clisponil)ilités sans {aille, leurs suivis, leurs soucis de la valorisation des
travaux accomplis, leurs calmes inébranlables devant les difficultés, ont
beaucoup contribué a l'aboutissement de ce travail de these. Quiils

trouvent ici toute ma reconnaissance.

Les Professeurs Jan Delcour, Christophe Courtin et le Dr Kurt Gebruers

ont 8uic1é mes travaux en Belgique au laboratoire " Food Chemistrg and
Biochemistry” a l'université catholique de Leuven en BELGIQUE. Je
resterai toujours impressionnée par leur rigueur et leur sens de la critique.

Je tiens a leur exprimer ma profonde gratitude.

J’adresse de vifs remerciements aux Professeurs Abdelkrim Kameli,

Mohamed Yousfi, Amar Selatenia et Hakim Lounici qui ont accepté de
7 e ’ ' ’

consacrer un peu de leur temps, en cette période chargée de l'année pour

examiner cette thése, et qui ont tous manifesté leur intérét pour mon

travail.



J e suis trés honoré que le Professeur Nabil Mameri ait accepté de présider

le jury de ma thése de doctorat. Je tiens a lui exprimer ma profonde

Yeconnaissance.

Mes premiers pas dans la recherche ont été initiés par le Professeur

Belhocine Djamila, je dédis ce travail a sa mémoire, en coencadrant avecle
Professeur Nabil Mameri mes travaux de magister, et par le Dr Haddoud

Farah en encadrant mes travaux d'ingéniorat.

Je ne saurais oublier la contribution de plusieurs enseignants du

département génie de l'environnement de 1'école nationale polytechnique
et tant d'autres enseignants que cette humble page de remerciments ne

saurait contenir.

Penclant ces années de thése, Jai eu a cotoyer plusieurs chercheurs

Algériens et de plusieurs nationalités: Nadia, Amina, Annissa, Farida,

Na{ila, Taoues, Amel, Hacljira, Hham, Leila, Hal)i]oa, Mohamed, Chahim,
Fatiha B, Fatiha M. et Fatiha A, Bag a, Djamila, Fadéla, Mme Mami, Nadia
Boulelouah, Wahida et Hedi, Muna et Djamel, Amal, Hana, Anja et
Winfredo, Marwa, Yakout, Souhila et Sourrour. Je tiens a leur exprimer ma
gratitude pour leur patience et leur écoute durant mes longs monologues
sur la recherche quand la chance était de mon coté et mes longues heures
de plaintes quand la motivation était absente. Leur amitié et leur soutien
mont beaucoup apporté. Jai aussi beaucoup apprécié leur sens de

’ . . . ’
| humour et leur convivialité.

HIND

Vi



TABLE DES MATIERES

Table des matieres

page
RESUMEBS . ..t e e e e e
D=0 o> Tt il
REMEICIEMENTS. .. e e e e e e e e e iii
Liste des abréVviationS..........c.ovvviiiiii i i e e e X
LiSte deS fIQUIES. .. .et i e e e e e e Xii
Liste deS tableauX. .. ... cu it XV
INTRODUCTION GENERALE. ...ttt e s 1
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 5

Chapitre 1 SORGHO (Sorghum bicolor L. Moencm et MIL PERLE

(Pennisetum glaucun{R.) Br)... A ¢
1.1 Le sorgho Sorghum bicolor(L.) Moench) .......................... 6
1.11 INtrodUCTION....c. i eie e eaeee. D
1.1.2 Description de la panicule de sorgho.............ccoevii i, 7
1.1.3 Production du sorgho et applications.............c.coooov i i iienns 8
1.14 Structure du grain de sorgho..........ccocvvieiiiii i e, 9
1.15 Composition du grain de Sorgho..........cccvviviiiiiiiii i, 11
1.151 PrOtEINES. ...ttt e e e 11
1.151.1 Prolamines et glutélines.................o e viiiiiiecieccneeee. 13
1.151.2 Albumines et globulines............ccoo i, 14
1.15.2 €11 o o = 20
11521 AMIAON. .. e 20
11522 Polysaccharide non amidonien (NSP).............ccooeiineen. 21
1.153 COoNSHUANTS MINEUIS ... ...ttt et et e e e e e ee e e eeen 24....
11531 LIPIAES. e 24
1.153.2 Vitamines et sels MinérauX...........ccooveveiiviiiiieiie e ennnn,. 24
1.1.53.3 POlYphénolSs........cco i e 2D
1.1.6 CONCIUSION. .. e e e e 25
1.2 Le mil perlé (Pennisetum glaucum{L.) R.Br) ..................... 26
1.2.1 INtrodUCHION. ... e, 26

vii



TABLE DES MATIERES

1.2.2 Description de la panicule de npiérlé..............ccooviiininnn.n. 27
1.2.3 Production et applications du npiérlé................................. 28
1.2.4 Structure du grainde mil perlé............coooi i 29
1.2.5 Composition du grainde mil perlé ...............cooiiii e, 31
1.25.1 PrO I NES. ...ttt e e 31
12511 Prolamines et glutélines...............cooevii i, 32
1.251.2 Albumines et globulines............cooo i, 33
1.25.2 GIUCIAES. ...t e e 35
12521 AMIAON. e e e e 35
1.25.2.2 Polysaccharide non amidonien (NSP)..............ocoo i 36
1.253 ConstituantS MINEUIS ..........vvviiiiiiiiie i e e seiieineeene 30
1.253.1 LIPS e 36
1.25.3.2 Vitamines et sels minérauX.............cccviiiiieviiieiine e een.. 36
1.2.6 CONCIUSION... e e e 38
Chapitre 2 GENERALITES SUR LES PROTEINES DE CEREALES.... 39
2.1 INErOUCTION ... e e e 39
2.2 Structures et classes des protéines............ccovevvvveviinenen. .39
221 LeS aCides aminesS. .. ..c.vviniieie et e e e 39
2.2.2 ST o 0] =] 1 P (0
2221 Structure des ProteiNesS........o.vviveviiiiie e e 41
2.2.2.2 Différents types de protéines............ccoovevveiieiieiiennnnnnn. 42
22221 Les protéines fibreuses (Scléroprotéines)....................... 42
22222 Les protéines globulaites..............coo i 43
2.3 Les protéines de CEréales ..........covvieiiiiiiie i 43
2.4 Technigues de séparation et d'analyse des protéinede 45
CEIBAIES. ... ittt
24.1 Techniques électrophorétiques ............ccoevvviiviiiiiievinieewn. 45
24.2 Techniques chromatographiques................cciviiiiiivvneoe.. 46
24.2.1 La chromatographie d'exclusion stérique-tSH.C).................. 46
2.4.2.2 La chromatographie en phase inverse (RPEPL.................. 46
2.4.2.3 La chromatographie d'affinité.....................cooo el a7
2424 Electrophorese capillaire a haute performamet Electrophorese47
capillaire a zone libre: Free Zone Capillary Elesphoresis
(FZCE) .o e,
2.5 Qualité nutritionnelle des protéines..............cccvvevevevennn. 47
2.5.1 Digestibilitéin vitro des protéines..........ccoveviiviiieiieeiiennens 48
2.5.2 Score en acides aminés (AAS).. ..o i iii i e 48

viii



TABLE DES MATIERES

2.5.3
2.6
2.6.1
2.6.2
2.7
2.8

Chapitre 3

3.1
3.2
3.2.1

3.2.2
3.2.3
3.24
3.2.5

3.2.6

3.2.7
3.2.8
3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3

3.34
3.35

3.4
Chapitre 4

4.1
4.2
421
4.2.2
4.2.3

Digestibilité corrigée des protéines (PDCAAS)............cccevvnee.. 48
Hydrolyse enzymatique des protéines.....................c...... 49
Rappels sur I'hydrolyse enzymatique................coovveiienennnn. 49
Degré d'hydrolySe.......c.ovviiiie e 50
Utilisations des protéines de céréales............cccvvveeeiiineenn ... 52

CONCIUSION . ..o e e e e et iiiieiieiie.. BB
PARTIE EXPERIMENTALE 56

CARACTERISATION ET EXTRACTABILITE DES 57
PROTEINES DE GRAINES DE SORGHO ET DE MIL

INErOUCTION . ..ot e e e 57
Matériels et méthodes.......cccovvvii i 58
Echantillonnage et description des graires échantillons de58
sorgho etde mil perlé......oeeeeei i e e

Analyse du taux de protéines et du taux d'humidité............... 60
Extraction séquentielle des protéines de sorglde ehil perlé..... 60
Electrophorese (SDS-PAGE)........ccoviviiiiiiii i 61
Chromatographie liquide a haute performance d'skutu 62
Stérique (SE-HPLC). ..o e e e e

Chromatographie liquide a haute performance enepimagrse 62
(RP-HPLC) ..ottt e e
Détermination de la séquence N-terminale des kafri........... 63

Traitement statistique des données...............ccooeeeeeveeennen.. B3

Résultats et interprétations............ccovoviiiii i i e, 63
Résultats de I'analyse du taux de prot@hd$umidite............ 63
Profils de SDS-Page ......c.oviriieie i e e 67
Profils de chromatographie liquide a haute perforoea 69

d'exclusion stérique (SE-HPLC).........oovviiiiiie i
Profils de chromatographie a haute performanceheseinverse 73
(RP-HPLC) ..ot
Purification et caractérisation des prolaminesaiglts et 78
premiére mise en évidence de I'expressiod-kigfirine.............
CONCIUSION. ..ot e 80

QUALITE NUTRITIONNELLE DES PROTEINES DE 82
GRAINES DE SORGHO ET DE MIL PERLE
INtrOAUCHION. .. oo e e e e e e el 82

Matériels et méthodes...........oovo v, 83

MatEriels. ... ..o 83
Analyse du taux de protéines et du taux d'humidité............... 84
Analyse du taux d'acides aminés..........ccceeivi i vieennnn, 84



TABLE DES MATIERES

424 Digestibilitéin vitro des protéines...........cccvvviiviiiieiieeniannenn. 85
4.2.5 Score en acides aminés (AAS) et digestibilité geei des 85
ProteiNeS (PDCAAS). ... ittt e e e e e
4.2.6 Traitement statistique des doNN€es...........coovvvviiiiiiiiieneinnns 85
4.3 Résultats et interprétations................c.ceceeeviv i vviieiennnn... 86
4.3.1 Résultats de l'analyse du taux d'acides aminés.................... 86
4.3.2 Digestibilitéin vitro des protéines...........cccvvvivviiiieiieenienneenn 90
4.3.2.1 Cas dusorgho.......coooiii i a0.....
4.3.2.2 Casdumil perlé.......cooiii 91....
4.3.3 Evaluation de la qualité des protéines de sorghadestmil 92
PEIIE . ottt
4.3.3.1 Cas du SOrghO.........cvveeiiiiie e 92
4.3.3.2 Cas dumil Perlé........ccoo e 93
4.4 CONCIUSION. ... 95
Chapitre 5 HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROLAMINES DE 97
GRAINES DE SORGHO ET DE MIL PERLE
5.1 INEFOAUCTION. ..t e e e e e e e eeeeeees 97
5.2 Matériels et MEthOAES.........cccuvviiiiiiiii e 98
5.2.1 1Y = U= = £ PR PRSP 98
5.2.2 Extraction de la kafirine du sorgho et de la pegtime du mil 98
LT [ TR
5.2.3 Hydrolyse enzymatique de la kafirine de sorghoeetad 98
pennisetine de Mil Perlé..........ccuvuiiiiieeeeeeiiiiiiieeeeeeee e
5.2.4 Caractérisation des hydrolysats enzymatiques derieaét de 99
(01T T T IST=3 1] 1=
5.24.1 Détermination du degré d'hydrolyse..............ccovieveieenni. 99
5.2.4.2 chromatographie a haute performance d'exatustérique (SE- 99
HPLO) oo e e e e e e
5.2.4.3 Electrophorese (SDS-PAGE)..........c.ccccvviiiiiiiiiiciiieenn ... 100
5.3 Résultats et interprétations............coovoe e ii i, 100
5.3.1 Taux d'acides aminés et de protéines dans la mafigt la 100
L= T T EST=3 1] >
5.3.2 Evolution du degré d'hydrolyse.............cooeiiiii i, 101
5.3.3 Profils de chromatographie a haute performancechiision 103
stérique (SE-HPLC). ... e e e
5.34 Profils de SDS-PAGE....... ..o e 108
54 CONCIUSION. . ..e e e e e e e e e e 110

Chapitre 6 ISOLATION, PURIFICATION ET CARACTERISATI ON 111
DE PROTEINES INHIBITRICES DES ENDOXYLANASES
6.1 INtrOAUCHION ... e e e e e e e, 111

6.2 Matériels et méthodes..........oovv i 112



TABLE DES MATIERES

6.2.1 1Y = U= = £ P 112
6.2.2 Préparation de la matrice de la colonneiditdf..................... 113
6.2.3 Isolation epurification des protéines inhibitrices d'endoxgsa 113
6.2.4 Mesure du taux d'inhibition des endoxylang@sedes extraits de 115
sorghoetdemilperlé ........coeiiiiioe
6.2.5 Electrophorese..........co v i e, 117
6.2.6 Détermination de la concentration en progine.................... 117
6.2.7 WeSEern BIOt ... 117
6.2.8 Détermination de la séquence N-terminalepdat®ines purifiées 118
6.2.9 DNA et analyse des séquences de protéines................... 118
6.2.10 Traitement statistique des données.............coovvvivieecnnns 118
6.3 Résultats et interprétations...........ccccoevee i vci i, 119
6.3.1 Investigation sur la présence et la varigbililes inhibiteurs 119

d'endoxylanase (TAXI, XIP et TLXI) dans differentsiltivars
algériens de sorgho et de mil perlé...

6.3.1.1 Effet du traitement thermique sur Ia stablllte dmhlblteur 122
d'endoxylanase

6.3.1.2 Inhibition de différentes endoxylanases par lesaitst de sorgho 123
et de mil perlé

6.3.2 Détection des inhibiteurs d'endoxylanase p@restern 124
blot..

6.3.3 Purlflcatlon des |nh|b|teurs d endoxylanase.s ..................... 126

6.3.4 Détermination des SEQUENCES.........ccovvvvveeriiiienineeinnnene.. 129

6.3.4.1 Casdusorgho.......ccceiiiiii i e e e 129

6.3.4.2 Casdumilperlé.......cccoviiiiii i e, 135

6.3.5 Influence du pH et de la température surhibition des 137
endoxylanases par les XIP pures de sorgho et de.mil.........

6.4 CONCIUSION. ..o e e 140
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.............. 142
REFERENCES. ... ... e e 145

Xi



LISTE DES ABREVIATIONS

HPLC

SE-HPLC

RP-HPLC

SDS-PAGE

ADN
MM
TAXI
XIP
TLXI
pl

GH
FAO
AAS
WHO
PDCAAS
AA
UNU
D.H
Ve

Np

o

Mp
htOt

Liste des abréviations

(High performance liquid chromatography)
Chromatographie liquide & haute performance

Size exclusion high performance liquid chromatogsap
(Chromatographie liquide a haute performance dieskah stérique)

Reversed phase high performance liquid chromatbgrap
(Chromatographie liquide a haute performance eseheverse)

Sodium dodecyl sulfateolyacrylamide gel electrophoresis
(Dodécylsulfate de sodium - Polyacrylamide gel tetgahorese)
Acide DésoxyriboNucléique

Masse moléculaire

Triticumaestivuminhibiteur de xylanase

Protéines inhibitrices de xylanase

Thaumatin-like inhibiteur de xylanase

Point isoélectrique

Glucohydrolase

Food Agricultural organisation

Amino Acid Score (Score en acides aminés)

World Heath Organisation

Protéin corrected amino acid score (Digestibildéigée des protéines)
Acides aminés

Union des nations unies

Degré d’'hydrolyse

Volume de base

Normalité de la base

Degré de dissociation

Masse de protéine

Nombre de liaisons peptidiques dans le substraéiouoe

Xii



LISTE DES ABREVIATIONS

PKy
AOAC

AACC

IPAD

A

G
PNR
PR1
PR2
SDS
DTT
PNR+PR1
ACN
TFA
PVPP
CCE
AFF C
RT

AX
BSA
XU

[1/IE] so0

PAbs
Anti-TAXI
Anti-XIP
Anti-TLXI
PVDF
SAS

P

-

Constante de dissociation de la base

Association of official analytical chemists
(Organisation américaine d'analyse chimique)

American association of cereal chemists
(Association ameéricaine de chimie de céréale)
Integrated pulsed amperometric detection
(Détection ampérométrique pulsée intégrée)
Albumine

Globuline

Prolamine non réduite

Prolamine réduite

protéines réduites hautement polymeérisées
Sodium dodecyl sulfate (Dodécylsulfate de sodium)
Dithiothreitol

PNR et PR1 combinées

acetonitrile

Acide trifluroacétique

Poly vinyl poly pyrrolidone

Chromatographie d'échange cationique
Chromatographie d'affinité

Run throught (Protéines non fixées).
Arabinoxylane

Bovine sérum albumine

Unité d'inhibiteur de xylanase

Concentration d'inhibiteur requise pour inhibe@b@le la concentration en
xylanase

Anticorps poly-clonaux

Anticorps poly-clonauxt AXI

Anticorps poly-clonauxIP

Anticorps poly-clonauxiLXI

Polyfluorure de vinylidene

Systeme d'analyses statistiques

Polyméres

Triméres

Xiii



LISTE DES ABREVIATIONS

D

BLAST
BLASTp
tBLASTn
Abs 214nm

Dimeéres

Basic local alignment search tool
Protein-protein BLAST

Protein query vs. translated database

Absorbance a 214 nm

Xiv



LISTE DES FIGURES

Figure

Figure 1.1
Figure 1.2
Figure 1.3

Figure 1.4
Figure 1.5

Figure 1.6
Figure 1.7

Figure 1.8
Figure 1.9
Figure 2.1
Figure 3.1

Figure 3.2
Figure 3.3
Figure 3.4
Figure 3.5
Figure 3.6
Figure 3.7
Figure 3.8

Figure 3.9

Liste des figures

Titre page
Panicules de sorgh&¢rghum bicolo(L.) Moench)..................... 7
Coupe longitudinale et des couches externes dain dge sorgho...... 10

(1) Structure moléculaire de linhibiteur d'endoxgae de typel7
TAXI. (2) Représentation schématique de la forme-maitée (forme
A) et la forme traitée (forme B) d'inhibiteurs diexylanase de

TAX YD e e e
Structure moléculaire de l'inhibiteur d'endoxylands type de XIP.... 18
Structure moléculaire de l'inhibiteur d'endoxylands type TLXI..... 19
Eléments  structuraux présents dans les arabineyld?

Vue d'ensemble de I'hydrolyse enzymatique de I'aXdes enzymes 23
dégradantes de 'AX. ... ...

Panicules de mil perl@ennisetum glaucuif..) R. Br)............... 28
Coupe longitudinale et des couches externes dain de mil perlé... 30
Formation d'une liaison peptidique.............cccocvevvee v vn e 40
Carte de I'Algérie avec indications des sites @atihonnage de 58
sorgho et de mil perlé (FIeches rouges)..........cocovveiiiiiinies .
Variabilité de la composition en protéines dandiff@rentes 65
fractions de protéine extraites du sorgho.............ccoovevinicnnes
Variabilité de la composition en protéines dandiff@rentes 66

fractions de protéine extraites du mil perlé................cc.c.......
SDS-PAGE pour le cultivar (AS1) de sorgho et leticat de mil 68
PEIIE (PM3) ...ttt et e e e e e e e
Profils de chromatogramme d'exclusion stérique KIBE-C) pour les 71
CUILIVArS de SOIgNO ... ... it e e e e e e e
Profils de chromatogramme d'exclusion stérique KIBE-C) pour les 72
cultivarsde mil Perlé...... ..o e
Profils de chromatogrammes en phase inverse (RFCHPRles 74
fractions de protéines pour les cultivars de sorgho..................
Profils de chromatogrammes en phase inverse (RPChRles 76
fractions de protéines pour les cultivars de milge....................
SDS-PAGE des prolamins de sorgho (AS1) 79

XV



LISTE DES FIGURES

Figure 3.10

Figure 4.1
Figure 4.2
Figure 5.1

Figure 5.2

Figure 5.3

Figure 5.4

Figure 5.5
Figure 5.6

Figure 6.1

Figure 6.2

Figure 6.3

Figure 6.4
Figure 6.5

Figure 6.6
Figure 6.7

Figure 6.8
Figure 6.9
Figure 6.10
Figure 6.11

Figure 6.12

Figure 6.13

Membrane de PVDF des kafirines transférés avecation deal-, 80
a2-, B-, y- eté-kafirins.. :
Variabilité dans la dlgestlbllltm V|tro de sept cultlvars de sorgho .90

Variabilité dans la digestibilitén vitro de huit cultivars de mil perlé..,91

Evolution du degré d'hydrolyse au cours de I'hyd®lenzymatique 102
de la kafirine de sorgho par plusieurs enzymes.. .

Evolution du degré d'hydrolyse au cours de IhwﬂmlenzymaﬂquelOB
de la pennisetine de mil perlé par plusieurs ensyme.................

Profil de chromatographie d'exclusion stérique (HH-C) de la 104
kafirine de sorgho et de ses hydrolysats enzyrrmiq((:ultivar
AS1)... :

Profil de chromatographle dexclusmn sterlque (-SEELC) de Ia 105
pennicetine de mil perlé et de ses hydrolysatsraaziyues (Cultivar

PIVMIB) et e s
SDS-PAGE de la kafirine de sorgho et de sE89
NYArOlYSaAtS. .. ...t
SDS-PAGE de la pennisetine de mil perlé et de 449
hydrolysats...

Representatlon schemathue du procede de purdn:aies XIP de 115
sorghoetde mil perlé..........oo i e,
Taux d'inhibition de type XIP des endoxylanasesigmextraits des 121
cultivars algériens de sorgho et de mil perlé erps en unités de
xylanase par gramme de farine (XIU/Q)........ccov i
Effet du traitement thermique de I'extrait brutstegho (AS1) et del22
mil perlé (PM3) sur le taux d'inhibition des end@ases (XIU).
L'extrait brut est chauffé pendant une heure............cc..c........

Taux d'inhibition (XIU/g) de différentes endoxyla®s par I'extrait 123
du cultivar PM3 de mil perlé...... ... e e
Taux d'inhibition (XIU/g) de différentes endoxyla®s par I'extrait 124
du cultivar AS1 du sorgho. ........cocovii i
Analyse au Western blot des extraits bruts de soeglde mil perlé.... 126

Profils de SDS-PAGE des fractions purifiées deénats de sorgho 127
et de mil perlé. .

Gel de determlnatlon du pomt |soelectr|que destltnas AFF C de 128
sorgho et de mil perlé purifiées. . :

Nucléotide et séquences d' aC|des aminés de Iae\mlmlante de XIP 132
8 SOMGNO. ot e e e e e e
Arbre phylogénétique donnant les rapports entre dé&rentes 133
SEQUENCES XIP. L. e —
Alignement des séquences d'acides aminés de X8 lieoloravec 135
les séquences de XIP des autres céréales. . .

Influence de la température et du pH sur I' actldEé endoxylanase 139
deP. purpurogenunet sur les taux relatifs d'inhibition de XIP de

Influence de la température et du pH sur les talatifs d'inhibition 140
de deux ensoxylanases par XIP pure de mil perlé...................

XVi



LISTE DES TABLEAUX

Tableau
Tableau 1.1

Tableau 1.2
Tableau 1.3
Tableau 1.4
Tableau 1.5

Tableau 1.6

Tableau 1.7

Tableau 2.1

Tableau 2.2

Tableau 2.3
Tableau 3.1

Tableau 3.2

Tableau 3.3

Tableau 3.4

Tableau 4.1

Tableau 4.2

Tableau 4.3

Tableau 4.4

Liste des tableaux

Titre page

Composition en protéine [% en matiéres sechefriloligion relative des 12
fractions protéiques (%) et composition en acidesnéas essentiels du
sorgho (% de protéines)...

Comparaison des proprletes des cmq formes deriemr. .................. 13
Composition en glucides du grain de sorgho (%) ......ccccecvvvnennn... 21
Constituants mineurs du grain de sorgho [% en mestiseches] ........... 25
Composition en protéine et en acides aminées [¥hatiere seche] du32
MILPEIIE ..o e e e e
Composition en glucides dans le mil perlé (% en iénat 36
SECNE) ...
Constituants mineurs des grains de mil perlé dd@ts d de farine de37
graines .

Pourcentages de prolamlnes dans plu5|eurs cér@alesapport aux 44
Protéines totales ......c.o it
Exemples de peptidases utilisées pour I'hydrolyseyreatique des51
Protéines alimentairesS. .. .......ouuieiie it e e e e e

Activités bio-fonctionnelles des hydrolysats detpiwes de céréales...... 54

Description des graines des cultivars de mil pegté de sorgho 60
EChaNtIlIONNES ...
Pourcentages de protéines et d'humidités dansrédssgdes différents64
cultivars de sorgho et de mil perlé (% matiérefiegt......................
Pourcentages dekafirine et deo+p-kafirine par rapport a la fraction75
totale de prolamine extraite (PNR+ PR1 +PR2) cakules aires de RP-
HPLC pour les cultivars Algérien de sorgho...

Pourcentages de A-pennisetine et de C- penmsetmerapport a Ia 77
fraction totale de prolamine extraite calculés diess de RP-HPLC pour
les cultivars Algérien de mil perlé... :

Composition en acides aminés dans sept cultlvaes)r:tfho exprlmee en87
g d'acides aminés dans 100g d'extrait de proté¥gs....................
Composition en acides aminés dans onze cultivarsidperlé exprimée 88
en g d'acides aminés dans 100g d'extrait de pesté)... ..
Pourcentage en acides aminés de caractéres diﬁejf&ns Ie sorgho (mgBQ
d'acide aminé/g de protéine)...

Pourcentage en acides aminés de caracteres diﬁatans Ie m|I perle89
(mg d'acide aminé/g de Protéine)..........covvvveiieiiiiiiie i e

Xvil



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 4.5
Tableau 4.6
Tableau 4.7
Tableau 4.8
Tableau 5.1

Tableau 6.1

Tableau 6.2

Tableau 6.3

Tableau 6.4

Score en acides aminés (AAS) de sept cultivargialyée sorgho......... 92
Digestibilité corrigée (PDCAAS) de sept cultivatgé&ien de sorgho...... 93
Score en acides aminés (AAS) de onze cultivargialyée mil perlé...... 94

Digestibilité corrigée (PDCAAS) de huit cultivargérien de mil perlé... 94

Composition en protéines et en acides aminés dakefitine extraite de 101
sorgho (AS1) et de la pennisetine (PM3).de milépkrs poucentages

sont calculés sur la base de la matiére seche..

Rendement de purification des XIPs de sorgho (ﬂmdperle ainsi que 129
les taux spécifiques d'inhibition...........cccoovi i,

Les séquences ESTs de sorgho utilisées pour dédmirséquencel3l
complete du nucléotide et d'acides aminés de Xlgodgho...

Séquence N-terminale d'acides amines de XIP depenié Pennlsetum 136
glaucum (R.) Br) alignée avec les séquences N-terminakesXtPs
purifiées ou déduites d'autres céréales ...............coceiiiiiiiieineinnnn,
Valeurs de [IJ/[E}o pour l'inhibition de différentes endoxylanaseslale 138
famillle des GH 10 and 11 par XIP de mil et de Borgomparée avec
celles rapportées de XIP-Ide blé............cooviiiii i,

XVili



INTRODUCTION

Introduction

Dans les régions arides, semi arides et tropicEesrgho (Sorghum bicolo(L.) Moench) et

le mil perlé (Pennisetum glaucum (L.) R. Br) représentent les principales sources
énergétiques et protéiques. Ces deux plantesaésisés bien a la sécheresse et a la salinité
des eaux et ne nécessitent pas un sol de trés lgoatite [1]. Dansle sud de I'Algérieune
grandediversité de cultivars de sorgho et de mil perlé est cudtidans des sols peu fertiles,
sans apport externe d'engrais, sous des climasatides avec une moyenne mensuelle de

température atteignant 4&.

Ces deux céréales font partie de la famille Bleaceaqui inclut le mais. Dans la production
mondiale, ils sont respectivement classés les @ngl et sixieme parmi la plupart des
céréales, précédés seulement par le blé, le rinals et I'orge dans cet ordre. lls different de
beaucoup d'autres céréales dans leur capacitévi@rsuaux conditions arides. De plus, ils
sont parfaitement appropriés aux personnes sotfftalhergie au gluten (les céliaques) [2-4].
Le sorgho vient de litalien sorgo ou surgo quingig "je pousse”. Le mil est un terme
générigue qui désigne plusieurs plantes dont eisgservent dans I'alimentation humaine et
animale. Le plus souvent, le terme référe toutefoisne variété particuliere, le mil perlé
(Pennisetum glaucum C’est la variété la plus répandue a travers tnae. Sur les 30
millions de tonnes de mil perlé produites dans tnde, 90 pour cent environ sont utilisés
dans les pays en développement, et seul un volumene est consommé dans les pays
développés, mis a part I'ex-URSS [3, 5].

Le sorgho et le mil perlé sont actuellement sous&s et leurs protéines sont mal connues

comparées a celles des céréales utilisées en Eatopa Amérique du nord. Le besoin
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croissant d'approvisionnemeratmentaires en Afrique exige une réévaluation de ces grains
pour une exploitation améliorée comme sources dj@et de protéines pour le continent. Le
sorgho et le mil perlé comme le blé possédent allasires applications industriellesn
alimentaires telles que la production de bioéthanol a partirlaldraction glucidique ou
comme substituant énergétique au pétrole, et lduystamn de bioplastiques a partir des films
protéiques [6]. Les protéines veégétales: albumghehuline, prolamine et glutéline, offrent
une grande variété de propriétés fonctionnelladeetombreuses modifications chimiques et
enzymatiques possibles. Ces modifications permettebtenir des hydrolysats caractérisés
par une meilleure solubilité, des propriétés temdives, gélifiantes, filmogenes et
viscoélastiques améliorées. Lpsotéines de céréalesont aussi utilisées en tant qu'agent
d'encapsulage de médicaments, comme tensioactifdédnadables ou améliorants des

propriétés mécaniques.

Les protéines végétales en générale et de céréalgzarticulier possedent des activités
biologiques intéressantes développées de faconreflatutelles que lesactivités
antifongiques et antimicrobiennes. La présence de ces protéisarelles a activité
intéressante est souvent le résultat d'une autmsgéfphysiologique de la plante aux attaques
fongiques [2]. Dans le but de laréservation de l'environnement l'utilisation de ces

protéines naturelles, saines et biodégradablest seuhaitable et indispensable.

Sur une distance de 2000 kmallant d'est en ouest, un large travail de praspecet
d'échantillonnage a été effectué dans certaine®negiu sud de |'Algérie (Touggourt,
Béchar, Tamanrasset, Ain Salah et Adrar). Nous sveglectionné une vingtaine
d'échantillons de différents cultivars de sorghdesimil perlé, caractérisées par une diversité
considérable de couleurs, de formes, de dimensibdes certains éléments anatomiques.

L'Algérie a travers ses programmes nationaux dderebe a retracé une stratégie de
valorisation des ressources génétiques local@eur développer leurs productions et les
potentialités de leur valorisation.

C’est en se basant sur tous ces criteres que nars ahoisis devaloriser la fraction
protéique de plusieurs échantillons de sorgho et de mil gedé@ux et commerciaux.

Les recherches sur la fraction protéique du sosgi relativementrés rares comparées a
celles des autres céréales telles que le bléz letrie mais [4]. Bien que le sorgho et le mil
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perlé soient cultivés dans les régions frontaliedassud de I'Algérie (Mali, Niger), peu

d'études ont éte effectuées sur les cultivars Adgsérde sorgho et de mil perlé [4, 6].

Notre travail s'inscrit danga continuité de la recherche du laboratoire des produits hisact
et de la valorisation de la biomasse a L'Ecole NibenSupérieure de Kouba qui était au début
axée sur la fraction glucidique de ces graines,difficultés engendrées par la fraction
protéigue durant les procédés de valorisation dedans de sorgho et de mil perlé ont incité
notre laboratoire a s'intéresser a cette fractartes présenten plus faibles concentrations

mais offrant des potentialités d'applications trésees.

Le but de la présente étude, est de fournir une base aershe pouvant mener a une
réévaluation de cette céréale sous-utilisée et phrsiculierement sa fraction protéique.
L'approche adoptée edf valorisation des fractiongle protéinesdes graines de sorgho et
de mil perlé, par la maitrise des méthodextractions, de purification, decaractérisation

et de modification enzymatiques. De nouvelles cmsaaces dans les domaines de
recherches suivants ont été acquises: L'analysend@éres protéiques des graines des deux
céréales paméthodes chromatographiquest électrophorétiques; I'évaluation de laaleur
nutritive de ces protéinesthydrolyse enzymatique de la fraction protéique Iglus
hydrophobe dans le but d'améliorer ses propriétés fonctideselsolubilité) et bio-
fonctionnelles (purification de peptides bioacti&t) enfin lapurification et l'isolement de
protéines a propriétés intéressantes (antifongjques

Cettethesese divise en deux grandes parbésiographique etexpérimentale.

La partie bibliographique de cette thése se subdivise en deux chapitres.

Le chapitre 1 présente une description du sorgho et du mil pedéproduction mondiale et
les différentes applications y sont décrites. Langosition et la structure des graines de
sorgho et de mil perlé sont données, avec plugtilsipour la fraction protéique.

Le chapitre 2 présente des rappels relatifs aux protéines, aaynges protéolytiques et a

I'nydrolyse enzymatique des protéines de céréales gu'a la mesure de leur qualité

nutritionnelle.
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Les considérations développées dans les chapitéegqents sont appliguées danpaatie

expérimentale.Celle-ci est subdivisée @uatre chapitres comme suit:

Le chapitre 3 décrit les méthoded’extraction, de caractérisation et de purification des
différentes fractions protéiques de sorgho et depserié : albumines, globulines, prolamines
et glutélines. Les prolamines, la fraction majorgtades protéines de sorgho et de mil perlée,
sont décrites en détail. La forndekafirine est pour la premiere fois purifiée et sa séquence

N-terminale déterminée.

Dans lechapitre 4, la valeur nutritive des protéines de sorgho et de mil perlé a ét@iésal
d'une part, par I'analyse des taux d'acides angséentiels et non essentiels et d'autre part,
par lasimulation in vitro de la digestibilité des protéines de sorgho etdeperlé dans la

farine. Des enzymes digestives telles que la pepsih été utilisées.

Le chapitre 5 décritl’hydrolyse enzymatiquedes prolaminesde sorgho et de mil perlé pour

produire un concentré peptidique a haute valeurté@ dans le but d'améliorer les propriétés
fonctionnelles et bio-fonctionnelles de ces praéinPlusieurs enzymes ont été testées,
I'espérase et l'alcalase ont conduit a la produdaian hydrolysat a degré d'hydrolyse élevé,
par contre la papaine, la trypsine ainsi que hoflazyme ont toutes généré un hydrolysat a
faible degré d'hydrolyse. L'hydrolysat enzymatiqueété caractérisé par HPLC d'exclusion

stérique et par électrophorese.

Dans le chapitre 6, la premiere mise en évidenage protéines inhibitrices des
endoxylanases est décrite en détail. Ce type déipes est produit par la plante (les céréales)
pour lutter contre les endoxylanases principalewaaies attaques fongiques. L'isolement et la
caractérisation de ces protéines est effectuéel'ydisation de plusieurs techniques de

purifications a partir des fractiom$bumineset globulines
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SORGHO (Sorghum bicolor (L.) Moench et MIL PERLE (Pennisetum glaucum (L.) R. BR)

Chapitre Un

Sorgho (Sorghum bicolor (L.) Moench) et

mil perlé (Pennisetum glaucum (L.) R. Br)

1.1 LE SORGHO (Sorghum bicolor(L.) Moench)

1.1.1 Introduction

Sorghum bicolofL.) Moench (désigné sous le nom de sorgho), mstagréale appartenant a
la famille desPoaceatrouvant son origine en Afrique il y a 3000 a 5@0%. Le sorgho est
classé cinquiéme parmi les céréales produitesldansnde entier [4, 8-10]. Cette céréale est
cultivée sur 44 millions d'hectares dans 98 pagx ane récolte mondiale de 60 millions de
tonnes, dont 20 millions de tonnes sont produitedfeique. Ceci classe le sorgho en termes
d'importance et de production en deuxieme posigonAfrique aprés le mais [4]. En
Amérique du nord et plus particulierement aux Etiss, le sorgho figure parmi les récoltes
les plus importantes, il se classe troisieme dansdduction globale des céréales. Selon des
études statistiques récentes [10], les Etats-Umiplacent a la téte des producteurs et des
exportateurs de sorgho dans le monde directementpsu I'Inde et le Nigeria. Le sorgho est
nutritionnellement équivalent a la plupart des ak® [1, 10, 11] et constitue un aliment de

base pour des millions d'Africains, d'Asiatiquesje Latino-Américains.

Ce chapitre présente un bref apercu sur la pramtueti la plupart des applications du sorgho.
La structure des grains de sorgho et leur composigiénérale sont présentées avec une

attention plus accrue sur sa fraction protéique.
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1.1.2 Description de la panicule de sorgho

Le sorgho est une plante vigoureuse dont la hapteutrvarier de 0,5 a 6 m. Elle présente des
racines profondes et ramifiées. Les feuilles songlies (0,3-1,4 m) et larges (1-13 cm) avec
des bords plats ou onduleux [5]. La fleur est uareiqule (Figure 1.1), habituellement droite,
mais recourbée parfois pour former un cou d'oi@daptation élevée du sorgho aux
conditions environnementales dures et sa tolérankze sécheresse font qu'il constitue une
céréale appropriée pour les régions semi-aridesarites. Ses racines massives et
profondément pénétrantes sont principalement resdes de cette tolérance a la sécheresse,
mais la plante présente aussi d'autres mécanisengssistance a la sécheresse. La plante de
sorgho présente la particularité de pouvoir coreefaumidité en réduisant sa transpiration
une fois soumise a un stress hydrique (par le noeé de ses feuilles et probablement en
fermant ses interstices pour réduire I'évaporatib@)sorgho peut en outre entrer en phase de

dormance, diminuer ses processus métaboliques'guscpiour des pluies [5].

Figure 1.1  Panicules de sorgh@orghum bicolor (L.) Moench)

1.1.3 Production du sorgho et applications

Plus de 55 % de la production mondiale du sorghassée en alimentation, le grain de
sorgho constitue un aliment principal pour plus586 millions de personnes dans plus de 30
pays. Il est souvent consommeé sous forme de pairde@lats préparés a base de farine de
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sorgho. Le sorgho est une source importante erupisotéls que les composés phénoliques
antioxydants et les cires ayant le pouvoir d'aleai$s taux de cholestérol [12, 13, 14]. Le
sorgho possede la particularité de ne pas contenigluten, ce qui le rend approprié aux

cceliagues.

Particulierement en Amérique, le grain de sorghb uee céréale fourragere importante
(33%), alors qu'en Asie le sorgho est une sourpeitante d'alimentation du bétail durant les

saisons seches.

Dans les secteurs non alimentaires, le sorgho érgom application dans plusieurs domaines
tels que: la production de bioéthanol, de papier,fith biodégradable [15]. En effet, la
demande énergétique ne fait qu'accroitre et lescesuossiles telles que le pétrole et le gaz
commencent a se faire rares, I'utilisation de @£®s renouvelables et non polluantes telles
que le bioéthanol pour l'usage direct comme carttyraurrait constituer une alternative sans
équivoque [4]. Le sorgho étant riche en amidorgoihstitue des ressources renouvelables
viables pour la production de bioéthanol [4]. Dasplle sorgho peut constituer une source
inestimable de biomasse renouvelable riche en amidoen cellulose particulierement pour
les industries de production des substituants die gpooduits de pétrole. Le sorgho est en
outre employé dans la production du papier et de®maux de construction [14-16]. Il a été
employé comme unité d'extension de contre-plaqué o forme d'adhésifs [17] et comme
matériau d'emballage peu colteux [18]. Le sorgétéaaussi converti en charbon actif [19].
Les protéines de sorgho ont été employées poumpeodes films biodégradables [14, 20,
21] alors que I'endosperme de sorgho pourraitsétoece de protéines [22]. Ces applications
démontrent que le sorgho offre des possibilitéér@gsantes comme ressource renouvelable
valable pour les produits bio-industriels, partietément dans les régions arides ou d'autres

céréales ne sont pas facilement développées.

1.1.4 Structure du grain de sorgho

Les grains de sorgho ou caryopse se caractérisentng diversité considérable de couleurs,
de formes et de dimensions. Le grain de sorghd&situellement couvert de glumes, les
bractées florales dans la panicule qui tiennengtases se développent apres pollinisation.
Le grain lui-méme est arrondi et de diameétre végidd a 8 millimétres) (Figure 1.2). La
couleur du caryopse est un trait important quiciéféa qualité du grain de sorgho [6, 23].
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Le caryopse de sorgho se compose de trois primsigarties: péricarpe, endosperme (tissu
de stockage) et germe (embryon et scutellum), desqroportions relatives de grain de 6, 84

et 10 %, respectivement [23].

Le péricarpe de sorgho adhere fortement a lI'endospet est caractérisé par trois couches
distinctes, épicarpe, mésocarpe, et endocarpe [Zgicarpe est la couche la plus externe, et
est généralement enduite de cire et contient ldégrasds. Le mésocarpe est la couche
moyenne, qui contient souvent des granules d'amidmrouche la plus interne du péricarpe
est I'endocarpe, elle est composée de couches lidesecroisées (CC) et de cellules

tubulaires (CT) comme représenté sur la figure laXonction principale de ces couches est

le transport de I'eau [25].

L'écorce du grain ou le testa se trouve entre tecgmpe et l'aleurone [23, 25, 26]. Dans
certains génotypes de sorgho, le testa est fortepi@gmenté. Dans d'autres génotypes il y a
un testa partiel, alors que dans certains autri@est pas évident ou est completement absent
[25].

Le testa peut contenir les tannins qui affectewuialité alimentaire du grain. Les tannins sont
des polyphénols de grande masse moléculaire (caagenoliques) trouvés dans les grains
avec un péricarpe brun et un testa pigmenté. @ertannins, connus sous le nom de tannins
condensés, forment des complexes avec les protéingsiuisent ainsi leur digestibilité. Ils

peuvent également former des complexes avec léSgzes de |'appareil digestif, réduisant de
fait la digestibilité des protéines de grain. Epitlde cet effet alimentaire négatif, des variétés
riches en tannin continuent a étre développéesiseade leur résistance naturelle aux oiseaux

et aux insectes [27-32].
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s
Péricarpe
AL Couche d’aleurone
E Endosperme amidonien
S Scutellum
Em Embryon ou germe
B — e — TP
2 e S ——
M
cc
TC
AL [ :
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CuU Cutin
EP Epicarpe
HP Hypoderme
M Mesocarpe
CcC Cellules croisées
TC Cellules tubulaires
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AL Couche d'aleurone
E Endosperme périphérique

Figure 1.2 Coupe longitudinale et des couches externesgtain de sorgho [23].

L'endosperme de sorgho peut étre vitreux ou faxinélendosperme externe est souvent
désigné sous le nom "d'endosperme vitreux", etdd'eperme intérieur "d'endosperme
farineux”. La proportion des deux endospermes peanger de cultivar en cultivar. Les

proportions de I'endosperme vitreux et farineuxedginent la texture du grain. Dans les

-10 -
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grains de texture douce, il y a plus d'endospemrmedux que d'endosperme vitreux. Dans
ceux de texture dure, il y a plus d'endospermewitrque d'endosperme farineux [33]. La
dureté du grain est un attribut important de sditguat joue un réle dans le traitement des
grains de céréales et de leurs usages finauxuel$agconfection de pains. La dureté du grain
joue également un rdle dans la défense contrathguas d'insectes [33]. L'axe embryonnaire
et le scutellum sont les deux majeures partiesetiong. Le scutellum est un tissu de stockage

riche en lipides, protéines, enzymes et sels mixéra

1.1.5 Composition du grain de sorgho

La composition du grain de sorgho est semblable plupart des céréales: I'amidon est le
composant principal suivi, des protéines, de I'das,lipides, et des fibres. Le sorgho contient
généralement moins de lipides et plus de cireslesi@utres céréales [5,6]. Puisque le but
principal de cette thése est l'isolement, la pratfon et la caractérisation des protéines de mil
et de sorgho, la composition en protéines du sovghitre décrite en détail dans cette section.

1.1.5.1 Protéines

La teneur en protéines du sorgho est variable. Raligérature, une gamme de niveaux de 7
a 16 % a été rapportée [7]. Cette variabilité éexst due aux différences dans les conditions
climatologiques et agronomiques pendant le dévelogmt de la plante de sorgho [4]. En ce
qui concerne la nutrition humaine, la fraction prque du sorgho n'est pas parfaitement
equilibréee. Comme dans d'autres céréales, le saghdéficient en certains acides aminés,
comme la lysine [5, 6]. Le sorgho "standard" fourenviron 45 % de la demande
recommandée en lysine. En outre, les protéines alghe sont caractérisées par une
digestibilité trés faible. Souvent, la farine degtm est préalablement traitée pour améliorer
sa digestibilité. C'est peut-étre la raison poguddle, en Afrique, le sorgho est soumis a une
fermentation avant d'étre consommé [34].

Les protéines de sorgho peuvent étre classéesusieynls familles de protéines selon leurs
solubilités: les albumines (extractibles dans Jedes globulines (extractibles en solution
saline diluée), les prolamines (extractibles dassdolutions alcooliques), et les glutélines
(extractibles dans les milieux alcalins ou acid@$). Le tableau 1.1 montre les niveaux
relatifs des différentes classes de protéines & demposition en acides aminés essentiels du

sorgho.
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La grande proportion des protéines de sorgho dist @uble dans les solutions alcooliques
"les prolamines"” (60 %), les prolamines de sorghetées kafirines sont souvent présentes
sous une forme fortement réticulée ou polymériséelgs humains ne peuvent pas facilement
digérer. Cette polymérisation des prolamines ast plevée dans le sorgho que dans d'autres
céréales principales, elle abaisse considérableteentvaleur nutritive [36]. La digestibilité

in vitro des protéines de sorgho change considérablemget lea différents cultivars. Une
étude sur seulement 9 cultivars a déja montré anenge de digestibilité allant de 23 a 68 %
[37].

Tableau 1.1 Composition en protéines [% en matieres séchgibution relative des
fractions protéiques (%) et composition en acidemas essentiels du sorgho (% de
protéines) [1, 5, 7,12, 38]

Sorgho
Protéine (%) 7-1€
Albumines 5
Globuline: 10
Prolamines (Kafiries) 60
Glutélines 25
Acides aminés essentiels
(% de protéines)
Cystine 1,3
Isoleucint 40
Leucine 13,5
Lysine 2,1
Methionine 1,3
Phenylalanin 4,9
Threonint 3,3
Tryptophal 1,0
Tyrosine 31
Valine 5,0

A long terme, les cultivars de sorgho présentamhdéns de prolamines peuvent constituer
une source de protéines en alimentation. Quelguesie ces rares cultivars plus nutritifs ont
été déja trouveés en Ethiopie et au Soudan [5]. pousons, cependant, supposer que le grain
de sorgho devra toujours étre préalablement teiga pleine valeur de protéines doit étre
exploitée. Le fait que la digestibilité des progsindiminue de maniére significative apres
chauffage prouve que ce traitement doit étre faitgerspicacité [31, 37]. La diminution de
la digestibilité est vraisemblablement due a urigrmpérisation accrue des protéines accentuée

par le traitement thermique durant le procédé deson.
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1.15.1.1. Prolamines et glutélines

Les glutélines de sorgho ont attiré moins d'attentjue les prolamines, la plupart des études
précédentes se sont uniquement limitées a la cotigpogénérale en glutélines, sans aucune
autre information sur leurs caractéristiques etctionnalités. Les prolamines sont les
principales protéines de stockage du sorgho, dtdssignées collectivement sous le nom de
kafirines de sorgho [1, 12, 37]. Quatre classelsafieines peuvent étre distinguées:

Les a-kafirins avec deux formesul-, et a2-kafirine), ce sont des polypeptides avec une
masse moléculaire (MM) respectivement de 26 kI#8étDa. Elles constituent 66 a 84% des
kafirines totales. Leg3-kafirines ont une MM de 20 kDa, 18 kDa ou 16 kDHles
représentent 7 a 8% des kafirines totales. {-&afirines ont une MM de 28 kDa, elles
constituent 9 a 12% des kafirines totales [36,388, Une quatrieme classe, relative &41a
zéine du mais et désignée sous le nomd-#tafirine, a été seulement identifiee dans la
séquence d'ADN du sorgho. Contrairement &1&ine, qui peut étre détectée par SDS-page,
la 5-kafirine n'a pas pu étre identifiée ou caractérigé niveau de protéine. Deux séquences
de é-kafirine ont été rapportées, toutes les deux neabhtune homologie élevée avecéla
zéine de mais dont la MM est de 14 kDa [36]. Lasxdermes de-kafirine different des-
Zéines par une plus petite région riche en métheriie tableau 1.2 rassemble les propriétés

des cing formes de kafirines.

Tableau 1.2: Comparaison des propriétés des cing formes denedi[4, 36, 40, 41, 42]

Composition des séquences en Pourcentage total
MM (kDa) : - -
acides aminés de kafirine
al-Kafirine 26 Riches en acides aminées ron
_ 66-84 %
a2-Kafirine 23 polaires, pas de Lys, un Try
B-Kafirine 20, 18 and 16 | Riche en Met et Cys, deux Try 7-8 %
y-Kafirine 28 Riche en Pro, Cys, His, pas de Lys 9-12 %
- _ Pourcentages trés
d-Kafirine 14 Riche en Met, pas de Lys, un Try faibl
aibles

Les kafirines se présentent sous formes d'oligosnétrele polymeres avec difféerents modeéles
de polymérisation [28-31, 44-49]. Le degré de pdyisation a probablement une influence
importante sur les propriétés des protéines pendantraitement en particulier leur

digestibilité, et leur valeur biologique. La miccopie électronique des structures internes des
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protéines a indiqué que la formekafirine, et & un moindre degré la forriekafirine,
encapsulent les-kafirines plus digestibles et plus abondantes dangtseau de polymére et
limitent leur exposition a l'action des protéask6, [51]. Toutes les formes de kafirines
montrent une homologie élevée avec les protéinewagntes de zéine. Parmi les prolamines
de céréales, les kafirines sont les protéinesliesp/drophobes [36]. Les kafirines montrent
une polymérisation étendue par des liaisons disdfuet la cuisson des farines de sorgho
accentue la formation d'agrégats non digestiblesgsont solubilisés que par réduction des
liaisons disulfures. Selon plusieurs études, l&ons de la faible digestibilité des kafirines
demeurent encore incertaines. D'autres recheraitgzrauvé que les kafirines peuvent avoir
des utilisations non alimentaires et peuvent étmepleyés pour former des films
biodégradables [4, 36, 52]. Il reste beaucoup apcendre au sujet des kafirines. Trés peu de
travaux ont été effectués sur la structure de cettipes et la plupart des informations
viennent de l'analogie avec les protéines homokmgoetamment celles du mais. Cependant,
il est clair qu'il y a des différences significass/dans le comportement des kafirines et des

zéines du mais beaucoup plus étudiees.

1.151.2 Albumines et globulines

Dans le sorgho, les albumines et les globulinegi@ament une proportion significative de

protéines physiologiquement actives telles quesiesymes et les inhibiteurs d'enzyme. Dans
la présente partie nous nous concentrerons suenegmes et les inhibiteurs d'enzyme

précédemment découverts, purifiés, et caractéuigastir des graines du sorgho.

Enzymes

La sormatine, la chitinases, I€sl.3-glucanases et les protéines d'inactivatioosomal
(RIP) sont toutes des enzymes hydrolytiques capat#edégrader les composants des parois
cellulaires des microbes pathogenes envahissaordgo, elles ont toutes pu étre extraites du
sorgho [53].

La sormatine est une enzyme de la famille des pings, qui agit par perméabilisation de la
membrane des cellules fongiques. Les protéineadtiiration ribosomal inactivent aisément
les ribosomes étrangers a la graine de sorghoyhthése ou l'extractabilité des protéines
antifongiques du sorgho augmente jusqu'a la méatptisiologique et puis diminue pendant
la dessiccation du grain de sorgho. Des conceoiratile sormatine et de chitinases variables
allant respectivement de 0,1 a 150 pg et de 02 jagRpar gramme de farine de graines ont
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pu étre détectées dans les graines de sorgho éedif§ stade de développement et dans

différents cultivars [53].

Inhibiteursd'enzymes

Chandrasekher et coll. [54] ont examiné les extrdé douze variétés de sorgl8nighum
bicolor) et ont détecté une activité inhibitrice contesmylase salivaire humaine. Seulement
deux cultivars de sorgho n'ont montré aucune itibibia la-amylases. La purification de cet
inhibiteur des extraits de sorgho a montré qual aicune action inhibitrice vis-a-vis des
amylases pancréatiques bovines et porcines. Céstelrs sont non-dialisables, et ont été
inactivés par traitement a la pepsine et sontivelaent thermolabiles, suggérant une nature

protéique de ces inhibiteurs [54].

Présence des endoxylanases dans le sorgho

Des niveaux variables d'endoxylanases endogeres$ytirolases de glycoside qui peuvent
hydrolyser intérieurement le xylane, ont été démemtlans le blé, l'orge, et le seigle, mais, a
notre connaissance, aucun rapport correspondast disponible pour le sorgho. Leur
probable présence peut, cependant, étre faciled@mbntrée. En effet, pendant plus d'une
vingtaine d'années, les endoxylanases ont été gégdo dans des processus
biotechnologiques tels que la fabrication du p&nséparation du gluten et de I'amidon, le
blanchissement du papier et dans la productionnmatation des animaux [55-60]. Les
informations sur les endoxylanases de céréalelsoitées a l'orge, au seigle et au blé [58-
60].

Plus récemment, Chithra et Muralikrishna [61] ordyvé que d'autres céréales telles que le
mil et le mais ont exhibé une activité relativemétgvée d'endoxylanase [61]. A notre

connaissance, la présence des endoxylanases damghe n'a pas été rapportée.

Présence des Inhibiteurs d'endoxylanases dangddso

L'un des objectifs principaux de cette dissertaéisnla valorisation des protéines de sorgho et
de mil, par la purification et la caractérisatianrbuvelles protéines, nous nous concentrerons
dans cette section sur ces inhibiteurs protéiguasireles rapports précédents relatifs a leur
présence dans le sorgho. Les inhibiteurs d'endoagaempéchent l'action des endoxylanases
sur l'arabinoxylane: principal constituant des aroellulaires des céréales. Depuis la
découverte des premiers inhibiteurs protéiqueddigrianase en 1997 [62], la recherche s'est

concentrée sur leur structure et propriétés bioichies, mais également sur leur pertinence
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dans la physiologie des plantes et leurs applicatibiotechnologiques. Les inhibiteurs
d'endoxylanase peuvent limiter linvasion des nfieso pathogenes en empéchant les
endoxylanases produites par les micro-organismg®pdithogénes impliqués dans l'infection
des graines de céréales. Dans le stockage frigeifide la péate, l'addition d'un exces
d'inhibiteur d'endoxylanase réduit la formation sieop induite par les endoxylanases.
L'interaction réversible entre les endoxylanaselw@is inhibiteurs protéiques a été utilisée

pour épurer les endoxylanases des préparationsiviecmnes [57].

Jusqu'ici, trois types d'inhibiteurs protéiguesndaxylanase ont été épurés et caractérisés
avec succes de plusieurs céréales: TAXI, XIP etITLX ont typiguement des valeurs de pl
alcalin [62-65].

D'abord découverte par Debyser et coll. en 1997],[68s protéines inhibitrices
d'endoxylanase de tygaiticum aestivumendoxylanase inhibitor (TAXI) ont été épurées des
extraits de blé [64], de blé duFrfticum durum DesJ, de seigleQecale cereale..) et d'orge
(Hordeum vulgare[65]. Elle apparait sous deux formes, TAXI | &XI |, avec différentes
spécificités vers les endoxylanases (Figure 1.3AXIT| inhibe les endoxylanases
d'Aspergillus nigeret de Bacillus subtilis alors que TAXI Il inhibe seulemerBacillus
subtilis TAXI est caractérisée par un niveau de glycosytabas. TAXI a une MM de 40
kDa, cependant, une fois réduite, elle apparai® slewx formes. La forme A de MM 40 kDa
et la forme B se dissocie en deux polypeptides t& 30 et 10 kDa. Les deux formes ont la
méme sequence N-terminale [64]. TAXI inhibe seuleies endoxylanases appartenant a la
famille de glycoside hydrolase 11 (GH 11). Elle &give dans un large intervalle de pH (pH
3 a 12). A 100°C, TAXI a une demi-vie de 3 a 5 nésu Selon Gebruers [64], les études
cinétigues ont montré un type d'inhibition compétit pour TAXI | vis & vis des
endoxylanased'Aspergillus nigeralors que TAXI I et TAXI Il présentent une inftibn non

compétitive vis a vis des endoxylanase8deillus subtilis

McLauchlan et coll. [67] ont démontré I'occurrertane deuxieme famille de protéines
inhibitrices d'endoxylanases dans les céréalesgtahase inhibiting proteins (XIPs). Elles
ont été épurées du blé [64, 67], du seigle, dgd,odu riz et du mais [68]. XIPs (Figure 1.4)
ont des MMs de 30 kDa et inhibent typiquement ledo&ylanases d'origine fongique de la
famille GH 10 et 11 [69]. Elles possédent deuxéddhts sites pour inhiber les endoxylanases
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de GH 10 et de GH 11 [67, 70, 71]. Elles sont astigntre pH 3,5 et 9. XIP est trés sensible

au chauffage: il a une demi-vie de 30 seconde®aa0

Les inhibiteurs d'endoxylanase de type XIP sont idbsbiteurs compétitifs. Les études
cristallographiques des complexes inhibiteur-enzjjme73] et I'analyse de l'inhibiteur et des
mutants d'enzymes [74, 75] ont démontré que XIP digtctement sur les sites actifs des

enzymes.

Forme A

(@)

Figure 1.3 (1) Structure moléculaire de linhibiteur d'engexase de type TAXI, la
structure secondaire est représentée, les fleahm®sentent les feuillets (les formes
paralleles et anti paralleles sont présentes)rubans représentent les formesélices (la
structure a été visualisée par Pymol un logicidreli de visualisation des structures
moléculaires en trois dimensions) (2) Représematichématique de la forme non-réduite
(forme A) et la forme réduite (forme B) d'inhibitsud'endoxylanases de type TAXI-. N1 et
N2 représentent les séquences N-terminales d'aaide®s. La forme B de. TAXI-I résulte
d'une attaque protéolytique de la forme A de TAAIposition de la coupure est marquée
avec des ciseaux [73].
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Figure 1.4: Structure moléculaire de [linhibiteur d'endoxylamade type XIP, les ponts
disulfures sont représentés en vert, la struct@eorglaire est représentée, les fleches
représentent les feuillefs (les formes paralléles et anti paralleles sonsgmtes), les rubans
représentent les formeshélices (la structure a été visualisée par Pyfal)

Le troisiéme type d'inhibiteurs d'endoxylanaseéiééntifié dans le blé en 2001 [63] et est
désigné sous le nom de la famille des inhibitetesdbxylanases de type TLXI ou thaumatin-
like endoxylanase inhibitors (TLXI) (Figure 1.5)e€protéines ressemblent aux thaumatines
et ont une MM approximativement de 18 kDa. TLXlib# les endoxylanases de la famille
GH 11 avec un pH optimum de 6.0, cependant ellprésente aucun effet ‘inhibiteur sur les
endoxylanases de la famille des GH 10. Selon Fef@3], et en se basant sur des
expériences de transfert immunitaire, des homokoglee TLXI ont été détectés dans le blé
dur et le seigle [76]. TLXI est une protéine monoiouée et glycosylée stable a tous les pH
(pH 1 a 12). Remarquablement, 50 % de son effetidition initiale demeure intacte aprés 2

heures d'ébullition.
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Figure 1.5 Structure moléculaire de l'inhibiteur d'endoxyae de type TLXI, la structure
secondaire est représentée, les fleches représéagdauilletsp (les formes paralléles et anti
paralleles sont présentes), les cing ponts disdfgsont représentés en jaunes (la structure a
été visualisée par Pymol) [62].

Les endoxylanases endogenes présentes dans lessmaappartenant a la famille GH 10, ne
sont pas inhibées par les trois types dinhibite@gst pour cette raison que plusieurs
recherches ont supposé que la présence de cegdnlsbdans les plantes est surtout reliée a
l'auto-défense des plantes contre les attaquesgeaths fongiques [76]. En 2008, Belién et
coll. [78] ont prouvé que XIP est en général actiatre des endoxylanases produites par les
mycetes (aérobies) telles giesarium graminearungui est un phytopathogéne important.
D'autre part, Brutus et coll. [79] ont prouvé qadbtrytis cineregproduit une endoxylanase
pendant l'infection du tissu végétal, celle-cifestement inhibée par XIP-1 et TAXI-1, deux
protéines de blé censées étre impliquées dansféasdécontre des microbes pathogénes et
dont I'expression est induite par les microbes quhes fongiques tels querysiphe

graminiset Fusarium graminearuraussi bien [77, 80].

Jusqu'a la présente étude, la présence des inhibjgeotéiques d'endoxylanase dans le sorgho
n'‘a pas été démontrée et aucune mesure d'effatbition d'endoxylanase n'a été rapportée.

Elliott et coll. [81] ont cependant suggéré la prexe de trois séquences de protéines
homologues de XIP dans le sorgho en se basanteahe de la séquence d'ADN. Basé sur
ces observations et dans le cadre de la valonisdis protéines de sorgho, une partie de la
recherche dans cette dissertation a été concesurdesolement et la purification d'inhibiteurs

protéigues d'endoxylanase du sorgho.

-19 -



SORGHO (Sorghum bicolor (L.) Moench et MIL PERLE (Pennisetum glaucum (L.) R. BR)

1.1.5.2 Glucides

Les glucides constituent approximativement 65 a%8@u poids sec du grain de sorgho.

L'amidon est le constituant principal avec 70 %pde&ls sec du grain. Les glucides restants
sont des polysaccharides en grande partie non amigNSP) et des sucres libres. Dans
certaines rares variétés de sorgho sucre, lessslifores peuvent atteindre des niveaux élevés
(60%) [82].

1.1521 Amidon

L'amidon, le polysaccharide de réserve le plus dhon dans la nature, consiste
principalement en amylose et amylopectine. L'angylest une molécule essentiellement
linéaire se composant d'unités @€1-4)-D-glucopyranosyl, tandis que I'amylopectmeles
chainesu-(1-4)-D-glycosidiques courtes couplées entre gilsdes liaisons-1-6 distribuées
de facon aléatoire. Ce dernier type de liaisonstiinie 5 a 6% du nombre total de liaisons
[83]. La nature semi-cristalline de I'amidon edrilatiée a la forme des doubles spiraux
constitués par les branches d'amylopectine [84hsDa plupart des variétés de sorgho, les
granules d'amidon sont sous forme polygonale e8phérique, de diameétre variable
s'étendant de 5um a 25um, avec une moyenne de 15umidon de sorgho se compose en
moyenne de 70 a 80 % d'amylopectine et 20 a 30athyibse (Tableau 1.3). Cependant,
quelques amidons de sorgho contiennent 100 % dpesiine, alors que d'autres contiennent
62 % d'amylose. L'amidon de sorgho possede desi@i@p similaires a celles du mais, et les
deux sont employés dans beaucoup d'applicationssinelles et alimentaires. Une fois
bouilli dans l'eau, l'amidon forme une péate opaqie viscosité moyenne. Aprés
refroidissement, cette pate se transforme en unrigele d'une maniére irréversible. La

~

température de gélatinisation est de 68° a 75°C [7]
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Tableau 1.3 Composition en glucides du grain de sorgho (%)

171, "185].

Sorgho
Glucides totaux 65- 80
Amidon 60-75°
Composition de I'amidon
Amylose 20-30°
Amylopectine 70-80°
Composition en polysaccharide non amidonien (NSP)| 2,0-7,0
Arabinoxylane (AX) 55,0
B-glucane 40,0

11522 Polysaccharide non amidonien (NSP)

Le sorgho contient des polysaccharides non amidef{idSP), principalement situés dans les
parois des cellules du péricarpe et de I'endospeanex des proportions dans le grain de
sorgho s'étendant de 2 a 7% selon la variété (Zmlle3) [86, 87]. Les NSPs dans le grain de
sorgho sont essentiellement constitués d'arabinory(AX) et deB-glucanes, représentant
respectivement 55% et 40% de tous les NSP [87, 88].

Arabinoxylane

L'arabinoxylane (AX) se compose d'une chaine li@édie a-(1-4)-D-xylopyranose (Xylp)
substituée avec des chaines latérales d'arabinoiegAraf) attachées par l'intermédiaire de
liaisonsa-(1-3) et/ou den-(1-2) (Figure 1.6) [56, 89]. La structure de I'Adans différentes
céréales varie considérablement dans les rapp@utabihose/Xylose (A/X). Il y a un degré
élevé d'hétérogénéité lié a ces polysaccharidéscipalement provoqués par la variation
dans le degré de polymérisation (DP) et de didinbuwles résidus d'Araf le long de la chaine
de xylane et de la proportion des différents tygediaisons des résidus d'Araf a la chaine de
Xylp. Ces différences structurales sont responsabés variations des propriétés physico-
chimiques et biologiques des arabinoxylanes déérdiftes céréales [90].
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OH

Figure 1.6 Eléments structuraux présents dans les arabiaosgl (A) non substitué
Xylp;(B) monosubstituté Xylp a O-2; (C) monosuhsit Xylp a O-3 avec un résidu acide
férulique estérifié a Araf et (D) Xylp disubstitadd-2,3 [56].

Les AXs présentent des avantages alimentairesoiisriches en fibres solubles et insolubles.
Dans le blé, I'AX joue un réle important en mairgenl'équilibre de I'eau dans la pate [91] et
affecte fortement les propriétés rhéologiques deala [92], et la rétrogradation de I'amidon
[93]. Il est aussi impliqgué dans la qualité parifeade la farine [94, 95]. Selon lzydorczyk et
Dexter [96], les arabinoxylanes du riz, du sorgto, mil, du son et du mais sont plus
complexes que ceux de l'orge et du blé. Leurs bemdtatérales contiennent, en plus des
résidus d'arabinose et de xylopyranose, le galgopse, et des résidus d'acideD-
glucuronique. Verbruggen et coll. [87] ont trouwéed'AX de sorgho peut contenir de l'acide
férulique et l'acide p-coumarique et est appel€éwghnoarabinoxylane (GAX) a cause de la
présence d'un fort pourcentage flglucanes. Le GAX de sorgho est en grande partie

inextractible dans I'eau [87, 97].

La figure 1.7 donne une vue densemble des enzydeggadantes des AXs. Les
endoxylanases hydrolysent I'AX intérieurement etdpisent des xylo-oligosaccharides non
substitués ou substitués, qui pourraient étre endégradés par las-D-xylosidases (EC
3.2.1.37). De l'extrémité non réductrice, des side Xylp sont alors libérés. Des résidus
d'Araf sont libérés para-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55). Des résidiaides
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féruliques et p-coumariques estérifies & O-5 demlué d'Araf sont libérés par les estérases
(EC 3.1.1.6) [98, 99]

72 endo-(1-4)-p-D-xylanase

& - (1-4)-p-D-xylosidase o
<—=: a-L-arabinofuranosidase

N feruloyl esterase

Figure 1.7: Vue d'ensemble de I'hydrolyse enzymatique de paXdes enzymes dégradantes
de I'AX [99].

En raison de son degré élevé de substitution, 1X @& sorgho est moins dégradable par les
endoxylanases que I'AX du bl&r{ticum aestivumL.) ou de l'orge Klordeum vulgarel..)

[100, 101]. En outre, le GAX de sorgho peut égalemaccasionner des difficultés de
filtration [100]. Il est également suspecté danglduction de la digestibilité des protéines de
sorgho, en réduisant l'accessibilité des enzymeegytiques ou la formation de complexes
non digestibles [29]. L'utilisation des endoxylaemsappropriées en combinaison avec les
enzymes accessoires telles que des arabinofurasesiddes glucuronidases, et des estérases
peut partiellement résoudre ces imperfections @ogmues du sorgho.

Glucanes

Les B-Glucanes sont un groupe divers de molécules dsemaléculaire variable. Lgs
Glucanes se trouvent le plus généralement sousefatencellulose dans les plantes, dans
I'écorse des grains de céréale, les parois deleslties levures, de certains mycetes, des
champignons et bactéries. Quelques formeg-gleicanes sont utiles en nutrition humaine en
tant qu'agents de texturisation, et en tant qupléopents solubles de fibres. La cellulose n'est
la plupart du temps pas soluble dans l'eau et edégesolutions alkalines et acides pour

I'extraire. LesB-glucanes de sorgho comportent la cellulose git*glucanes), les glucanes
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de curdlan-type (1,B-D-glucanes), et les glucanes de lichenan-typeffI)3glucanes et 1,4-
B-D-glucanes) [86, 87, 101). C@sglucanes sont principalement non extractibles daas,

et forment des solutions visqueuses et collantes.

1.1.5.3 Constituants mineurs

1.1.5.3.1 Lipides

Les lipides libres composent 2 a 4 % de la maséahe de la graine de sorgho et les lipides
reliés 0,1 a 0,5%. La majeure partie des lipidésiésée dans le germe [1]. Les acides gras
dans le sorgho sont fortement insaturés, dont 76t sous formes d'acides oléiques et
linoléiques [1, 5, 6]. Le sorgho contient des lggdhon polaires appelés "cires”, ces derniers
constituent 0,22 a 0,5 % du grain entier. Les épigholaires du sorgho sont principalement
des glycolipides et des phospholipides constitudn& 11 % des lipides totaux [1].
Policosanols (également appelés les alcools goag)ws mélange d'alcools aliphatiques de
masse moléculaire élevée qui font partie des coamesle cire du sorgho. Ces cires ont une

propriété tres intéressante, celle de pouvoir abaige cholestérol [13].

1.1.5.3.2 Vitamines et sels minéraux

Le sorgho contient des niveaux élevés de vitamigtiesle sels minéraux. Des niveaux
appréciables de caroténe (vitamine A), de niacui@arfiine B3), d'acide folique (vitamine
B9), et de biotine (vitamine H), de riboflavinet@mine B2), de pyridoxine (vitamine B6) et
d'acide pantothénique (vitamine B5), ont été détedans le grain de sorgho [5]. La teneur en
cendres dans le sorgho est de 1 a 2 %. Comme alghsgplart des céréales, le potassium et le
phosphore sont les sels minéraux principaux. Lesanix de calcium et de zinc tendent & étre

bas dans le sorgho [1] (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4:Constituants mineurs du grain de sorgho (% enaregtiseches)
[1, 5]

Constituants mineurs dans 100g de grain de sorgho
Lipides (g 2,0-4,0
Sels (g 1,0-2,0
Fibres (g 2,0
Fibres alimentaires ( 8,3
Vitamine B6 (RE* 0,5
Vitamine A (mg 21
Thiamine (mg 0,35
Riboflavine (mg 0,14
Niacine (mg 2,8
Calcium (mg 21
Chlorures (mc¢ 57
Cuivre (mg 18
Fer (mg 5,7
Magnesium (mg¢ 14C
Manganée (mg n.d
Molybdene (mc¢ n.c
Phosphore (mi 36¢
Potassium (m( 22C
Sodium (mg 1¢
Zinc (mg n.c

*RE = retinol equivalent;

1.1.5.3.3 Polyphénols

Le sorgho est une source riche de polyphénols.ppbgphénols se trouvent sous forme de
tannins, d'acides phénoliques et d'anthocyanineau@®up de polyphénols sont colorés et
sont responsables de la pigmentation de la gra;mesaigho [1]. Les polyphénols sont
intimement liés a la protection des graines delsmicpntre les attaques des parasites et des
oiseaux. Les polyphénols de sorgho possedent uivé@antioxydante élevee. lls offrent des
possibilités intéressantes de lutte contre lescaadt libres dans la santé humaine [13]. Les
tannins du sorgho sont presque exclusivement dal 'tygondensé ", ils sont principalement
des produits polymérisés de flavan-3-ols et/oualeah-3,4-diols [13].
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1.1.6 Conclusion

Dans ce chapitre, une courte description des graleesorgho et de leur composition a été
présentée, récapitulant les travaux précédents cam®maine. Les protéines de sorgho ont
éte traitées de facon plus détaillée. La fractiopigmine plus communément connue sous le
nom de kafirine a été décrite. Dans la fractioualimes et globulines, un intérét particulier a
été porté sur la description des endoxylanasesstinthibiteurs d'endoxylanases. La fraction
de glucides a été décrite plus en détail, se caragnsur lI'amidon et l'arabinoxylane. En

conclusion, les constituants mineurs dans le soayiiceté brievement mentionnés. Dans le

prochain paragraphe, une description similaire steztuée sur le mil.

1.2 LE MIL PERLE ( Pennisetum glaucun{L.) R. Br)

1.2.1 Introduction

Les mils sont classés avec le mais, le sorghe, @ik dans la sous-famille dBsinicoideae
de la famille des?oacead4]. La FAO a estimé la production globale dessnaeih 2007 a 32
millions de tonnes, les classant 6émes parmi leSat#s les plus cultivées, juste apres le
sorgho Sorghum bicoloiL.) Moench). Ces céréales a petites graines maigsonnées pour
I'alimentation humaine et animale. Les especesitieles plus largement cultivées en termes
de production mondiale sont, par ordre décroissamtyil perlé Pennisetum glaucum (L.) R.
Br), le mil d'italie Setaria italical.), le proso mil Panicum miliaceuni.) et le petit mil
(Eleusine coracand.) [7, 102]. Le mil perlé est le plus largemegdloppé de tous les mils,

il est tres adapté aux régions tropicales semearalec des saisons de croissance courtes, il
peut étre cultivé sur des sols sablonneux et peilefe Le mil peut tolérer des conditions de

croissance faibles, telles que la chaleur et |laes@sse intenses [103, 104].

Descendu d'une herbe sauvage d'Afrique occidern¢afeil perlé a été domestiqué il y a plus
de 4.000 ans, probablement dans ce qui est mairitenaceur du désert du Sahara. Il y a bien
longtemps, il a été répandu en Afrique de I'Egtes en Inde [1, 5]. Les deux régions l'ont
adopté intensément, actuellement le mil perlé esteu un aliment principal dans ces
régions. Maintenant, des mils peuvent étre troulads plusieurs régions d'Asie, d'Afrique, de
Chine et de Russie [11, 102]. Le mil perlé est smltenu par la science et la politique. En
dehors de I'Inde et de certaines régions d'AfrigjudAsie, cette céréale est mal connue sinon
complétement inconnue dans les autres régions cuendar conséquent, elle reste derriére

le sorgho et loin derriére les autres grains ppiagk dans son développement génétique. Par
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exemple, ses rendements moyens sont a peine del@g§tammes par hectare [105] et c'est
presque entierement une récolte de subsistancmilljgerlé est une céréale appartenant au
genrePennisetunui contient environ 140 espéces tropicales. Lieperilé est plus résistant

aux maladies que le sorgho, le mais, ou dautr@segde céréales. En outre, il est moins

sensible aux insectes parasites.

L'idée répandue que le mil perlé est essentiellérner récolte destinée a l'alimentation

animale est erronée. Le grain est réellement un@&rmgremiere supérieure, contenant au
moins 9 % de protéines et un taux en acides anssgEntiels équilibré. C'est une céréale de
grande énergie et qui ne contient pas de tanniriesnautres composés qui réduisent la
digestibilité des protéines dans le sorgho ou autéréales [5]. Dans cette section, la
production et I'application du mil perlé serontrii@s. Un focus sera mis sur la structure et la

composition des grains de mil perlé, en particideefraction protéique.

1.2.2 Description de la panicule de mil perlé

La taille de la plante de mil perlé peut s'éteribrd,5 a 4 m et le grain peut étre bleu presque
blanc, jaune pale, brun, gris, ardoise ou pourpaefleur est une panicule (Figure 1.8). Les

A n

nombreuses fleurs sont repliées étroitement autur axe cylindrique appelé "rachis” qui
peut s'étendre dans la longueur de 15 a 140 cendisnéa panicule est caractérisée par une
inflorescence habituellement jaune verdatre, etlat @tre cylindrique dans toute sa longueur
ou effilée a une ou aux deux extrémités.

Le nom mil perlé est du a I'apparence brillante gieénes dans la panicule qui rappelle la

brillance des perles.
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Figure 1.8: Panicules de mil peri@ennisetum glaucuifL.) R. Br)

1.2.3 Production et applications du mil perlé

La production globale du grain de mil perlé dépdssaillions de tonnes par année, ou I'Inde
contribue presque a la moitié en termes de surfagiésées (9,1 millions de hectares) et de
production (7,3 millions de tonnes) [105]. Au moBR0 millions de personnes dépendent du
mil perlé pour leurs subsistance [5]. Le mil pextt trés souvent la récolte de céréale la plus
productive sur les sols les plus secs et les pérdes en Inde et en Afrique. D'un point de vu
agronomique, il n'y a aucune raison pour laquedlenil perlé ne pourrait pas (comme le
sorgho) devenir utilisé dans le monde entier. Eet,efles recherches récentes aux Etats-Unis
ont prouvé que ses perspectives d'exploitation Iseaticoup plus prometteuses pour l'avenir.
Le mil perlé pourrait également devenir extensiveinuilisé dans les parties les plus chaudes
et les plus séches de I'Amérique latine, de I'Asietrale, et du Moyen-Orient. Cette céréale
pourrait avoir un avenir dans les régions a clins&ss de I'Australie et d'autres pays aussi
bien. En Afrique, le mil est utilisé pour produita couscous et les différents types de pains
traditionnels [102]. En Afrique et en Asie le mién est consommé directement par les
populations locales sous forme de pains non fer@semoti) ou fermentés (kisra et gallettes),
de boissons, de gruaux, de nourritures cuitesvapaur, et de nourritures bouillies. Dans les
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pays développés, le mil perlé est employé prineipaint comme céréale fourragére [102].
L'aliment principal des régions montagneuses awelNast la farine de mil mélangée aux
dattes seches et au fromage sec de chévre. Métaregéde l'eau il peut étre mangé sans
besoin de cuissson. Au Nigéria, le grain de milfeshenté, comme le mais ou le sorgho,
pour produire l'ogi un aliment traditionnel. A l&nir, le mil perlé peut étre employé dans
beaucoup plus de types de nourritures. Le faill geut étre transformé en des produits
ressemblant a ceux normalement produits a partri@wou du riz devrait le rendre acceptable

pour beaucoup plus de personnes [4, 6, 102].

1.2.4 Structure du grain de mil perlé

Les grains de mil perlé sont de forme ovoide etwiten 3 a 4 millimétres de long, beaucoup
plus grand que ceux d'autres especes de mils.ile de 1000 grains varie de 2,5 a 14 g avec
une moyenne de 8 g. La forme du grain de mil pgdéemble a une larme sur une extrémité.
La taille du grain de mil perlé est approximativerle tiers de celle du sorgho. Les grains de
mils montrent une diversité considérable de coslede forme et de taille. Les principaux
composants anatomiques sont le péricarpe, le germembryon et I'endosperme comme
représenté sur la figure 1.9 [7, 23]. L'embryoriadgraine apparait comme une tache foncée
sur le bout de la graine [7, 23]. La distribution reasse dans le mil perlé, est 8,4 % pour le
péricarpe, 75 % pour I'endosperme et 16,5% pogerme [106].

Le péricarpe se divise en trois couches, I'épicdgpmésocarpe et I'endocarpe. L'aleurone est
une couche épaisse, attachée au péricarpe [1].étieappe du caryopse de mil perlé se

compose de I'épicarpe avec un ou deux couchedldiesedu mésocarpe dont I'épaisseur est
variable en raison des facteurs génétiques etedddtarpe composée de cellules croisées
(CC) et de cellules tubulaires (CT). La couche dsacarpe du mil perlé ne contient pas de

granules d'amidon.
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Péricarpe

Couche d’aleurone
Endosperme amidonien
Scutellum

Cellule épithélial scutellaire
Embryon ou germe

EP

ccC

TC _

AL

E Granules d’amidon
Matrice de protéines

CuU Cutin

EP Epicarpe

M Mésocarpe

CcC Cellules croisées

TC Cellules tubulaires

T Testa

AL Couche d’'aleurone

E Endosperme périphérique

Figure 1.9: Coupe longitudinale et des couches externes dain de mil perlé [23].
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1.2.5 Composition du grain de mil perlé

La composition moyenne du mil perlé est comparabtelle des autres céréales. Les points
les plus importants sont récapitulés ci-dessous deicides composent habituellement
environ 70 pour cent du grain sec dont la majeamtigpest exclusivement de I'amidon. En
termes d'abondance, les protéines constituentugielae fraction dans le mil perlé comme

dans les autres céréales. Le mil ne contient p&asnahén, et contient 5 a 7 % de lipides.

1.2.5.1 Protéines

Les analyses effectuées sur plusieurs centainggpds de mils ont montré que les niveaux de
protéines sont plus élevés que dans le sorghoewiept varier de 9 a 21 %, avec une
moyenne de 16 %. Cependant, les variétés utiliséles plus répandues ont une moyenne de
11 a 12 %. La digestibilité des protéines de miléest beaucoup plus élevée que celle du
sorgho avec une moyenne de 89 %. Les cultivarsildeamé ne contiennent pas de gluten, ce
qui les rend appropriés aux céliaques [7, 14]. iadilpd'acides aminés essentiels montre que
le mil perlé contient plus de lysine, thréoninetimanine, et cystine que le sorgho ou d'autres
mils. Son contenu en tryptophane est également @lexe [5]. Cependant, une grande
variation en teneur de lysine est observée parmicldtivars de mils, ainsi des valeurs
extrémes de 1,59 a 3,8 g par 100 g de protéineét@nbbtenues en littérature [5, 7]. Ces
cultivars a teneur élevée en lysine sont préférésaeson de leurs propriétés alimentaires
élevées [1, 8]. D'autre part, la connaissance dasmnismes qui déterminent la synthése des
protéines et les génes qui les codent sera edseptieir améliorer la quantité et la qualité des

protéines dans des variétés de mil perlé moissar{iés].

Le tableau 1.5 représente les taux des différantdsses de protéines de mil perlé ainsi que la

composition en acides aminés essentiels.
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Tableau 1.5 Composition en protéines et en acides aminéemn¥atiere séche]
du mil perlé [1, 5, 7, 12]

Protéine (%) 9-21
Albumines 6-10
Globulines 12-17
Prolamines (Pennisetine) 50
Glutélines 30
Acides aminés essentiels (% de protéine)
Cystine 1,8
Isoleucine 3,9
Leucine 9,5
Lysine 3,2
Méthionine 1,8
Phenylalanine 4,1
Thréonine 3,3
Tryptophan 1.4
Tyrosine 3,0
Valine 4,9

Les prochains paragraphes fournissent une vue edfénle sur les propriétés et la

fonctionnalité de ces fractions de protéines, pales objet de cette dissertation.

1.2.5.1.1 Prolamines et glutélines

Dans le mil perlé, comme dans le sorgho, le mais, @ix, la fraction principale de protéines
est celle soluble dans l'alcool appelée: prolamift@s Les prolamines de mil, appelées
pennisetines, représentent plus de 50% en moyeen& draction de protéines totales
(Tableau 1.5). Les protéines solubles dans lestisoki alcalines appelées: glutélines
représentent 30 a 45%, les protéines solubles demssolutions salines: globulines
représentent 12 a 17%, et les albumines 6 a 10%4.[Ra composition en acides aminés des
pennisetines est comparable a celle des zéinedarfures de mais) et des kafirines
(prolamines de sorgho). avec des concentrationgéé&de de glutamate, de glutamine,
d'alanine, de leucine, et des teneurs relativefiadoies en cystine, méthionine, et proline [7].
La fraction de glutélines a attiré moins d'attemtiue les prolamines de mil, les informations

se limitent seulement a sa composition générale.

L'électrophorese unidimensionnelle des prolaminesmil perlé donne lieu a trois bandes

distinctes. Ces prolamines de MM 27, 22 et 12 k@a appelées A-, B- et C-pennisetines,
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respectivement [107, 108]. Une fois analysée sugelrbidimensionnel, la bande principale
de protéine d'A-pennisetine se subdivise en quadigpeptides principaux tandis que la
forme B-pennisetine apparait en trois polypeptid€s8]. Les séquences N-terminales de A-,
B-, et C-pennisetine ne présentent aucune homoéogadles des autres céréales de la famille
desPoaceaeou Gramineag108]. Bugs et coll. [109] ont montré que les psetines de mil
sont cependant plus proches dans leurs structusepralamines du mais (zéine). Certaines
de ces pennisetines sont riches en méthioninepreparables aux zéines de mdis €t 5-
zéine), le choix des génotypes contenant des piopsrélevées de ces protéines peut mener
a l'amélioration de la qualité alimentaire des &7, 109, 110].

Les informations sur la caractérisation des petinsg sont trés limitées, malgré son
importance. C'est un domaine qui reste encore @&jetpbjectif de cette étude est
d'approfondir ce qui a déja été fait sur les prat@® de mil et plus particulierement les

cultivars de mil cultivés dans le Sahara Algérien

1.2.5.1.2 Albumines et globulines

Comme précedemment indiqué les albumines et ldsuljh@s sont connues pour étre des
protéines physiologiquement actives telles queeregymes ou les inhibiteurs d'enzyme. Dans
le cadre de la valorisation des protéines du raisdcette section un apergu est donné sur les
enzymes et inhibiteurs d'enzymes qui ont été peynéwkent purifiés et caractérisés a partir

des graines de mil perlé.

Enzymes
La phenylalanine ammonia lyase (PAL) est une enzym@iquée dans la résistance au

mildiou "downy mildew", une maladie des plantesemnentales causée par les moisissures
Peronosporaou Plasmopara PAL a été purifié a partir de différents cultisadu mil perlé.
L'activité de la PAL est élevée dans les cultivé@sistants a la maladie. De plus, une grande
variabilité dans l'activité enzymatique a été cateést entre les cultivars [111].

Une forte activité de la polyphenol oxidase (PP@)édétectée dans les jeunes plantes de mil
perlé résistantes ou sensibles, avec ou sans aimsuldu microbe pathogene du mildiou
Sclerosporagraminicola(Sacc.) Schroet. Les jeunes plantes des variésistardtes ont
présenté une plus grande activité de la PPO qugelees plantes sensibles, et les jeunes

plantes inoculées ont eu des niveaux sensiblentestaevés de PPO que les jeunes plantes
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non inoculées. Cette enzyme est impliquée danwi@éfense du mil contre ces pathogénes
[112].

Inhibiteurs d'enzymes

Des inhibiteurs d'enzyme avec une activité antifgug ont été également détectés dans
plusieurs cultivars de mil perlé. Récemment, urbidur de cystéine protéase (CPI) exhibant
une forte activité antifongique dans les grainesndeperlé a été épurée avec succes. Sa
masse moléculaire est de 24 kDa et son point is&jee est de 9,8. Sa composition en
acides aminés montre la présence d'une teneureélvésérine et glycine et I'absence du
tryptophane. Cet inhibiteur montre une activitéifangique efficace contr@richoderma
reesei et contre quelques mycetes phytopathogéniques riemgs: a savoir,Claviceps,

Helminthosporium, Curvularia, Alternariat Fusarium speciefl13].

Quatorze variétés de mil perlé ont été examinées peffet inhibiteur contre d-amylase
salivaire humaine. Tous les échantillons de miliohibé lesa-amylases excepté une seule
variété. Les inhibiteurs étaient non-dialysablesrdétété inactivés par traitement a la pepsine,
ce qui montre leur caractére protéique [54].

Giri et Kachole [114] ont décrit une méthode paudgétection des inhibiteurs protéiques de
I'a-amylase par séparation électrophorétique. Le®itehirs de ti-amylase ont été extraits au

moyen du HCI (0,1 M) a partir de la farine de geadu mil perlé. lls ont été analysés apres
fractionnement au sulfate d'ammonium, et sépargs da gel de polyacrylamide contenant
0,5% d'amidon soluble et visualisés par l'incumatdu gel dans une solution salivaire

d'amylase, la détection de I'effet inhibiteur é&ta@uée par coloration a l'iode [114].

Présence des endoxylanases dans le mil

Chithra et Muralikrishna [61] étaient les premiargurifier des endoxylanases du malt de mil.
La masse moléculaire de I'enzyme purifiée est de29sur SDS-PAGE. L'enzyme a montré
une stabilité maximale a 35°C dans une gamme déegHB,0-6,0. Les ions métalliques tels
que C&', Mg*, Mn**, CU*, F&*, Ag®" et Nf* augmentent l'activité des endoxylanases

purifiées.
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Présence des inhibiteurs d'endoxylanases danslle mi

Comme présenté avec plus de détails dans les meqgbi@cédentes, il existe trois types
d'inhibiteurs protéiques d'endoxylanases: TAXI, X#& TLXIl. Ces protéines ont été
identifiées, purifiées et caractérisées avec sudeeplusieurs céreales telles que le ble, le
sarrasin, l'orge et le riz [63, 65, 68]. PuisqueXl'est le composant principal des parois
cellulaires dans le mil perlé, la présence de preginhibitrices des endoxylanases peut étre
prévue. Cependant aucune étude, jusqu'a présepti ntentifier ou purifier ces protéines a
partir du mil perlé.

Basé sur ces observations et dans le cadre déoldsasion des protéines de sorgho et de mil
perlé, une partie de la recherche dans cette thiser a été concentrée sur la purification

d'inhibiteurs protéiques d'endoxylanases des goenmil perlé.

1.2.5.2 Glucides

La principale composante du grain de mil est sous\é¢ de glucides dont la majeure partie
est de lI'amidon. La teneur en énergie disponiblesda graine de céréale dépend de la
digestibilité de I'amidon, déterminée par I'hydsaglydes enzymes salivaires et pancréatiques
[7]. Parmi les polysaccharides non amidonien et calulosique dans le grain de mil perlé,
I'AX constitue le plus grand pourcentage. Puisqudes objectifs principaux de cette
dissertation est la purification et la caracténsatle nouvelles protéines du mil perlé et du
sorgho, telles que les inhibiteurs protéiques digyldnases, la composition en AX dans le

mil perlé sera décrite avec plus de détail darte seiction.

1.2.5.2.1 Amidon
L'amidon de mil perlé se compose denviron deustid'amylopectine (le composant
insoluble qui forme une pate dans I'eau a la teatpgr ambiante) et d'un tiers d'amylose (le

composant soluble qui forme un gel dans I'eau) cemmontré dans le tableau 1.6 [84].

Les granules d'amidon dans le mil perlé sont sphés ou polygonaux et de diametre
variable de 4 a 12 um. La température de gélatiarsae I'amidon du mil perlé est de 60 a
70°C [7]. Plusieurs chercheurs ont remarqué dd®rdiices dans les propriétés physico-
chimiques des amidons de cinq différents cultidaamil perlé examinées [7]. La teneur en
amylose de ces amidons change dans une margee €i2@ita 24 %). La variation de la
capacité de solubilisation dans l'eau (83,6 a 99)5est due aux differences dans les

proportions d'amidon amorphe et cristallin dangydanule; I'amidon amorphe a une plus
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grande capacité d'absorption d'eau que I'amidstatim. La gélatinisation de I'amidon de mil

perlé se produit a une température plus basseaileede I'amidon de sorgho [7].

Tableau 1.6:Composition en glucides dans le mil perlé (% etiégraseche)

5], "[85]
Mil

Glucides 71,0
Amidon 63,1-78,8
Composition de I'amidon
Amylose 33,0°
Amylopectine 66,0
Polysaccharide non amidonien (NSP) 2,0-7,0

1.25.2.2 Polysaccharide non amidonien (NSP)

Dans le mil perlé, la principale partie des polgbaeides non amidoniens (NSP) est de
I'arabinoxylane (AX). Dans le mil perlé, 'AX estup embranchée comparé aux AXs du
sorgho ou du blé. Cette structure provoque desgrédifices dans la fonctionnalité de la farine
de mil telle que: la prise d'eau et la cohésiofad#te. La substitution en acide férulique peut
également étre un des principaux facteurs [115]. 1&6contenu des fibres diététiques change
considérablement entre les céréales. Parmi le Imiblé et le sorgho, le mil perlé est

caractérisé par un niveau plus élevé en fibrestiigies. L'AX est I'un des constituants

principaux des fibres diététiques dans le mil. [1155].

1.2.5.3 Constituants mineurs
1.2.5.3.1 Lipides

Dans le mil perlé, le taux de lipides varie de 3.4% [1]. Les acides gras insaturés sont
constitués de I'acide oléique (54 %), I'acide Bnmplie (40-52 %), et I'acide palmitique (11%)
[1, 7].

1.2.5.3.2 Vitamines et sels minéraux

Le taux de sels minéraux dans le mil perlé est @lergé que dans les autres céréales (1,5-4%)

[1]. Le potassium (418 mg) et le phosphore (339 sagit avec le fer les constituants les plus

-36 -



CHAPITRE UN

abondants (9,8 mg). La quantité de calcium (37 esg)de trois a cing fois plus grande que
dans les autres céréales. Des traces de baryunthrdene, de cobalt, de cuivre, de
manganese, de molybdene, de nickel, dargentroetisim, de titane, de vanadium, de zinc,
et d'iode ont été également notées (Tableau 1.7).

Une grande variété de vitamines telles quevitamine A, la thiamine, la niacine et la

riboflavine sont présentes dans le grain de miegéi.

Tableau 1.7 Constituants mineurs des grains de mil perlé d@&@sg de farine de graines [5]

Constituants mineurs dans 100g de farine de mil

Lipides (g) 4,8
Sels (g) 2,3
Fibres (g) 1,9
Fibres alimentaires (g) n.d
Vitamines

Vitamine B6 n.d
Vitamine A (mg) 22
Thiamine (mg) 0,31
Riboflavine (mg) 0,19
Niacine (mg) 2,6

Sels minéraux

Calcium (mg) 37
Chlorures (mg) 43
Cuivre (mg) 0,5
Fer (mg) 9,8
Magnesium (mg) 114
Manganese (mg) 0,8
Molybdene (mg) 190
Phosphore(mg) 339
Potassium (mg) 418
Sodium (mg) 15
Zinc (mg) 2,0
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1.2.6 Conclusion

Dans ce chapitre, la structure et la morphologitadenicule et de la graine de mil perlé ont
éte décrites. La composition du grain est donnéeintérét particulier est donné a la fraction

protéigue. Dans la partie expérimentale de cetideétnous nous concentrerons sur la fraction
des protéines du sorgho et du mil perlé. Des pregénouvelles a partir de ces céréales

seront isolées, épurées, et caractérisées.
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Chapitre Deux

Généralités sur les protéines de céréales

2.1 INTRODUCTION

Depuis plus d'une dizaine d'année un intérét pdiicest porté a la valorisation alimentaire
et non alimentaire des protéines végétales en glénét des protéines de céréales en
particulier. Les céréales sont des plantes appartepour la plupart a la famille des
graminées, elles sont cultivées pour leurs graonsestibles.

Elles doivent leur nom éérés déesse romaine des moissons. Ce sont : le big, le mais,
I'orge, le seigle, l'avoine, les différentes espeate mil et millet et de sorgho, d'autre part le
sarrasin, qui n’est pas une graminée, est aussid#&né comme une céréale

L'un des objectifs principaux de cette dissertaéisnla valorisation des protéines de sorgho et
de mil perlé, par l'isolement, la purification et ¢aractérisation de nouvelles protéines et la
détermination de leur effets ou bioactivites.

Dans ce chapitre, les principales méthodes de tésisation des protéines de céréales sous
formes natives ou modifiées, ainsi que leurs appbos, seront présentées.

Un intérét particulier est porté aux proprieteshteefonctionnelles et bio-fonctionnelles des

hydrolysats enzymatiques des protéines de céréales.

2.2 STRUCTURES ET CLASSES DES PROTEINES

2.2.1 Les acides aminés

Les acides aminés sont les blocs élémentaires itdiist des protéines chez toutes les

especes, des bactéries aux humains, les protémesamposées d'une série de 20 acides

aminés standards.
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Dix neuf d'entre eux sont des acides aminés coraptam radical amine (-NHlet un acide
carboxylique (-COOH). Les acides aminés sont deésigsoit par une abréviation
correspondant aux trois premiéeres lettres de lear soit par une seule lettre par exemple, la
proline sera abrégée en Pro ou P, l'alanine seégéd en Ala ou A, l'arginine sera abrégée en
Arg ou R [117].

RCH-COOH

NH>

Les 20 acides aminés standards ne different entxeqae par la structure de leur chaine

latérale ou groupement radical "R". lls peuvent &egroupés en différentes classes en

fonction des propriétés de leur chaine latérale.

lIs présentent des propriétés physico-chimiquetrdifites certains sont acides alors que

d'autre sont basiques. Certains possedent deseshaigrales courtes, d'autres sont polaires.

Certains disposent d'une conformation rigide, dsupeuvent réagir pour former soit une

liaison hydrogéne soit une liaison covalente, quetqunes ont une importante réactivité

chimique [117].

Les acides aminés sont classés en deux famillegsidude vue nutritionnel [117]:

» Les acides aminés essentiels: Lysine, Thréoninethibténe, Valine, Phénylalanine,
Leucine, Isoleucine, Tryptophane, Histidine.

» Les autres acides aminés sont classés non essgraides normes de I'0O.M.S.

2.2.2 Les protéines

Les protéines sont des séquences linéaires d'aaide®s lies entre eux par des liaisons
peptidiques. La liaison peptidique est une liaisdmmique covalente formée entre le
groupement amine d'un acide aminé et le groupeoaehbxyle d'un autre acide (Figure 2.1).

La liaison ainsi formée est dite liaison peptidique

HN COOH H NH COOH CO— H COOH
HNY . A
CH

CH B CH——> CH + HO
| | | |

R1 R2 R1 R2

Figure 2.1: Formation d'une liaison peptidique
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Une fois deux acides aminés unis par une liaisqutigigue pour former un peptide, deux

groupements restent encore libres. Un groupememéamune extrémité et un groupement
carboxyle a l'autre extrémité, chacun d'eux pouvargon tour étre lié a d'autres acides
aminés.

Ainsi, de longues chaines linéaires d'acides amp®s/ent se former par des liaisons
peptidiques pour constituer des polypeptideschaine polypeptidique se replie pour donner
une forme spécifique (conformation) a la protéioette conformation est un arrangement
tridimensionnel des atomes, déterminé par la ségueles acides aminés, il y'a quatre
niveaux de structures dans les protéines: strugitireaire, secondaire, tertiaire et parfois

quartenaire [117].

2.2.2.1. Structure des protéines

2.2.2.1.1 Structure primaire

La structure primaire d'une protéine est la séqudi@aire des acides aminés dans les
chaines protéiques assurée exclusivement par desors peptidiques, covalentes, la

détermination de cette structure, donc de I'enelma@émt des acides aminés est réalisée au
laboratoire comme dans le cas des oligopeptides;qrabinaison de méthodes enzymatiques

et chimiques [117].

2.2.2.1.2 Structure secondaire

La structure secondaire désigne un arrangemenikpat la chaine protéique, qui rend un
aspect régulier, ordonné a la protéine, grace farfaation de liaisons hydrogenes entre les
groupes carbonyles — CO et les groupes — NH. Bigan grand nombre de possibilités
s'offrent pour la formation des liaisons hydrogenssuls quelques types de structures
secondaires sont rencontrés chez les protéines typecorrespondent a des configurations

préférentielles (hélice et feuilletp) [117].

2.2.2.1.3 Structure tertiaire :

On désigne ainsi la structure spatiale que premdpuatéine globulaire par repliement de la
chaine sur elle méme, donc elle désigne la facont s chaines polypeptidiques sont
courbées dans les trois dimensions pour formerstasctures compactes et extrémités
enroulées des protéines globulaires. Bien quefithéament, un grand nombre de structures

tertiaires soient possibles, il s'avere en réaité pour une protéine déterminée, une seule
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structure tertiaire est rencontrée a |'état n@tiftte structure permet a la protéine d'assurer de

facon efficace son réle biologique (effet catalyggles enzymes) [117].

2.2.2.1.4 Structure quaternaire :

Elle se caractérise par un niveau d'organisatigrérseur, par exemple plusieurs chaines
protéiques s'associant pour former un édifice ptumplexe. Les protéines sont constituées de
sous unités associées pour former des dimeresgana@res d’ordre supérieur.

L’hémoglobine est ainsi formée de quatre sous sniigux de types et deux de typef
[117].

2.2.2.2. Différents types de protéines

Le nombre de protéines actuellement connu estgtiasd, seulement une petite partie a été
correctement purifiée et séquencée. Certainesipestéomme les albumines et les globulines
sont en proportions importantes, elles constité@ 70 % de lI'ensemble des protéines. Leur
activité biologique est multiple puisqu'elles sevé transporter des substances diverses
(acides gras libres, vitamines, hormones...), anteair la pression osmotique a la
coagulation, a catalyser les réactions biochimiquets a permettre les réactions
immunologiques.

Les protéines peuvent étre divisées en deux gratldsses en fonction de leur conformation

comme Ssuit;

2.2.2.2.1 Les protéines fibreuses (Scléroprot@ifids]

Elles sont constituées de chaines polypeptidiqaegées parallelement le long d'un méme
axe pour former de longues fibres. Elles sont uidek dans I'eau, de poids moléculaire tres
élevés, elles constituent les tissus de soutide erotection (ongles, cheveux).

Kératine: Constituant protéique essentiel des cheveux, dis, pes ongles, des sabots des
mammiféres et des plumes des oiseaux.

Cette protéine est riche en cystéine qui permdbraation de nombreux ponts disulfures.
Certaines de ces protéines sont tres résistartesnaymes protéolytiques, ce qui permet leur
emploi comme fibres textiles (soie, laine).

Fibroine: I'exemple type est de la protéine secrétéegrael a soie. Elle est particulierement
riche en glycine et alanine, la prédominance dénesalatérales favorise la structure en

feuillets plissés.
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Collagéne on donne ce non au constituant majeur du tissjorotif des animaux supérieurs,
ses fibres jouent un réle de soutien essentiel(geadons) et on les rencontre dans la plupart

des organes, ou elles contribuent a assurer lditgaties édifices cellulaires.

2.2.2.2.2 Les protéines globulairgsl 7]

Parmi lesquelles figurent les protéines douéestivi@s biologiques, elles sont souvent
solubles en milieu aqueux dans les solutions saliilaées.

Les protéines globulaires sont constituées de ebajmlypeptidiques étroitement repliées,
elles sont de forme compacte sphérique ou ovoideort caractérisées par des poids
moléculaires variables. Certaines des protéinebutdires possedent des fonctions de

transport comme l'albumine sérique.

2.3 LES PROTEINES DE CEREALES

Les graines de céréales sont considérées en agrecabmme matieres premiéres riches en
polyméres naturels (biopolyméres): amidon, pro&irmmlysaccharides non amidoniens et
lipides [1, 2-4] L'extraction commerciale de ces polymeres se fauis longtemps par voie
séche, humide et combinaison entre les deux. ldetitm par voie humide permet la
séparation de ces biopolyméres par tamisage, faydtion et différence de densité. Cette
méthode permet de récupérer 'endosperme qui estité principalement de 80% d’amidon
[5, 6].

Les céréales ont été cultivées depuis plusieuréémaires avant notre ere. Le blé est
originaire d’Asie mineure, le sarrasin d’Asie caier le riz d’Asie et d’Afrique, le mais est la
seule céréale originaire d’Ameérique et enfin le gtille sorgho proviennent principalement
d’Asie et d’Afrique [7].

La deuxieme composante principale des grainesrdaleg est la fraction protéique. La teneur
en protéines est influencée a la fois par les tastgénétiques et environnementaux. Selon
Osborne, il existe cing classes de protéines demscéréales [1, 35, 118]. Les albumines
caractérisées par leur solubilité en milieu sdles globulines caractérisées par leur solubilité
dans l'eau ; les gluténines représentent la fracsimuble dans les solutions alcalines ou
acides, les protéines insolubles et enfin les primlas caractérisées par leur solubilité dans les
solvants organiques. Cette derniere famille de@mes est plus abondante dans les céréales.

Le tableau 2.1 représente les pourcentages denpraa dans différentes céréales. Les
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prolamines de sorgho sont appelées kafirines eéseptent plus de 60 % de la totalité des
protéinesLes prolamines du mil sont appelées pennisetinespeésentent plus de 40% de la
totalité des protéines.

Dans le chapitre précédent 1, les protéines ddeatde mil perlé ont été décrites en détalil.

Tableau 2.1: Pourcentages de prolamines dans plusieurs eérpat rapport aux
protéines totales (www.nutramed.com) [118]

Céréale | Prolamine % de prolamines par rapport awofgines
totales

Froment | a-Gliadine (Gliadin) 69

Seigle Sécalinine (Secalinin) 30-50

Avoine | Avenine (Avenin) 16

Orge Hordénine (Hordein) 46-52

Millet Pennisetine (Pennisetin) > 40

Mais Zéine (Zein) 55
Riz Orzénine (Orzenin) 5
Sorgho | Kafirine (Kafirin) > 60

Selon Lasztity [119], les protéines de céréalesvgetu étre classées sur la base de leur
solubilité comme précédemment décrit par Osbomlenda morphologie de la graine, selon

leurs propriétés biologiques ou encore selon leonspositions chimiques.

Sur la base de la morphologie des graines de eérdabk protéines de céréales peuvent étre
divisées en trois groupes distincts, les protéidesl'endosperme, celles de la couche
d'aleurone et enfin les protéines du germe. Damstrogs parties de la graine, la teneur en
protéine est tres variable, avec le germe contamamaximum de 30% des protéines de la
graine, directement suivi de la couche daleuronec &20% de protéines. L'endosperme
présente la plus faible teneur en protéines. Lacttre de I'endosperme des différentes
graines de céréales est similaire [119], les pnettide stockage (prolamines et glutélines)
forment une matrice autour du granule d'amidongdaan difficile I'extraction de I'amidon.
Plusieurs chercheurs ont montrés que la composiioprotéines et en acides aminés varie
beaucoup de la partie interne a la partie exteena graine. La richesse en éléments nutritifs

est plus accentuée dans les couches externegderia.
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Selon les propriétés biologiques, les protéinesétéales peuvent étre classées en protéines
cytoplasmiques a activé métabolique telles quenleibiteurs d'enzymes, ou en enzymes ou
encore en protéines de stockage telles que lesarpiés (protéines a faible poids

moléculaires) et les glutélines (protéines a pod#eculaires éleves) [119]

La troisieme classification est basée sur la coitipaschimique, les protéines de céréales
peuvent étre classées en protéines simples ou eties complexes (lipoprotéines,
glycoprotéines, métalloprotéines, chromoprotéineg.).e L'existence des complexes
protéigues est intéressante, plusieurs cherchaursnontrés que les protéines complexes
d'une part et les interactions protéine-lipideretgine-glucide, jouent un réle important dans

les propriétés et la valeur technologique des mifftes graines de céréales [119].

2.4 TECHNIQUES DE SEPARATION ET D'ANALYSE DES PROTEINES DE
CEREALES

Plusieurs techniques ont été utilisées pour caiaetdes protéines en général et les protéines
de céréales en particulier. L'électrophorése etctmomatographie sont les principales
techniques utilisées pour la séparation et la ténaation des molécules (protéines, acides

nucléiques etc..) [1,120]

2.4.1 Techniques électrophorétiques

En biochimie, I'électrophorése en gel est utiligéer séparer les macromolécules biologiques

en fonction de leur taille et de leur charge élgatr. Le gel est constitué d'une matrice de

polymere baignant dans un tampon conducteur. Deuncipaux polyméres sont utilisés :

I'agarose et le polyacrylamide. On peut faire vdeaeconcentration de polymeére par rapport a

celle du tampon, ainsi que son taux de réticulat®ias le polymeére est concentré et réticulé,

et plus la taille des pores du gel est petite. €ut pinsi ajuster les propriétés du gel a la taille

des molécules a analyser.

» L'agarose est utilisé a des concentrations de G526 (masse/volume) et permet de
séparer des molécules de trés grande taille, patenent I'ADN ou I'ARN ;

» Le polyacrylamide est utilisé & des concentratdegl% a 20% (masse/volume) et permet

de séparer des molécules plus petites : protéipegtides et des fragments d'acides
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nucléiques. On peut aussi faire varier sa rétimraftaux de ramification) lors de la
polymérisation pour moduler les parametres de sépar;
Pour les deux types de polymeres, le gel peutudiiisé a I'états natif ou dénaturé. Dans ce
second cas, un agent dénaturant est ajouté daas\pon : un détergent, le sodium dodecyl
sulfate (SDS) pour la séparation des protéinesu(Dappellation sodium dodecyl sulfates-
poly-acrylamide gel electrophoresiSDS-PAGE)), et un agent chaotropique: l'uréey pes
acides nucléiques.

On peut aussi faire des électrophoréses en geidiam

2.4.2 Techniques chromatographiques

La chromatographie en phase liquide a haute pediocey connue par l'abréviation anglaise
HPLC (High Performance Liquid ChromatographyL'est des techniques de séparation
analytique ou préparative des molécules d'un coénmos un mélange de composés. Les

techniques les plus utilisées pour la séparatismpdatéines de céréales sont citées ci-dessous.

24.2.1 La chromatographie d'exclusion stériqueH§$iPLC)

Les protéines sont séparées selon leur dimensidécoiaire. La phase stationnaire est
composée d'un matériau poreux (petites particudesilite ou de polyméres), les molécules
dont le diameétre est supérieur a celui des porgeuneent pénétrer et ne sont pas retenues. La
durée de séjour dans la colonne augmente lorsquailla des molécules diminue. Cette
technique est souvent utilisée pour séparer leRipas ou les peptides selon leurs masses
moléculaires (MM) [120].

2.4.2.2 La chromatographie en phase inverse (RPLER

En général, la phase stationnaire est majoritaintrm@emposée de petites particules de silice
sur lesquels on a greffé des fonctions chimiquepjus souvent de chaines alkyles a 8 ou 18
atomes de carbones. Les fonctions silanols (Si-Qusubsistent engendrent des interactions
hydrophiles parasites, qui rendent les résultatsreproductibles surtout pour les molécules
basiques. Pour éviter cela, la surface de la sdistegénéralement recouverte par une fonction
méthyle et les fonctions silanols ne sont pluskbmais sous la forme (Si-O-g)Hc'est cette
étape que I'on appelle "end-capping”. Cette phia®isnaire est dite "inverse" car de polaire
et hydrophile (sans les "greffes”), la phase de\apolaire et hydrophobe [120].

Cette technique trouve aussi son application dasgparation des prolamines de céréales en
sSous unités [121].
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2.4.2.3 La chromatographie d'affinité

Ce mode de chromatographie connait depuis 1970éuealabpement sans précédent et est
appelé a prendre une place encore plus grandel'ageor des biotechnologies. Le principe

consiste a utiliser une phase stationnaire coegtitiiun support (silice, polymere) sur lequel
est greffée une molécule organique particuliere ppdisente une affinité sélective pour

certains constituants a isoler d'un mélange. Cewott étre sélectivement adsorbés ou tout

au moins retenus sur la colonne, tandis que lessaabmposants sont trés rapidement élués.

Un changement de la phase mobile (pH, force ionigueajout d'un compétiteur) permet
ensuite d'éluer les substances intéressantesuaviacteur de purification pouvant atteindre
1000. La chromatographie d'affinité s'utilise awkxs colonnes a basse ou haute pression
[120].

2.4.2.4 Electrophorese capillaire a haute perfornm@net electrophorése capillaire a zone
libre: Free Zone Capillary Electrophoresis (FZCE)

Les protéines hydrophobes de réserve des céréalpemt étre séparées par FZCE avec la
haute résolution en utilisant l'acétonitrile (ACNpmme solvant [122]. Les conditions
choisies sont semblables a celles de la RP-HPLE skparations dans les deux systemes se
produisent & bas pH et a concentration élevéeé&pratrile (ACN).

FZCE est actuellement utilisée pour différencier ¢gnotypes de céréales sur la base des
profils d'élution uniques des prolamines. La méthogie peut également étre applicable a
d'autres protéines hydrophobes qui ont été sépaveessucces par RP-HPLC [122].

Dans toutes les techniques précédemment citéesgpkaration des protéines de céréales est
effectuée en 10 & 90 min.

2.5 QUALITE NUTRITIONNELLE DES PROTEINES

La qualité nutritionnelle des protéines est défimiar plusieurs facteurs connus sous
I'appellation "indices de digestibilité", se samtdigestibilitéin vitro des protéines, le score en
acides aminés (AAS) et la digestibilité corrigés geotéines (PDCAAS). Dans cette section

les méthodes de détermination de ces indices sdommges:
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2.5.1 Digestibilitéin vitro des protéines

La valeur nutritive des protéines est souvent déte¥e par la simulatiorn vitro de la
digestibilité des protéines totales. Des enzymgsdiiives sont utilisées pour cela, telles que la
pepsine ou la trypsine. La digestibilit¢ vitro (Eq. 2.1) est calculée par le pourcentage de

I'azote solubilisé sous l'effet de I'action dedigne [123].

~ NRésidu) x100

%Digestibiité = Nesanito

- (2.1)

Echantillon

2.5.2 Score en acides aminés (AAS)

La teneur en acides aminés essentiels dans l@ofrgmotéique donne une idée plus nette sur
la valeur nutritionnelle des protéines. Souventdmsx parameétres (digestibilité vitro et la
teneur en acides aminés essentiels) ne sont desaatd pour définir la qualité nutritionnelle
des protéines. La FAO [124] a défini un autre factelus représentatif. Le score en acides
aminés (Amino Acid Scor€AAS)) représente la mesure les quantités réekssdifférents
acides aminés dans un aliment, en relation avéedein de cet acide aminé. Ce rapport est
défini par I'équation 2.2 (Eq. 2.2).

— AA(mg/ g. proteing.dansla. protéine
AAS_ AArecomandépar.la.FAO/WHO/UNU (1985. pourlesenfantsde.2-5ans (2.2)

Cependant, AAS n'évalue pas si la protéine eststiile ou pas, et c'est pour palier a cela

qu'un autre facteur plus représentatif a été ddaniigestibilité corrigée des protéines" [124].

2.5.3 Digestibilité corrigée des protéines (PDCAAS)

Cette nouvelle balance adoptée par la FAO/WHO [E&4]appelée digestibilité corrigée des
protéines (Protein Digestibility-Corrected AminoidcScore (PDCAAS)) [125]. Ce facteur
est plus représentatif. Le PDCAAS est la concaptratle I'acide aminé limite dans la
protéine alimentaire, qui est exprimée en la prigorou le pourcentage de la concentration

de I'acide aminé limitant par rapport a I'acidersérde référence (Eq.2 3):

PDCAAS: AA(mg/ g.proteingxDigestibiité (2.3)

AArecommandéar.la.FAO/WHO/UNU (1985 pour.lesenfantsde2-5.ans
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Ce rapport est lié au besoin en acides aminés Ipsuenfants en bas ages (2-5 ans) et est

employé pour évaluer la qualité alimentaire de$gmmes pour tous les ages [125].

2.6 HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROTEINES

2.6.1 Rappels sur I'hydrolyse enzymatique
Toute hydrolyse enzymatique des protéines estdanflée par plusieurs facteurs: le substrat
protéigue, la spécificité de I'enzyme et les coodg# de I'hydrolyse.

La structure du substrat protéique est définielpaséquence en acides aminés, le type de

protéines globulaires ou fibreuses [126, 127].

La spécificité de I'enzyme protéolytique est awssifacteur important a prendre en compte
durant I'hydrolyse enzymatique. Les enzymes prytijoles ou peptidases (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochenmyséind Molecular Biology) attaquent les

liaisons peptidiques tout au long de la chaineidkscaminés dans la protéine. L'hydrolyse
enzymatique des protéines est catalysée par degidgmes. Deux familles de peptidases

peuvent étre distinguées: endo et exopeptidasési29].

T |_|| T Peptidase T |'|| |'||
—(|:—|<|:—N—|c ~ o+ .8 =— —|C—||C—O+ H—||\T—c|:—
H O F> H O H R

Les exopeptidases attaquent les acides aminésdphis dans la protéine. Elles sont dites
carboxypeptidases quand elles attaquent l'acideéfimal de la séquence C-terminale, ou
aminopeptidases quand elles attaquent l'acide dinaléde la séquence N-terminale.

Les endopeptidases agissent sur les liaisons ppm&l internes dans la séquence de
protéinesLes endopeptidases sont encore classées suivastsiées catalytiques en: serine

endopeptidases (EC 3.4.21.-), thiol ou cystéineopeptidases (EC 3.4.22.-), aspartique
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endopeptidases (EC 3.4.23.-), métallo endopepsda@&&C 3.4.24.-), récemment, un
cinquiéme groupe a été introduit les thréonine-pegtdases (EC 3.4.25.-).

Le tableau 2.2 rassemble des exemples des quassesld'endopeptidases, leurs pH optimum
d'activités ainsi que les sites préférentiels abpte. Des mélanges techniques d'enzymes sont

aussi présentés.

Durant I'hydrolyse enzymatique des protéines umgelaéventail de peptides est formé.
Plusieurs chercheurs ont essayé d'améliorer lgxiptés techno-fonctionnelles (solubilité,

pouvoir émulsifiant, hydrophobicité) et bio-fongctitelles (digestibilité, peptides bioactifs)

des protéines de céréales, en utilisant plusieechniques de modification. L'hydrolyse

enzymatique est une technique saine et douce, gungt de produire des concentrés
peptidiqgues a partir des protéines les plus diéficia digérer telles que les prolamines de
céréales [127-129].

2.6.2 Degre d'hydrolyse (D.H)
L'hydrolyse enzymatique des protéines est souvaiviespar la détermination du degré
d'hydrolyse (Eq. 2.4) et du taux de peptides forfh2s, 127].

D.H=V, N, 3+ 31 100 2.4)
a My hy,

Ou Vg est le volume de base consommég el la normalité de la base, Mp est la masse de
protéines en g, est le nombre de liaisons peptidiques dans le milgtotéique (meq/gl
est le degré de dissociation moyen des fonctiorisesn

—  10PH-PKp

" 1+10PH-PRD (2.5)

La caractérisation des hydrolysats obtenus paéréifites techniques chromatographiques ou
électrophorétiques permet l'orientation de leurgliegtions vers des domaines alimentaires
ou industriels [128, 129].
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Tableau 2.2 Exemples de peptidases utilisées pour I'nydrobseymatique des protéines
alimentaire§126- 129].

Type depeptidases | Nom | Source | pH | Spécificité préférentielle
Serine- peptidases
Animale Trypsine Porcine, bovine 7-9 P1: Lys, Arg
Chymotrypsine 8-9 P1: Phe,Tyr, Trp
Elastase 6-8 P1: Ala
Bacterienne Subst. Carlsberg, Bacillus
Alcalase licheniformis 6-10 | Large spécificité, P1 aa
hydrophobe
Substilisine BPN, Bacillus
Substilisine Novo amyloliquefaciens 6-10
Cysteine-peptidases
Végétale Papaine Papaya latex 5-8 Large spécificité,
Bromelaine Pineapple stem 5-8 Généralement P2: aa
Ficine Ficus latex 5-8 hydrophobe
Aspartique- peptidases
Animale Pepsine Porcine, bovine 1-4 P1 and P’1: Généralemen
aa hydrophobe
Chymosine Calf 4-6 P1 and P’1: Généralemen
aa hydrophobe
Champignon Chymosin-like Mucor pusillus, 4-6
Mucor miehei,
Endothia parasitica
Aspergillopeptidase A | Aspergillus saitoi 2-5 préferentiellement
Glu, Asp, Leu
Newlase Rhizopus sp 3-6 Like pepsin
Metallo- peptidases
Animale Carboxypeptidase A pancreas 7-8 Terminal a.a. a la fin du
pepetide, except Pro, Arg,
Lys
Bacterienne Neutral protease Bacillus 5-7 P’1: Phe, Leu, Val
Neutrase amyloliquefaciens
Neutral protease, Bacillus 7-9 P’1: lle, Leu, Val, Phe
Thermolysin thermoproteolyticus
Préparations techniques
Mélange de papaine| Papaine commerciale fruit de papaya 5-9 Large spécificité
chymopapaine,
lysozyme
Mélange de trypsine,
chymotrypsine, Pancreatine Pancreas (bovine, 7-9 Trés large spécificité
elastase, porcine)
carboxypeptidase
Mélange de endo et | Pronase Streptomyces 7-9 Trés large spécificité
exo-protéases, griseus
active a pH alcalin et
neutre.
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2.7 UTILISATIONS DES PROTEINES DE CEREALES

Les protéines de céréales trouvent leurs applitatitans plusieurs domaines principalement:
les domaines alimentaires et industriels. Les ¢&séont cultivées pour la farine des graines.
Les protéines de réserve des céréales sont vasedis forme native ou modifiée.

Les propriétés fonctionnelles des protéines deat&séeuvent étre exploitées pour produire

du pain et des produits alimentaires [2, 4].

Ces protéines ont été également employées pouuipeodes films biodégradables pour la
conservation des fruits [4]. Les prolamines de aé sont trés hydrophobes et peu

digestibles, ce qui rend ces films plus stables.

Les céréales constituent aussi une source de pestéi activité physiologique, telles que les
enzymes et les inhibiteurs d'enzyme. L'extractibraepurification de ces protéines permet
leurs utilisations dans plusieurs domaines alimiegapharmaceutiques et industriels. Dans
le chapitre 1, de plus amples informations sontndes sur les études antérieures dans le
domaine et plus particulierement pour le sorghe etil.

L'hydrolyse des protéines de céréales permet llaraébn de leur solubilité et leur
valorisation du fait des propriétés émulsifiantésstabilisatrices des émulsions qui en
résultent. Ces protéines hydrolysées sont dondségd dans lindustrie alimentaire et
cosmétique. L’hydrolyse est utilisée pour cassatiacture des protéines natives et les rendre

plus solubles tout en développant leurs propriftéstionnelles [130-134].

Pour le blé, I'hydrolyse du gluten entraine dons dedifications rhéologiques des pates, la
solubilisation des protéines, le développement rdprgetés de stabilisation des mousses ou
d’émulsions ainsi que des propriétés émulsifiamedleures. L’hydrolyse des protéines du

blé peut étre obtenue par différents procédés :hpdrolyse acide, basique, enzymatique,
isolée ou en combinaison. La taille de peptidesernig est fonction des parametres
d’hydrolyse utilisés (durée, température, pH, rappé/S...) donnant des peptides de

fonctionnalité différente en fonction du poids nwlkaire. Le poids moléculaire des protéines
natives s’échelonnant de 25 a 90 kDa, celui deidepobtenus est donc trés variable [130,
132].

-52 -



GENERALITES SUR LES PROTEINES DE CEREALES

En 2007, Guan et coll. [133] se sont intéresséhyalrblyse des protéines d'avoine. lls ont
obtenu des hydrolysats avec de meilleures propriééeEhno-fonctionnelles (solubilité,

pouvoir émulsifiant, pouvoir moussant).

L'hydrolyse enzymatique des protéines d'orge ptérdntes enzymes permet d'obtenir des

hydrolysats avec différents pouvoirs moussants][134

Les protéines de riz ont été hydrolysées par ladeaet la pepsine, les hydrolysats obtenus

sont caractérisés par un meilleur pouvoir émulsifja35].

En général, les hydrolysats de protéines de céréaavent leurs applications dans différents
domaines: en diététique infantile et en thérapi¢rimnnelle. Souvent les hydrolysats

présentent des propriétés meilleures que celleproéSines initiales.

Des peptides bioactifs ont été purifiés de diffegsnsources d'hydrolysats de protéines de
céréales, quelques résultats sont rassemblésaltatddau 2.3. Les séquences de ces peptides
a activité antihypertensive, immunomodulatrice, i@ydante, hypocholestérolique,
antibactérienne ainsi que les enzymes utiliséesrépartoriés [136-158].

L'a-kafirine de sorgho a été sujette a une hydrolyseyreatique en utilisant la

chymotrypsine, I'hydrolysat obtenu a exhibé uneefactivité anti-hypertensive [156].

Une étude récente sur I'hydrolyse enzymatique d@sipes totales de millet a montré que les
peptidases et les tranglutaminases améliorentllditte et les propriétés émulsifiantes des

protéines natives [157].
Dans le cadre de la valorisation des prolaminesodgho et de mil perlé, Nous nous sommes

intéressés dans le chapitre 5 a la modificatioryreatique de la kafirine de sorgho et de la

pennisetine de mil perlé
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Tableau 2.3Activités bio-fonctionnelles des hydrolysats detpitmes de céréales

Source de protéine Enzyme Peptide Activité Réiess
Blé: Glutene Pepsine Opioides [136]
Papaine Antioxydante [137]
Mélange d'enzyme Immunomodulatrice [138]
Mélange d'enzyme| GYYPT Opioide [139]
Pepsine, GYYPT, GYYP | Opioide [140]
thermolysine YGGWL,
Pepsine, trypsine, | YPISL Opioide [141]
chymotrypsine
Pepsine LQPGQGQQG| Antioxydante [142]
AQIPQQ
Alcalase Opioide [143]
Pepsine Opioide [143]
Pepsine, Opioide [143]
pancreatine
Blé: Protéine de Alcalase Antioxydante [144]
germe
Albumine de riz Trypsine GYPMYPLPR Immunomoduledri [145], [146]
Prolamine de mais Alcalase FPLEMMPF Antioxydante 147
Zeine de mais Alcalase Antioxydante [148]
Papaine Antioxydante [148]
Papaine Antioxydante [148]
Blé: gliadine Pepsine, IAP Antihypertensive
Protease M [149]
Germe de blé peptidase alcaling IVY Antihypertensive [150]
deB. Licheniformis
Riz: isolat de protéing Alcalase TQVY Antihypertives [151]
Prolamine de mais Alcalase AY Antihypertensive n5
Pescalase PSGQYY Antihypertensive [153]
Maisa-zeine Thermolysine LRP Antihypertensive [154]
LSP
LQP
Maisy-zeine Thermolysine VHLPPP Antihypertensive [155]
Sorghoa-kafirine chymotrypsine Antihypertensive [156]
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2.8 CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons essayé de présemteewure bibliographique sur les protéines
en général et celles des céréales en particulies Inéthodes les plus connues de
caractérisation des protéines de céréales oneétéeask.

Les differentes méthodes de valorisation des preséide céréales, sous forme native ou
modifiée ont été présentées. Les propriétés tefdmuionnelles et bio-fonctionnelles des

hydrolysats de protéines de céréales ont été pgaesepour les protéines de blé, de riz, de
mais et autres ceréales.
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CARACTERISATION DES PROTEINES DE GRAINES DE SORGHO ET DE MIL PERLE

Chapitre trois

Caractérisation et extractabilité des
protéines de graines de sorgho

et de mil perlé’

3.1 INTRODUCTION

Les protéines de céréales peuvent étre class@esleals solubilités en albumines (protéines
extractibles dans I'eau), en globulines (protémesactibles dans les solutions salines), en
prolamines (protéines extractibles dans les salat@cooliques) et en glutélines (protéines
solubles en milieux alcalins ou acides) [34].

Les prolamines constituent la majeure partie desépres de sorgho et de mil perlé. Elles
sont appelées kafirines dans le sorgho et penmesetians le mil perlé [1, 12, 26, 36, 108,
110]. Comme montré dans la revue bibliographigugaf@ire 1), la composition en kafirines

et en pennisetines ont été décrites en détail.kafisines sont des polypeptides avec des
masses moléculaires (MM) différentes. Les polyukgstide 26 kDa et 23 kDa sont appelés

respectivementl eta2-kafirines (66-84% des kafirines totales), alans geux avec une MM

! Ce chapitre est basé sur les références suivantes:

Mokrane, H., Amoura, H., Belhaneche-Bensemra, N., @irtin, C. M., Delcour, J. A. & Nadjemi, B. (2010).Assessment of Algerian
sorghum protein qualityJorghum bicoloiL.) Moench] using amino acid analysis and in vipepsin digestibilityFood Chemistryi21,
719-723.

Mokrane, H., Lagrain, B., Gebruers, K., Courtin, C. M., Brijs, K., Proost, P. & Delcour, J. A. (2009a) Characterization of kafirins in
Algerian sorghum cultivar€Cereal Chemistrg6, 487-491.

Mokrane, H., Brijs, K., Belhaneche-Bensemra, N., Qartin, C. M., Nadjemi, B. & Delcour, J. A. (2008a). Extractability and
characterization of pearl millePénnisetum glaucunproteins from Algerian cultivars. IRroceeding of AACC InternationakEdited by
AACC. Honolulu, Hawai, U.S.A, September, 21-24, 200ereal Foods Worldpp. A70.

Mokrane, H., Amoura, H., Belhaneche-Bensemra, N. &adjemi, B. (2006a).Extraction of prolamins from sorghurSd¢rghum bicolor
and effect on in vitro protein digestibility. Rroceeding of International Congress on BiocatalyBidited by Grote R. & Atranikian G.
University of Technology of Hamburg, Hamburg, GenpaSeptember 3 - 7, 2006, pp. 218.
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de 20 kDa, 18 kDa ou 16 kDa sont désignés sousrtedep-kafirin (7-8%) et ceux avec une
MM de 28 kDa comme-kafirine (9-12%) [36, 40]. Un quatrieme groupekafirine, a été
seulement déduit a partir des séquences de DNAsx Béquences d&kafirine ont été
rapportées, toutes les deux ont exhibé une honekigivée avec celle dézéines de 14 kDa
[36]. En revanche, les prolamines de mil perlé,etgs les pennisetines ont attiré moins
d'attention. Seulement peu d'études ont détermire®iinposition et la caractérisation de ces
protéines. Les pennisetines ont été détectéestismsigormes: A-, B- et C-pennisetines [108-
110]. Les protéines changent considérablement delon'origine (animale et végétale), leur
composition en acides aminés, leur digestibilité.

En Algérie et, en particulier, dans les régionslesidu Sahara (Ain Salah, Adrar, Béchar,
Touggourt, Timimoun, Tamanrasset et Aoulef Tidikglteu d'informations sont disponibles
sur les caractéristiques (distribution en fractipnotéiqgues a différentes solubilité,
détermination des masses moléculaires, séparadiodifférence en hydrophobicité, séquence
N-terminale) des cultivars algériens de sorghoeetnd perlé en général et sur leurs protéines
en particulier. Le but de la présente étude edraigionner et de caractériser les protéines
dans différents cultivars algériens de mil perléeesorgho et avec un intérét particulier pour
leurs prolamines. Les méthodes de SE-HPLC, de RECH& de SDS-PAGE, a l'origine
développées pour séparer et analyser les protédmddé, ont été appliquées avec quelques

modifications mineures aux cultivars algériens aiglso et de mil perlé.

3.2 MATERIELS ET METHODES

3.2.1 Echantillonnage et description des grainete cultivars de sorgho et de mil perlé

Les graines de sept échantillons de sorgho issusndecultivars locaux (Tafsout el beida,
Tafsout el hamra, Tafsout esaouda, Tafsout et TiafsbMekhalta) de couleur et de forme
différentes ont été échantillonnés en 2005 du SudlAdgérie dans des zones a climat trés
aride: Ain Salah, Aoulef, Béchar et Touggourt (F&3.1). Les échantillons ont été désignés
par les codes suivants AS1, AS2, AS3, AT1, AT2, 8BT1.

Onze échantillons de mil perlé de différentes amgslest formes issus de différents cultivars
(El beldia etwilla, El beldia elksira, Bechnet Esdan, Elbechna ElI Mekhelta, Bechnat
Touat) ont été prélevés dans des régions arideSatara Algérien (Ain Salah, Béchar,

Timimoun, Aoulef et Tamanrasset) (Figure 3.1). lashantillons de mil perlé ont été
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désignés par les codes suivants de PM1 a PM11Mdy PM2, PM3 et PM6 représentent les
échantillons d'origines locales de la région d'&alah. PM4 provient d'Aoulef, PM5 de
Timimoun, PM7 de Béchar, PM8 de Tamanrasset et ARM10 et PM11 sont d'origine

commerciale et sont connus par I'appellation Elbadil Mekhelta. Tous les échantillons de
mil perlé ont été moissonnés en 2005.
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Figure 3.1 Carte de I'Algérie avec indications des siteshdiétillonnage de sorgho et de mil
perlé (Fléches rouges).

Le tableau 3.1 rassemble une description des gralaecultivars de mil perlé et de sorgho
échantillonnés.
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Tableau 3.1:Description des graines des cultivars de mil petrige sorgho échantillonnés

Codes des Codes des
cultivars Origine Pigmentation cultivars de Origine Pigmentation
de sorgho mil perlé
AS1 Ain Salah Blanc PM1 Ain Salah Jaune verdatre
AS2 Ain Salah Mélangé PM2 Ain Salah Jaune verdatre
AS3 Ain Salah Rouge PM3 Ain Salah Jaune verdatre
AT1 Aoulef Blanc PM4 Aoulef Jaune verdatre
AT2 Aoulef Blanc PM5 Timimoun Jaune
SB1 Béchar Blanc PM6 Ain Salah Jaune verdatre
T1 Touggourt  Noir PM7 Béchar Jaune orange
PM8 Tamanrasset  Gris
PM9 Commercial  Jaune
PM10 Commercial  Jaune
PM11 Commercial  Jaune

Les grains de mil perlé et de sorgho ont été taans¥s en farine (mouture) dans un moulin
de type Cyclotec 1093 (Tecator, Hoganas, Suedefatines obtenues ont été manuellement
tamisées a travers un tamis de 400um. Tous lesipsachimiques et réactifs proviennent de
Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique) et sont de gradalgique.

3.2.2 Analyse du taux de protéines et du taux d'huidité

Les teneurs en protéines dans les différentes memutles cultivars de sorgho et de mil perlé
ainsi que dans les extraits de protéines ont étérrdinées en utilisant la méthode de
combustion de Dumas, une adaptation de la méthtideeltle de 'AOAC [158] dans un
systeme automatisé d'analyse de protéine de DuBE#sS, (VarioMax N/CN, ELT, Gouda,
Hollande), en utilisant 6,25 comme facteur de ceosiva (Johns and Brewster, 1916).
L'analyse de I'humidité a été effectuée selon lenaue 44-1 de I'AACC [159].

3.2.3 Extraction séquentielle des protéines de sdrg et de mil perlé

Dans le but d'améliorer I'extractabilité des pmdsi de sorgho et de mil perlé, les lipides
contenus dans la farine de mil perlé et de sorght &iminés avec du n-hexane (1:10, m/V)
a température ambiante et sous agitation pendant P4 farine est récupérée par filtration et
séchée a l'air libre sous une hotte a températorkiaate. Les protéines sont ensuite
séquentiellement extraites de la farine dégraigséé mg) en utilisant différents solvants
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(10,0 ml) pendant 30 min, les protéines extraited alors récupérees par centrifugation (10
minutes, 8000 g). Les surnageants, chacun contenarfraction différente de protéines selon
le solvant utilisé, ont été rassemblés, alors gaadsidus sont ensuite extraits au moyen du
prochain solvant. Ainsi, les albumines (A) ont éxéraites au moyen de I'eau déminéralisée a
température ambiante, les globulines (G) a pattiréasidu avec 5,0 % (m/V) de chlorure de
sodium aqueux a température ambiante, et les pidsnont été extraites a I'état non-réduit
(PNR) a partir du deuxieme résidu avec de l'éthagoieux 70% (V/V) a 60°C [160]. Le
résidu obtenu aprés centrifugation est alors d@x&éréec le méme solvant mais en présence
d'un agent réducteur, pour solubiliser les prolawinésiduelles et dépolymériser les
prolamines en sous unités. Une premiére fractidnité de prolamine (PR1) a été extraite au
moyen de 1.0% (V/VB- mercapto-éthanol en présence d'éthanol aqueux(V0% a 60°C.
Une seconde fraction de protéines hautement polgées appelées glutélines est réduite et
extraite a température ambiante en présence dduMecontenant 2 % (m/V) SDS, et 1 %
(m/V) du dithiothreitol (DTT) [121,161]. Cette deene fraction désignée sous le nom de PR2
est extraite sous azote pour éviter les réactidngydation et la dépolymérisation des
protéines. Pour |'électrophorese et le transfest mtetéines, les albumines et les globulines
ont été extraites d'abord en utilisant le chlodeesodium aqueux a 5 % (m/V), le résidu apres
la centrifugation est ensuite extrait au moyen dié 1V/V) de B-mercaptoéthanol dans de
I'éthanol aqueux 70% (V/V) a 60°C donnant lieu & uraction réduite de prolamines
(PNR+PR1), correspondant aux fractions PNR et Ritdbimées. PR2 a été alors extraite a
température ambiante avec de l'urée 6 M contena&nt (Bn/V) de sodium dodecyle sulfate
(SDS), et 1 % au dithiothreitol (DTT) (m/V). Toutksss étapes d'extraction ont été répétées
deux fois pendant 30 minutes. Les fractions exsadnt été désignées selon les conditions

d'extraction et le cultivar : par exemple, le cédg, est employé pour la fraction d'albumine

du cultivar AS1. Les fractions de protéines exémgont alors fraichement analysées.

3.2.4 Electrophores€SDS-PAGE)

Les cing fractions de protéines (A, G, PNR, PRPRR) des cultivars de sorgho et de mil
perlé sont dispersées dans une solution de TrisaHE 6,8 contenant du glycérol (125 mM),

Tris (30%) (g/ml), du SDS (4,0%) (g/ml), et du blde bromophénol (0,002%) (g/ml). Les

échantillons sont portés a ébullition pendant 5utgs, centrifugés a 11.000 g pendant 3
minutes. L'électrophorése a été effectuée sur unlg@olyacrylamide 17% a haute densité

pour le PNR+PR1 en utilisant une unité puissanteakffer (GE Healthcare, Upsal, Suede).

-61 -



CHAPITRE TROIS

Tous les gels ont été colorés avec du nitrate etdirgu du bleu de Coomassie Brillant. Les
marqueurs a faibles poids moléculaires (GE Heal&)aailisés lors de I'électrophorese sont:
a-lactalbumines (14,4 kDa), inhibiteur de trypsir0,l kDa), anhydrase carbonique (30
kDa), ovalbumine (43 kDa), albumine de sérum (6@k€& phosphorylase (94 kDa).

3.2.5 Chromatographie liquide a haute performance'exclusion stérique (SE-HPLC)

La chromatographie a haute performance d'exclusi@nique (SE-HPLC) des fractions
protéiques extraites est effectuée en utilisansysteme LC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japon)
équipé d'une injection automatique. Les fractiorsaites sont injectées (30 ul) sur une
colonne Biosep-SEC-S4000 (Phenomenex, Torrance EGAs-Unis). La phase mobile est un
mélange d'acétonitrile et d'eau (1:1, v/v) (acétiva@i (ACN)/eau déminéralisée), contenant
0,05% (v/v) d'acide trifluoroacetique (TFA) [162]e débit est fixé a 1,0 ml/min sous une
température de 30°C. La détection des protéinegfémsttuée a 214 nm. Le taux relatif de
chaque fraction de protéine extraite est calcutdepeapport de l'aire du chromatogramme sur
la somme des aires des chromatogrammes de tostésadtions extraites de protéines. La
colonne est calibrée avec quatre marqueurs de poadéculaires différents: catalase (232
kDa), aldolase (158 kDa), ovalbumine (43 kDa) eibomucléase (13.700 Da) (Sigma-
Aldrich). Une courbe d'étalonnage est tracée arpas poids moléculaires des marqueurs et

de leurs temps respectifs d'élutio’£0,99). Des aliquotes d'échantillons contenant
approximativement 0,1% de protéines ont été digssodans la phase mobile, et I'élution est

suivie en enregistrant les absorbances a 214 nm.

3.2.6 Chromatographie liquide a haute performancerephase inverse (RP-HPLC)

Pour les cultivars de sorgho, une aliquote de l0feichaque fraction PNR, PR1 et PR2 est
injectée dans une colonne Vydac C18 5um, 300A égraesperia, CA, Etats-Unis). La
colonne est équilibrée avec 25% de solvant A [A@Ntenant 0,1% (V/V) de TFA] et 75%
de solvantB [I'eau déminéralisée contenant 0,1% (V/V) de TFA]

Pour les cultivars de mil perlé une aliquote de [1D6e chaque fraction PNR+PR1 et PR2 est
injectée dans une colonne Nucleosil 300-5 C8 col(iachery-Nagel, Diren, Germany). La
colonne est équilibrée avec (30% A) et (70% B) aves mémes solvants utilisés
précédemment. Le gradient d'élution utilisé esétanitrile de 30 a 70% A.

Pour les deux céréales, les protéines sont €lueééf°@, la séparation est suivie en

enregistrant des absorbances a 214 nm.
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3.2.7 Détermination de la séquence N-terminale d&afirines

Les prolamines réduites (PNR+PR1) et les marqudeirmasses moléculaires sont séparés en
premier par SDS-PAGE sur un gel de polyacrylamid# % haute densité en utilisant une
unité puissante de Hoeffer (GE Healthcare) et émstlectro-transférées sur une membrane
de PVDF avec la cellule électrophorétique de temsfrans-Blot (Bio-Rad, Hercule, CA,
Etats-Unis) (différence de potentiel électriqueldeV) pour 1 h et a température ambiante
(20°C). Les protéines de la fraction PNR+PR1 o#t étsuite soumises a la dégradation
d'Edman. L'analyse de la séquence N-terminalefisit@ee sur un compteur séquentiel de
Procise LCC 491 (Applied Biosystems, Foster Cit, OSA).

3.2.8 Traitement statistique des données

Toutes les analyses statistiques ont été exéceteasilisant le logiciel systeme d'analyse
statistique 8.1 (SAS, Cary, Or, USA) en utilisantprocédé multiple de comparaison Tukey
avec un niveau de signification de 5% [163].

3.3 RESULTATS ET INTERPRETATIONS

3.3.1 Résultats de I'analyse du taux de protéines d’humidité

Un large éventail de teneurs en protéines a éenakltl0-18%) pour les cultivars de mil perlé
et de sorghos étudiés (Tableau 3.2). Les protéiaesil perlé et de sorgho ont été séparées et
extraites selon leurs solubilités dans différemtisants en cing fractions : (1) les albumines
(A) qui représentent 4 a 20% de la fraction pratéjq2) les globulines (G), qui représentent
7 a 13%, (3) les prolamines (PNR), qui représer3@r 40% pour les mils perlés et de 14 a
28 % pour les sorghos, (4) les prolamines aprésctinh (PR1) représentent respectivement
10 a 15 % pour le mil perlé et 18 a 28% pour Iglsoy et enfin (5) les glutélines (PR2) 20 a
50% avec des teneurs variables entre les cultikarsorgho et de mil perlé (Figures 3.2 et
3.3).

Les teneurs en protéines totales dans les cultdesorgho s'étendent de 12,1 (cultivar AS3)
a 16,4% (cultivar SB1) avec une moyenne de 14,08bléau 3.2). Ces teneurs en protéines
sont calculées sur la base de la matiere séche, gaa les taux dhumidités ont été
déterminés dans tous les échantillons de sorgte atil sont rassemblés dans le tableau 3.2.
Les taux d'humidités varient de 7 a 10,5 %, ceswalsont comprises dans les intervalles de
valeurs citées dans la littérature [7].
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Tableau 3.2:Pourcentages de protéines et d’humidités dansdesgles différents cultivars

de sorgho et de mil perlé (% matieres seéches).

Cultivars Taux de Humidité | Cultivars de Taux'de Humidité
de sorgho | proteins (%) (%) mil perlé ?%tems (%)
AS1 135+0,3 c,de 8,14 PM1 11,8+0,8 c| 159,
AS2 148+0,7 b,c 9,92 PM2 123+0,3 c 7,99
AS3 121+0,3 e 10,49 PM3 18,2+0,8 a| ,727
AT1 13,8+0,4 b,c,d| 10,20 PM4 13,1+0,4 b,c 8,11
AT2 126+0,4 ed 9,08 PM5 174+02 a 8,78
SB1 16,4+02 a 7,32 PM6 145+00 b 9,21
T1 151+0,9 ab 9,13 PM7 174+£0,2 a 7,02
PM8 11,1+05 c 9,25
PM9 11,2+0,6 c 9,41
PM10 124+£0,5 b, 8,60
PM11 12,0+0,7 c 8,72

Pour les sept cultivars de sorgho, la figure 3.2xtm@la distribution des taux de protéines
dans les fractions extraites, comme calculé a rpaitis aires de SE-HPLC les taux
d'albumines et de globulines sont inférieurs a cées protéines de stockage pour tous les
échantillons de sorgho. Les cultivars de sorghogeoet mélangés AS2, AS3 et AT2
présentent des proportions plus élevées en albgmeinen globulines (approximativement de
26 a 28 % du pourcentage de protéine extractibleputres cultivars exhibent des niveaux de
protéines plus faibles, le sorgho noir T1 provendat Touggourt donnent le plus bas
pourcentage (14,0 %). La somme des fractions dempme PNR, PR1 et PR2 pour les
cultivars de sorgho s'élévent respectivement aremvi2 % (AS3) et a 86 % (AS1) de toutes
les protéines extraites. La fraction la plus abobel@st la fraction de prolamine non réduite
PNR. Les prolamines fortement réticulées ont &érées dans la fraction PR2, avec pour les
différents cultivars, des niveaux variables de 18&ns le génotype noir du Touggourt (T1), a
18 % dans SB1, le sorgho blanc de Béchar (Fig@e Banalyse du taux de protéines totales
extraites par la méthode Dumas montrent que lesidres extraites A + G + PNR + PR1
varient de 60 % (T1) a 75 % (AT2) des protéinealést L'extraction la plus efficace a été

obtenue pour les cultivars de Tidikelt [164].
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bY

La teneur en protéines dans les grains de mil pestécomparable a celle du mais. En
bibliographie, des teneurs élevées en protéinaatal 17% ont été détectées dans le grain de
mil perlé [7]. Dans les cultivars algériens de parlé (Tableau 3.2), un éventail large de
teneurs en protéines a été obtenu, des valeurgedlede 18,2 %, 17,4 % et 17,4%
respectivement pour les cultivars provenant d'Aatas (PM3), de Timimoune (PM5) et de
Béchar (PM7). La figure 3.3 représente la distidhutdu taux de protéines dans les
différentes fractions extraites des onze culticisnil perlé.

Comme précédemment observé pour le sorgho, la satempourcentages d'albumines et de
globulines est inférieure a celle des protéinegéderve pour tous les échantillons de mil
perlé. Les taux varient de 21 % (PM7) a 44 % (PNig} fractions de protéines PNR, PR1 et
PR2 constituent la majeure partie dans tous lasvatd de mil perlé mais avec des niveaux
variables de 57 % (PM1) a 78 % (PM5) avec PNR sspriant la fraction de prolamines la
plus abondante. Les prolamines réticulées, représemar la fraction PR1, sont tres faibles
dans les cultivars de mil perlé PM2 (6%) a PM5 ¢4k Ainsi, la fraction principale de
prolamine est extraite par I'éthanol 70% sans ajtagent réducteur (PNR). Les protéines
fortement réticulées ou glutélines (PR2) sont duneérdre que les prolamines réduites
(PR1) ou légerement plus élevées. La fraction déaprines dans les cultivars de mil perlé
semble étre plus facilement extractible que lativacde prolamines du sorgho (Figures 3.2 et
3.3).

50 1 f BA
oG
40 - @ PNR
mPR1
a4 OPR2
S
c
‘©
°
o 20 -
10 -
0 _
AS1 AS2 AS3 AT1 AT2 SB1 T1

Echantillons de sorgho

Figure 3.2: Variabilité de la composition en protéines dans di#érentes fractions de
protéine extraites du sorgho. A: Albumine, G: Gliate; PNR: Prolamine, PR1: prolamine
réduite et PR2: Glutéline.

- 65 -



CHAPITRE TROIS

60
{ b
] I
50 11— I E 1I' { { )
=]
| oG
- “ 0 @ PNR
S
S B PR1
2 30 O PR2
©
o
[a
20

10 A

PM1 PM2 PM3 PM4 PM5 PM6 PM7 PM8 PM9 PM10 PMI11

Echantillons de mil perlé

Figure 3.3: Variabilité de la composition en protéines dans di#érentes fractions de
protéine extraites du mil perlé. A: Albumine, GoBlline, PNR: Prolamine, PR1: prolamine
réduite et PR2: Glutéline.

L'analyse des fractions de protéines dans lesvauttide mil perlé par la méthode Dumas
montre que les taux de protéines totales extraitess + PNR + PR1 varient de 62 % (PM4)
a 77 % (PM11) du taux de protéines totales. L'ekita la plus efficace a été obtenue pour
les cultivars commerciaux et ceux provenant de ioune (PM5) et de Tamanrasset (PM8)

et I'efficacité d'extraction est comparable a ceéllesorgho.

Une nette différence dans les taux de prolaminégt abservée entre les fractions protéiques
de sorgho et de mil perlé. Comme le montrent psréis 3.2 et 3.3, les prolamines de sorgho
(PNR+PR1) sont plus abondantes que dans le mé peprésentant une totalité allant jusqu'a
70% contre seulement 50 a 60% pour les cultivarsitiperlé.

En outre, les prolamines de mil perlé sont appraxivement totalement extraites par
I'éthanol 70% sans ajout d'agents réducteurs, aognent au sorgho, la fraction extraite
apres addition d'un agent réducteur (PR1) esfdible dans le mil perlé comparée au sorgho
(Figure 3.2 et 3.3).

Ces résultats semblent montrer que les prolamines sdrgho présentent plus de

polymérisations a travers des ponts disulfuresedetr sous unités de protéines de sorgho que
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dans les protéines de mil perlé, pour confirmea cele analyse plus détaillée par SDS-PAGE

et SE-HPLC a été effectuée sur toutes les fracpooigiques.

3.3.2 Profils de SDS-PAGE

Dans le but de déterminer les masses moléculagesalus-unités de protéines de sorgho et
de mil perlé, les profils de SDS-PAGE de toutes flestions de protéine extraites: A,
albumine; G, globuline; PNR, prolamine non réduR&1, prolamine réduite et PR2, protéine
résiduelle réduite ont été déterminés pour le soitghnc (AS1) et le mil perlé (PM3). Les
sous unités de la protéine principale de réserme tlasorgho (kafirine) et celles du mil perlé
(pennisetine) sont distinguées (Figure 3.4).

Les deux fractions albumine dans le sorgho (Fi@ue ligne 1) et le mil perlé (Figure 3.4,
ligne 6) donnent lieu a un éventail de bandes d#épres avec des masses moléculaires

différentes.

Les globulines de sorgho (Figure 3.4, ligne 2)eetrdl perlé (Figure 3.4, ligne 6) apparaissent
comme une série de bandes de faible intensitéapaort aux albumines.

Les fractions de prolamines de sorgho extraites sgent réducteur (PNR, Figure 3.4, ligne
3) et avec agent réducteur (PR1, Figure 3.4, l®)nexhibent des profils semblables a ceux
obtenus par plusieurs chercheurs [41, 165]. Darisatdion du sorgho PNR, les prolamines
apparaissent en tant que bandes monomériques pamckt ay-, al -, a2 -, etp-kafirines
avec respectivement des MM de 28 kDa; 26 kDa; 28 &D18 kDa. La bande additionnelle a
14 kDa est soupconnée d'étredikafirine, dont I'existence potentielle a été mamtiée pour

la premiere fois par Shewry et Halford [107] etiegdo et Godwin [166] et ensuite par
Belton et coll. [36] basés sur la comparaison adegiences d'acides aminés des kafirines et
des zéines déduites des séquences d'ADN. Comnuuégar Belton et coll. [36] et a notre
connaissance, aucune étude n'a identifig-kafirine en tant que protéine (Figure 3.4). Une

caractérisation plus détaillée de cette protéihprEsentée dans les prochains paragraphes.
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Figure 3.4: SDS-PAGE pour le cultivar (AS1) de sorgho et léicar de mil perlé (PM3).
Ligne 1 et 6: Albumine (A), ligne 2 et 7: Globuli(@), ligne 3 et 8: Prolamine extraite sans
agents réducteurs (PNR), ligne 4 et 9: Prolaminei& avec agents réducteurs (PR1), ligne
5 et 10: Glutélines (PR2). Avec indication des songésal, a2, B , y et d-kafirine pour le
sorgho et A, B- et C-pennisetine pour le mil pefé polymers, T: trimers et D: dimers. MM
représentent les marqueurs a faibles poids moiéesila

Peu d'études ont caractérisé les protéines dearlé¢.pMarcellino et coll. [108] ont signalé
que, comme dans presque toutes les céréalesctmifrale protéines de réserve de graine la
plus abondante se compose des prolamines, unes dassprotéines extractibles dans les
solutions alcooliques. Dans le mil perlé, la peetiie est la fraction principale de prolamine
et constitue plus de 40% des protéines de réseme ld graine de mil perlé. Les prolamines
des cultivars algériens de mil perlé donnent desfilprcomparables a ceux rapportés
précédemment par Hadimani et coll. [167] et Mangellet coll. [108]. Les profils de SDS-
PAGE des prolamines de mil perlé (Figure 3.4, lggBest 9) donnent lieu a trois bandes 25,
22 et 10 kDa (Figure 3.4). A-, B- et C-pennisetioas été clairement distinguées dans les
bandes de protéines de 25, 22 et 12 kDa. Danadddn PR1 (Figure 3.4, ligne 9), I'ajout de
B-mercaptoéthanol a réduit le niveau des dimeresiridaeres et des oligomeres de A-, B-, et
C-pennisetine. Dans la fraction PR2, en plus desde A-, B- et C-pennisetines, un éventail
de nouvelles protéines sont détectées. Ce sondalplerhent les glutélines fortement réticulées
(Figure 3.4, ligne 10). Aucune information sur edtiaction n'a été trouvée sur ces protéines
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pour le mil perlé. Il serait intéressant de s'afiprdir la caractérisation de cette fraction

protéigue aussi bien dans le sorgho que dans le mil

3.3.3 Profils de chromatographie liquide a haute p&rmance d'exclusion stérique
(SE-HPLC)

De plus amples informations peuvent étre obtenneSleant les fractions majoritaires PNR,
PR1 et PR2 en colonne de chromatographie d'exdusiérique (SE-HPLC). Les profils de
SE-HPLC obtenus pour le sorgho et le mil perléé&spntés, respectivement, dans les figures
3.5 et 3.6, permettent la séparation des diffésefractions par ordre décroissant de masses

moléculaires.

Pour tous les cultivars de sorgho, les profils BeHPLC indiquent que les fractions de PNR
apparaissent comme deux principaux pics correspnda50,6 kDa et a 21,7 kDa,
respectivement. En revanche, les fractions PRIR& @nnent lieu a un grand pic simple
correspondant a 22,2 kDa, mais également a un pietie environ 51 kDa. Ce dernier
représente probablement un dimereodafirine qui représente 66 a 84% de la totalité de
kafirines [164]. Le pic principal a 22,2 kDa repaterait les monomeres réduits des kafirines
fortement réticulées qui sont seulement devenusa@itles apres ajout des agents réducteurs
(fraction PR1) et l'utilisation associée du SDS,l'dete et de conditions réductrices plus
séveres (fraction PR2). Le polypeptide avec une 8&\b0,6 kDa apparaissant dans toutes les
fractions de PNR des différents cultivars de sor@igure 3.5) peut correspondre a un
dimére de protéines de MM 21,7 kDa (probablemekafirine) et 28 kDa (probablememnt
kafirine) liés avec des liaisons de covalence. Dueidcoll. [29] ont rapporté que la forme
kafirine contient plus de résidus de cystéine @seautres types. Par conséquent, elle est plus
sujette a former des liaisons disulfures avec lgsea polypeptides. Quand la fraction PNR
est réduite apres extraction, elle donne lieu seeite a un seul pic avec une MM apparente
de 22 kDa (résultats non montrés). Ceci confirme lgupic de MM 50,6 kDa dans le profil
d'élution de la fraction de PNR contient réellemdas protéines sous forme polymérisée
comme supposé auparavant [168].

La figure 3.6 représente les profils de SE-HPLCptetamines dans les cultivars algériens de
mil perlé. Comme le sorgho, la fraction PNR esplias abondante, mais avec des niveaux
plus élevés. Cependant, dans tous les cultivarsildgerlé, les fractions de PNR apparaissent

sous forme de trois pics, correspondant a 47 k24, kDa et a 10 kDa. Ces pics représentent
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probablement des trimeres, diméres et monomeérefraesgrolamines principales A-, B- et

C-pennisetine.

Les fractions PR1 et PR2 extraites du mil perl@Feé 3.6) montrent la présence des formes
monomeériques de A-, B- et C-pennisetines avec disiks de masse autour de 25, 22 et 12
kDa, respectivement. Les formes A- et B- pennigstine peuvent pas étre distinguées l'une
de l'autre dans les profils SE-HPLC parce qu'al@sdes MM trés proches. Le petit pic a 8
minutes corresponderait a une forme restante derdif@7 kDa). La derniéere fraction (PR2)
apparait dans un seul pic qui représente vraisdreinient les formes de pennisetine
fortement liées. Cette derniere nécessite poureitirait des conditions séveres de réductions
telles que le SDS et I'urée en présence d'agentted DTT pour étre extractible sous forme
monomere [169]. A défaut d'études comparables [@uaril perlé, cette fraction n'a pas étre
comparée a la littérature. Cette étude pionniémt penstituer une base a la connaissance et a

la valorisation des protéines du mil perlé.
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Figure 3.5: Profil de chromatogramme d'exclusion stérique K8H-C) pourles fractions
protéiques des cultivade sorgho: PNR-{) fraction extraite avec 70% éthanol, PR1 (- - -)
fraction extraite avec 70% éthanol en présenceXl@-inercaptoéthanol et PR2+) fraction
extraite avec 6M d'urée en présence de 2% SDS eDTI¥% Les temps de rétention des
marqueurs de masses moléculaires sont représaatésspgosanges sur le chromatogramme
et représentent de gauche a droite 232, 158, 483Gt kDa. La phase mobile est de
I'acétonitrile (ACN)/eau déionisée (1:1, v/v), ldgux contiennent 0,05% (V/V) d'acide
trifluoroacétique (TFA). Le débit est de 1,0 ml/mirélution des protéines est suivie a 214

nm a une température de 30°C.
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Figure 3.6: Profil de chromatogramme d'exclusion stérique K8H-C) pour les fractions protéiques
des cultivars de mil perlé: PNR-) fraction extraite avec 70% éthanol, PR1 (- +acfion extraite
avec 70% éthanol en présence deftbdercaptoéthanol et PR2-) fraction extraite avec 6M d'urée
en présence de 2% SDS et 1% DTT. Les temps deticdtedes marqueurs de masses moléculaires
sont représentés par les losanges sur le chroraatogg et représentent de gauche a droite 232, 158,
43 et 13,7 kDa. La phase mobile est de l'acétmi(ACN)/eau déionisée (1:1, V/V), les deux
contiennent 0,05% (v/v) acide trifluoroacétique AJFLe débit est de 1,0 ml/min. I'élution des
protéines est suivie a 214 nm a une températuddue.
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3.3.4 Profils de chromatographie a haute performareen phase inverse (RP-HPLC)

Les degrés d'hydrophobicités des prolamines deheoeg de mil sont déterminés par les

Profils de chromatographie a haute performanceneseginverse (RP-HPLC). Les figures 3.7

et 3.8 représentent les profils de RP-HPLC desaprivles réticulées extraites en présence

d'agents réducteurs: les fractions PR1 et PR2 cggpment pour le sorgho et le mil perlé.

Les chromatogrammes de RP-HPLC pour les prolamnéesites de sorgho ont été
arbitrairement divisés en deux zones représerimnprotéines a basse hydrophobicité (zone
[, élution jusqu'a 35 minutes), et les protéinds/drophobicité intermédiaire et élevée (zone
Il, élution aprés 35 minutes). Dans la fraction PR#B-kafirines ety-kafirine pourraient
clairement étre distinguées a partir des chromatogres de RP-HPLC des prolamines de
sorgho précédemment identifiés par Bean et coll2]1ly-kafirine apparait dans la zone |,
tandis quentp- kafirines apparaissent dans la zone Il. Pourciggvars AS1, AS2, AT1 et
SB1, la plupart des-kafirines sont élués a 30 minutes et un pic de b&sse intensité est
visible a 18 minutes, par ailleurs dans les pradiés cultivars AT2 et AS3, ce pic est plus
significatif a 18 minutes qu'a 30 minutes. Le sorgioir (T1) de Touggourt, présente un
profil différent, lay-kafirine est détectée dans la fraction PR2 massdaas les fractions PNR
ou PR1. Pour tous les échantillons de sorghopiefils de RP-HPLC des fractions PR1 et
PR2 sont comparables avec moins d'abondance pofr (PiBure 3.7). La sub-fraction
apparaissant dans la zone (ll) apres 35 minutes PBQ@ est tres comparable a celle dans la
fraction PR1. Pendant l'extraction de la fractidR2Ples prolamines résiduelles fortement
réticulées ont été finalement solubilisées sousiésr monomériques, ce qui a engendré cette
similitude entre les fractions PR2 et PR1 et l&ckdn des formeg+p- kafirines ety-kafirine

dans les deux fractions.
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Figure 3.7: Profils de chromatogrammes en phase inverse (REGHRles fractions de
protéines pour les cultivars de sorgho. PNRfraction extraite avec 70% éthanol, PR(
fraction extraite avec 70% éthanol en présenceXl@-inercaptoéthanol et PR2{ fraction
extraite avec 6M d'urée en présence de 2% SDS €@TPbsLa colonne a été équilibrée avec
25% de solvent A [ACN contenant 0,1% (v/v) TFA]sastlvant B [eau déionisée contenant
0,1% (v/v) TFA]. Les protéines sont éluées ave@ratient linéaire de 25% A a 75% A en
70 min & 50°C la séparation est suivie a 214 nm.
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Afin d'illustrer les différences entre les cultigate sorgho, les pourcentagesydeafirine et

de a+p-kafirines ont été déduits a partir des aires des ¢e RP-HPLC de chaque fraction par
rapport a la somme de l'aire totale des fractiohNdR,PPR1 et PR2 (Tableau 3.3). Ces
pourcentages donnent une vue d'ensemble des niviagkafirine et deat+p-kafirines
extractibles dans les différents cultivars de sordles pourcentages gekafirin dans tous les
cultivars de sorgho sont inférieurs a 16 %. Cepetiddes différences pourraient étre
clairement notées entre les cultivars. Le sorghio fid de Touggourt donne le plus bas
pourcentage dans les fractions PNR et PR1 et, ement€mps, les plus hautes dans la fraction
PR2 (Figure 3.7, Tableau 3.3). Tous les autresvan#t présentent des niveaux comparables

de kafirines excepté AS2 qui présente des nivebawée dey-kafirine.

Tableau 3.3:Pourcentages dekafirine et dent+p-kafirine par rapport a la fraction totale de
prolamine extraite (PNR+ PR1 +PR2) calculés dessale RP-HPLC pour les cultivars
Algérien de sorgho.

Cultivars vy —Kafirine (%) a- and B-Kafirine (%)

AS1 11,0 89,0
AS2 16,0 84,0
AS3 11,3 88,7
AT1 10,2 89,8
AT2 13,9 86,1
SB1 10,9 89,1
T1 7,1 92,9

Hicks et coll. [32] ont prouvé que les niveaux tiédade y-, B- et dea-kafirine peuvent étre
employés dans la différentiation des cultivars deglso. De plus, Taylor et coll. [52] ont
suggéré d'améliorer la digestibilité des protéithesorgho par la multiplication des lignes de

sorgho avec un taux réduit ou méme nuj-d@firine.
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Figure 3.8: Profils de chromatogrammes en phase inverse (REGHRBles fractions de

protéines pour les cultivars de mil perlé. (PNR+RR9) fraction extraite avec 70% éthanol
en présence de 1%-mercaptoéthanol et PR2 { fraction extraite avec 6M d'urée en
présence de 2% SDS et 1% DTT. La colonne a étdiliréei avec 30% de solvent A [ACN
contenant 0.1% (v/v) TFA] et solvant B [eau déiéeiscontenant 0.1% (v/v) TFA]. Les
protéines sont €luées avec un gradient linéair80é A a 70% A en 30 min a 50°C la
séparation est suivie a 214 nm.
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Afin de caractériser avec plus de précision lesapnmes de mil perlé (pennisetines), la RP-
HPLC a été exécutée en utilisant des gradient®tdaitrile s'étendant de 30 a 70%. Cette
analyse a permis l'apparition de dix principauxspiEigure 3.8). Les chromatogrammes de
RP-HPLC pour les prolamines réduites de mil perié &é arbitrairement divisés en deux
zones représentant les protéines a basse hydragkdlone |, élution jusqu'a 15 minutes), et
les protéines a hydrophobicité intermédiaire eté&lgone I, élution aprés 15 minutes). Dans
la fraction PNR+PR1, A-pennisetine (27 kDa) et @psetine (10 kDa) pourraient

clairement étre distingués en se basant sur ladtatss de Marcellino et coll. [108] sur

I'identification des pics de RP-HPLC par SDS-PAGH{]. La C-pennisetine (10 kDa)

apparait dans la zone | tandis que la pennisegingus hydrophobe: A-pennisetine (27 kDa)

est éluée en zone Il.

Dans le but de différencier entre les cultivarsrdeperlé, les niveaux de A-pennisetine et C-
pennisetine ont été déterminés a partir des ageRRFHPLC (Tableau 3.4). Dans tous les
cultivars de mil perlé, les niveaux de A-pennisetisont plus élevés que ceux de C-
pennisetine, dans tous les échantillons. Cependarg, |égere difféerence pourrait étre

observée entre les cultivars. Le niveau le plusdea€-pennisetine est obtenu pour le cultivar
PM7 de Béchar (12,2 %) [169]. Contrairement au lsor@ucune étude comparable n'a été

trouvée pour le mil perlé dans la littérature

Tableau 3.4:Pourcentages de A-pennisetine et C-pennisetineapaprt a la fraction totale
de prolamine extraite calculés des aires de RP-HBRILE les cultivars Algérien de mil perlé.

Cultivars  A-penniseting%)  C-penniseting(%)

PM3 84,9 15,1
PM4 82,9 17,1
PM5 82,6 17,4
PM6 84,5 15,5
PM7 87,8 12,2
PM8 81,5 18,5
PM9 82,8 17,2
PM10 82,8 17,2
PM11 81,9 18,1
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Marcellino et coll. [108] ont montré que les forme®t B-pennisetines sont intimement liées
a la germination de la graine alors que C-penmegtieste intacte durant la germination.
Beaucoup reste a comprendre en ce qui concermeitause des prolamins de mil perlé, ainsi

gue le r6le physiologique de ces protéines devéstans la graine de mil perlé.

3.3.5 Purification et caractérisation des prolaming de sorgho et premiére mise en
evidence de 'expression da&-kafirine

Les travaux de cette partie ont été consacrésndida en évidence pour la premiére fois a
I'échelle protéique, de la formé-kafirine de sorgho et sa caractérisation par voies
expérimentale. Les séquences N-terminale des h@dirextraites ont été déterminées. Les
profils de SDS-Page des prolamines PNR+PR1 onti&&rminés a partir du sorgho blanc
AS1 (Figure 3.9). Les prolamines PNR+PR1 éluéesdférentes concentrations ont montré
des profils comparables a ceux rapportés par dauatrercheurs et précédemment au cours de
cette étude (Figure 3.4) mais avec une meilleuparaéion [41, 165]. Les prolamines
apparaissent sous forme de bandes monomériquesgondant &-, al-, a2-, etp-kafirines
avec respectivement des MM de 28 kDa; 26 kDa; 28, ldD 18 kDa (Figure 3.9). Des formes
d'oligomeéres (diméres, triméres et polymeres) soiski observées. La disparition compléte
de ces formes réticulées nécessite probablemgnitlde concentrations plus élevées d'agents

réducteurs.

La bande additionnelle apparaissant a 14 kDa dengdit protéique le plus concentré
(Figure 3.9, Ligne 1) pourrait étrd-kafirine. L'existence potentielle de celle ci & ét
mentionée par Shewry et Halford en 2003 [107], ialo et Godwin en 2005 [166] ainsi que
par Belton et coll. en 2006 [36] en se basant aucdmparaison des séquences d'acides
aminés des difféerentes formes de kafirine et daeezét par déduction de ces séquences a
partir du DNA.
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Figure 3.9: SDS-PAGE des prolamines de sorgho (AS1) dont stifms protéiques ont été
extraites avec 70% d'éthanol en présence de pidtercaptoéthanol: (PNR+PR1) avec
indication desul, a2, B, y etd-kafirine. Ligne 1: 1,25 mg/ml, Ligne 2: 0,62 mg/rhigne 3:
0,06 mg/ml, Ligne 4: 0,04 mg/ml. Ligne MM contides marqueurs de masses moléculaires.
Les monomeresl-, a2-, B-, y- etd-kafirine sont indiqués et les polymeéres (P), tries&(T) et
diméres (D).

Dans le but de confirmer ou d'infirmer l'identité dette protéine monomérique, les bandes
obtenues sur SDS-PAGE ont été transférées sur emgorane de Polyfluorure de vinylidene
(PVDF) pour permettre la détermination de leursuséges N-terminales en acides aminés.
Dans le blot des extraits dilués de protéinessth@ndes majeures apparaissent. Pour les
bandes A et B (28 kDa-23 kDa), la séquence N-taatminméveéle une partie del-kafirine
(VIIPQXSLAPXAXXS, avec X représentant un acide aénimon identifi€), et une séquence
de huit acides aminés correspondapkafirine (TLTTGGXGXQ).
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Figure 3.10: Membrane de PVDF des kafirines transférés aveicatidn deal-, a2-, -,
v- eté-kafirines. Ligne 1: 0,125 mg de protéine/ml; lighiel,25 mg/ml.

La séquence N-terminale de la form-kafirine n'a pas pu étre déterminée, probableraent
cause de son abondance relativement faible compardekafirine. La troisieme bande C a
18 kDa apparaissant dans les deux blots donne Ilmem&équence N-terminale
LOMPGMGLQDLYGAGALMTM(M)GA(Q)X confirmant la présere de 3-kafirine. Afin

de confirmer la présence dekafirine, I'extrait protéique le plus concentréta transféré sur
une membrane de PVDF. Une faible bande D a 14 kigaé&é une séquence d'acides aminés
identique a celle prédite mais non confirmée psirckercheurs précédents THIPGHLPLVM,
confirmant la présence de onze acides amiEs résultats ont révélé la présence et la

purification pour la premiere fois de la forrxdafirine [168].

3.4 CONCLUSION

Les échantillons de sorgho et de mil perlé sélentis ont montrés une grande variabilité

morphologique et la teneur en protéines. Dansdegnt travail, nous avons essayé d'extraire
et d'analyser les protéines totales et les frastam protéines des grains de sorgho et de mil
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perlé provenant de différentes régions du sudAdgdtie. Un intérét particulier a été porté a
la fraction majoritaire: les prolamines.

Des taux élevés de protéines ont été obtenus,atdsgreent de 12 a 16,4% pour le sorgho et
de 11,8 a 18,2% pour le mil perlé. Le sorgho ehileperlé offrent une source potentielle en
protéines nutritionnellement importantes. Les foad d'albumines, de globulines, de
prolamines et de glutélines du sorgho et du milépent été extraites. Les prolamines
constituent la fraction principale de protéines dlaous les cultivars. L'extractabilité des
prolamines de mil perlé s'est avérée plus élevéecelles du sorgho, ces dernieres exigent
I'ajout d'agents réducteurs pour atteindre deseraedts appréciables d'extraction.

Les profils de SDS-PAGE, de SE-HPLC et de RP-HPhCpermis la séparation et I'analyse
des difféerentes formes de kafirine et de pennisetires taux de- et a+p-kafirine pour le
sorgho et de A- et C-pennisetines pour le mil perig été déduits a partir des aires de RP-
HPLC en se basant sur leur difféerence en hydrogitébiEn outre dans ce chapitre, nous
avons demontré la présence ddafirine pour la premiere fois au niveau protéigsa
séquence N-terminale a été déterminée de la bamdgaassant dans le SDS-PAGE a 14 kDa.
Cependant, d'autres travaux de recherche sont sadass telles que l'application des
méthodes expérimentales de traitement, de purditat d'analyses sur différents cultivars.
De méme que I'étude de l'influence des conditiorédagpes de croissance et du génotype sur
la composition des kafirines de sorgho et des getinies de mil perlé.

Dans le chapitre suivant, un autre aspect de @&isation des protéines de sorgho et de mil
perlé est étudié: la détermination de la valeudestla qualité nutritionnelle des protéines

totales.

-81-



QUALITE NUTRITIONNELLE DES PROTEINES DE GRAINES DE SORGHO ET DE MIL PERLE

Chapitre quaire

Qualité nutritionnelle des protéines de
graines de sorgho et de mil perlé3

4.1 INTRODUCTION

En Algérie, les cultivars de sorgho et de mil parés bien adaptées aux écosystémes arides
[170], et peuvent constituer une alternative saqisvéque pour l'alimentation humaine et
animale dans ces régions. Le sorgho et le mil maoté nutritionnellement équivalents a la
plupart des céréales, et leurs teneurs en prot@sesout a fait variable. La plupart des
auteurs rapportent une grande variabilité de teneniprotéines s'étendant de 6 a 18 % [1, 4,
12]. Cependant, les protéines de sorgho et de emnlé sont déficientes en acides aminés
essentiels principalement la lysine [6, 7]. Biereques céréales constituent des aliments
primaires pour des millions d'Africains, d'Asiateguet de latino- Américains, le sorgho est
caractérisé par une faible digestibilité des prn&®i[171], alors que le mil est caractérisé par
une meilleure digestibilité. Mertz et coll. [123htoemployé une méthode de calcul de la
digestibilité in vitro des protéines de céréales. Plusieurs auteursapponté que les valeurs

de digestibilité diminuent de maniere significatigprés traitement thermique en cuisine,

3 ce chapitre est basé sur les références suivantes:

Mokrane, H., Amoura, H., Belhaneche-Bensemra, N., @irtin, C. M., Delcour, J. A. & Nadjemi, B. (2010).Assessment of Algerian
sorghum protein qualitySorghum bicololL.) Moench] using amino acid analysis and in vipepsin digestibilityFood Chemistryl21,
719-723.

Mokrane, H., Amoura, H., Belhaneche-Bensemra, N. &adjemi, B. (2006a) Extraction of prolamins from sorghur8drghum bicoloyx
and effect on in vitro protein digestibility. Broceeding of International Congress on BiocatalyEidited by Grote R. & Atranikian G.
University of Technology of Hamburg, Hamburg, GenpaSeptember 3 - 7, 2006, pp. 218.

Mokrane, H., Brijs, K., Belhaneche-Bensemra, N., Qartin, C. M., Nadjemi, B. & Delcour, J. A. (2008a). Extractability and
characterization of pearl millePénnisetum glaucunproteins from Algerian cultivars. IRroceeding of AACC InternationaEdited by
AACC. Honolulu, Hawai, U.S.A, September, 21-24, 200ereal Foods Worldpp. A70.
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indiquant que la cuisson peut modifier les proteide sorgho ou de mil perlé et les rendre
moins digestibles [28]. Tandis que Zhao et coll][8nt prouvé que la digestibilité in vitro
varie considérablement entre neuf cultivars difiesede sorgho (23 a 68 %). La faible
digestibilité des protéines de sorgho est vraisabibment du a I'enchainement des protéines

de sorgho et aux liaisons intermoléculaires emseblypeptides monomeériques.

Les protéines de bonne qualité pour l'alimentatiomaine, sont celles qui sont aisément
digestibles et contiennent les acides aminés askedans des quantités qui correspondent
aux besoins alimentaires des étres humaines [8]guantités exigées de ces acides aminés
changent avec l'age, les états physiologiques é¢at I'de santé. FAO/WHO (1991) a
recommandé l'utilisation des modéles de teneursdd's aminés essentiels pour des enfants
en age préscolaire FAO/WHO/UNU (1985).

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a I'évalude la qualité des protéines. Zarkadas et
coll. [172] ont comparé la qualité des protéines de cingwaukltide soja par I'analyse du taux
d'acides aminés. Dans un autre travail, Tang et ¢d¥3] ont étudié les propriétés
alimentaires des protéines de légumineusghdseolusen évaluant les indices de digestibilité
des protéines (AAS, PCDAAS). A notre connaissaragune étude sur la qualité des

protéines des cultivars algériens de sorgho etitparié, n'a été trouvée.

Dans le chapitre précédent, la fraction de protdanes les cultivars algériens de sorgho et de
mil perlé a été caractérisée. Le but de la présétige est d'évaluer la qualité nutritionnelle
des protéines de sorgho et de mil perlé dans Ikivans algériens (composition en acides
aminés et digestibilitén vitro). Les indices de digestibilité (AAS et PCDAAS) oéite
calculés selon les besoin en acides aminés poenfasits agés de 2 a 5 ans [124, 125, 174].
Les valeurs de ces indices de digestibilité peuweeienter les cultivateurs dans le choix des
cultivars algériens de sorgho et de mil perlémésux appropriés pour la nutrition humaine.

4.2 MATERIELS ET METHODES

4.2.1 Matériels
Sept échantillons de graines de sorgho (AS1, ASRZ3,AAT1, AT2, SB1 et T1) et onze

échantillons de graines de mil perlé (PM1 a PMIi)é&e prélevés dans des régions arides du
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Sahara Algérien. Une description détaillée descta@ratiques des cultivars a été effectuée
dans le chapitre 3, la section 3.2.1

Les grains de sorgho et de mil perlé ont été réditfarine dans un moulin de type Cyclotec
1093 (Tecator, Hoganéas, Suéde), les farines olgemnieété manuellement tamisées a travers
un tamis de 400um. Tous les produits chimiquesattifs proviennent de Sigma-Aldrich

(Bornem, Belgique) et sont de grade analytique.

4.2.2 Analyse du taux de protéines et du taux d'huidité
Les teneurs en protéines dans les différentes memutles cultivars de sorgho et de mil perlé
ont été déterminées suivant les méthodes précédeint@erites dans le paragraphe 3.2.2 du

chapitre 3.

4.2.3 Analyse du taux d'acides aminés

La composition en acides aminés a été déterminéeffeatuant en premier une hydrolyse
acide de la farine de sorgho ou de mil perlé carteapproximativement 4,25 mg de protéine
dans 1,0 ml d'acide chlorhydrique (HCI 6,0 M) peartd&dh a 110°C. Apres vaporisation de la
solution liquide, la fraction solide restante eispdrsée dans 4,0 ml d'eau et filtrée a travers
un filtre en papier (0,22 um). Le filtrat obtenu ators dilué 50 fois. 25 ul de la solution
obtenu sont injectés a 30°C et sous une pressiddDde@ psi dans une colonne analytique
aminoPac (PA 10) (2 x 250 mm) précédée d'une celote garde aminoPac (PA 10)
(2 x 50mm) (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, Etdhnis). Les acides aminés ont été
élués a un débit de 0,25 ml/min en utilisant urdignat d'élution de trois solvants: A (18.2 eau
MOhm), B (250 mM hydroxyde de sodium) et C (1.0 betate de sodium). Le gradient
d'élution suivant a tété utilisé 0.0-2.0 min, 24%2B)-8.0 min, 24-36% B; 8.0-11.0 min, 36%
B; 11.0-18.0 min, 36-20% B and 0-40% C; 18-21 mdi®;16% B and 40% C; 21-23 min,
16% B and 40-70% C; 23-42 min, 16% B and 70% C422- min, 16-80% B and 70-0% C;
42.1-44.1 min, 80% B; 44.1-44.2 min, 80-24% B; 44min, 24% B [176, 177].

La séparation des acides aminés est effectuéehpamatographie d'échange anionique avec
une détection de type IPA: Détection ampérométriguleée intégrée équipée d'une électrode
en or [175]. Les étalons des acides aminés se cganpale 17 acides aminés obtenus de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne) [176, 177].
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4.2.4 Digestibilitéin vitro des protéines

La digestibilitéin vitro des protéines de certains des échantillons dehgagde mil perlé
décrits précedement, est déterminée en utilisantm enzyme protéolytique la pepsine issue
de lI'estomac de bovin (E.C 3.4.23.1) (944 unitésnpg) Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique).
Une légere modification du procédé décrit par Mettzoll. [123] a été employée. La farine
de sorgho ou de mil perlé (500 mg) est mise enesisspn dans 25 ml de la solution tampon
de monophosphate de potassium de®® (0,1 M) & pH 2,0 contenant la solution de
pepsine (2,0 mg/ml). Le mélange réactionnel eathidca 37°C dans un bain marie pendant
120 minutes. La suspension est ensuite filtrépplecentage de I'azote soluble est déduit du
pourcentage des protéines dans la farine initiatkes le résidu déterminé par la méthode de
combustion de Dumas.

La digestibilitéin vitro (Eq. 2.1) est calculée par le pourcentage detéazolubilisé sous

I'effet de I'action de I'enzyme comme définie diansection 2.5.3

4.2.5 Score en acides aminés (AAS) et digestibiltérrigée des protéines (PDCAAS)

Les indices de digestibilités: le PDCAAS avec I'AABnt actuellement des méthodes
approuveées de mesure de la qualité alimentaireedwotéine. La valeur la plus élevée de
PDCAAS que n'importe quelle protéine peut réalisstr 1,0. Ces points signifient qu'apres
digestion de la protéine alimentaire, ils fournigsear unité de protéine, 100% ou plus des
acides aminés indispensables exigés par un engaBtal5 ans. Les scores au-dessus de 1,0
sont arrondis a 1,0. Si un acide aminé se trouvgquamtité plus élevée que celles exigées
pour la synthése des protéines, celui-ci va étrekétcomme graisse s'il n'‘est pas éliminé du
corps [125, 174].

Les valeurs de PDCAAS et de AAS sont calculéestir pies équations (2.2) et (2.3) définies
dans le chapitre 2, section 2.5.1 et 2.5.2.

4.2.6 Traitement statistique des données
Toutes les analyses statistiques ont été exéceteasilisant le logiciel systeme d'analyse
statistique 8.1 (SAS, Cary, Or, USA) en utilisantprocédé multiple de comparaison Tukey

avec un niveau de signification de 5% [163].
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4.3 RESULTATS ET INTERPRETATIONS

4.3.1 Résultats de l'analyse du taux d'acides amisé

Les graines de cultivars analysées présentent ompasition en acides aminés équilibrée
avec des niveaux €levés en acides aminés essergmiésentant plus de 40% de la
composition totale en acides aminés (Tableaux 4.4.2). L'hydrolyse acide affecte les
niveaux de tryptophane, de l'arginine et de laimgstL'acide glutamique et la glutamine
apparaissent dans le méme pic, I'asparagine eld'aspartique sont aussi élués au méme pic
[176, 177].

Des profils comparables de composition en acideaé@sdans le sorgho ont été rapportés par
Kent et Evers [178pour le sorgho américain, par Knudsen et coll. J1p®ur des cultivars
du Burkina Faso, et par Ebadi et coll. [18®ur les cultivars iraniens. Dans les échantillons
algériens de sorgho, les pourcentages de lysir@nyfdianine, méthionine, tyrosine, alanine
et cystine présentent une variabilité fortementnificative (p<0,001) (Tableau 4.1).
Cependant, la proline, l'acide glutamique avec ll#agine, la sérine et l'histidine qui
représentent tous des acides aminés non esseagbibent une variabilité non significative.
Knudsen et coll. [179t Ebadi et coll. [180] ont rapporté que les thasxplus élevés d'acides
aminés sont la leucine, l'acide glutamique et laaghine directement suivis de la proline et
I'alanine. Cependant, la lysine dans le sorghorigigéest légerement plus élevée que ceux
originaires d'lran et plus faible par rapport awtticars du Burkina Faso. Les niveaux de
thréonine sont plus élevés dans les cultivars Adgér La valine et la méthionine sont dans la
méme gamme des cultivars iraniens. En génératukivars algériens de sorgho sont riches

en acides aminés essentiels (40 %).

La composition en acides aminés des cultivars igigerde mil perlé est semblable aux
valeurs rapportées pour les cultivars de mil p&ilsse et tcheque [181]. Cependant, une
légere différence a été observée: Les cultivarsrigdgs sont plus riches en thréonine et moins
riches en méthionine et tyrosine. La teneur emésst pour quelques cultivars, inférieure
aux valeurs rapportées et pour d'autres plus él&& résultats peuvent orienter notre choix

vers I'exploitation des cultivars les plus nutsitffableau 4.2).
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Tableau 4.1:Composition en acides aminés dans les grainespdesiéivars de sorgho exprimée en g d'acides asrdaés 100g

de protéines dans les moutures seches(%).

AS1 AS2 AS3 AT1 AT2 SB1 T1

Proteine (%) *** 135+0,3 cde | 148+07 bc 121+03e 138:+04bcd |126:04ed 164+0,2a ;Sb’l =09
Acides aminés essentials (%)
Lysine *** 2,1+0,1ab,c 2,0+£0,2a,b,c 22+0,1ab D&+ 1,9+0,1b,c,d 2,1+0,0ab 1,7+0,1¢,d
Threonine * 510.2ab 50£00ab 51+02ab 45%0,2 50+ 03abc 4,7£0,0ab,c 28 io,s
Phenylalanine *** 43+04d 6,2+0,0ab 6,3+0,14a,b 50+00c 6,1+£0,3 b 6,2+0,0a,b 6,2+0,34ab
Isoleusine* 38+£0,2b 40+0,0ab 39+0,0a,b 43+03a 38+00b 40+0,04a,b 39+0,0ab
Leucine* 16,3+0,8a,b,c 16,0+£0,1b,c 16,4 +£0,2 a,b,c ,3%¥0,0 a 15,8+0,5b,c 16,0+0,0b,c ;7b,0 +0,5
Valine*** 4,7+0,3d,e 5,0+0,0cb 50+0,1b,cd 5,1%db,c 48+0,2cd,e 49+0,0b,cdle 4,610,2
Methionine *** 1,2+0,0b,c 1,6+0,1a 1,1+0,0b,c 1,1+0dc 1,3+0,0b 1,1+0,0 d 1,4+0,0 blc
Tyrosine *** 29+0,1b,cd 29+0,1b,c 2,7+0,0b,cd 32Ga 28+0,2b,c,d 28+0,0b,cd 3,0+ 0K R,
Acides aminés
essentials totaux | 40,0 42,8 42,8 42,0 41,4 41,9 42,8
(%)
Acides aminés non essentiels (%)
Alanine *** 8,0+0,4d 8,6+0,1b,cd 8,4+0,1b,cd 9,44 8,3+x0,1cd 8,5+0,0 b,cd 8,2+0,2¢,d
Glycine* 29+0,1a 26+0,1ab 28+0,2a 19+04b .7 30,3a 25+0,0ab 2,4+0,2ab
Cystine *** 0,5+0,0a 0,4+0,0b,c 0,3+0,0b,c 0,2+0,0c 0,4+0,1ab 0,3+0,0b,c 0,4+0,0hb,c
Proline 78+04a 79+00a 80+0,1a 8,3+x04a 0P a 76 £0,0a 7,703 a
. 38104
Serine * 40+0,3 a 35+0,1ab 3,7+0,1a,b 3,1 40,3 3,8+x0,5ab 34+x0,0ab ab
Acide Glutamique | 175,054 16,2+0,1a 16,8+0,4 a 16,6+0,8a | 168+13a 16,4+0,0 a 17,2+0,9]a
Glutamine
ﬁc'de Aspartique | 57,021 59+00b 61+02ab 58+03b [58+04b 59+0,0 b 59+0.2b
sparaginine

Histidine

22+0,1la 1,8+0,34a,b 20+0,2a,b 19+Qba 20+0,3ab 2,0+x0,0a,b 1,6+£0,1k

Les valeurs représentent la moyenne de trois mesuge erreur absolue; Les valeurs avec la méme lettrdans une rangé ne sont pas significativement déffents I'un de l'autre (p<0,05).
* p<0,05, **p<0,01 , ***p<0,0001
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Tableau 4.2:Composition en acides aminés dans les graineazieaultivars de mil perlé exprimée en g d'acigemés dans 100g
de protéines dans les moutures seches (%).

PM1 PM2 PM3 PM4 PM5 PM6 PM7 PM8 PM9 PM10 PM11
Proteines 06+ | T18*08 | 153,03¢| 182208 | 131204 | 174202 | 1,5, 60p| 1744024a] 11,1405¢| 11,2+06¢| 24£05 | 120%0.7
c a b,c a b,c c
Acides aminés essentials (%)
Lysine™* 30+01a 3,0+0,0 2,6+0,1 2,6+0,1 2,6 +0,0 25+0,0 2,0+0,7 3,0+£0,0 32+02a 314034 33400
a,b a,b a,b a,b a,b b a
Threonine 6,5+0,1a 6,3+0,04a 6,5+0,11a6,5+0,0 a 6,3+0,0 4 6,3+0,0@a 6,0x0,7a,6#0,1a| 65+0,1a| 65+0,2a| 6,6+0,0a
Phenylalanine™ | 4,6+00ab | Y8%01 | 59400a| 4401 | 4701 | 41.00a] #°%05 | 43402a| 42+024 **%00 | 43:01a
a,b a,b a,b a,b a,b
Isoleusine 40+0,3a 3,9+0,04 43+0,1@a 41+0,0a +)11a 39+0,0a 41+0,3a 40+0,2a 401Gta 4,1 £0,2 4 40+0,1
Leucine* 127405 ab| 122+01b 13,7+ 04| 13,3+0,1 13,3+0,1 | 124+ 0,0| 13,1+0,9 12,4+0,4 12,7+0,1 12,8+0,4 12,2+0,5
a a,b a,b a,b a,b a,b a,b a,b a,b
Valine 5,3t0,2a 52+ 0,0a 54+0,1a 54+0,0a HHM0a 5,1+0,0a 51+05a 53+0,3a 5M1a 55+0,2a 53+0,14
Methionine** 1,4+00ab | 1,5+00ap 14+004b 1,3+®0[al4+00ab 1,1+00ab 1'4:b0’0 1,600 ab 1*5aib0'0 1,7+03a 1*5aib0’0
Tyrosine 19+0,1a 2,1+0,24 2,2+0,1a 19+0,0a 1£00a 1,9+0,0 4 2,1+0,0a 2,0+ 0,2/a 2010ta 21+0,2a 2,1+ 0,0 g
Acides aminés
essentials totaux 39,5 38,8 41,2 39,6 40,1 37,4 40,9 39,3 39,9 40,3 9,33
(%)
Acides aminés non essentials (%)
Alanine 74+0,2a 6,9+0,04 74+01@a 74+01a +M5la 70+0,0a 74+02a 71+04a T02ta 76+0,4a 7,1+0,334
- 3,1+0,0 2,8+0,1 29+0,1 3,0£0,0 3,3+0,0 3,2+0,0 3,4+0,0 35+0,1
Glycine 3,3+0,0a,b,c abed cd b.cd b.cd ab.c 25+0,3d ab.c ab.c 36+04a ab
Cystine 0,3+0,0a 0,4+0,14 0,4+0,0p@ 0,3+0,0a HM0a 0,3+0,0a 0,3+0,1a 0,4+0,0a 0(B3Gta 0,3+x0,1a 0,2+0,0 4
Proline 6,0+04 a 58+0,04 6,1+0,2ja 6,3+0,0a 2#0,1a 57+0,0 4 59+04na 6,1+0,da 6000ta 6,4+0,1a 590,134
N 9,7+0,3 95+0,1 11,2+0,9 10,9+0,0 11,2+1,9 8,0+1,6 70+ 0,3 8,7+ 0,9
Serine 7,1+09c,d abc.d 12,8 £0,1a abc.d ab ab.c ab b.ed cd 6,8+15d bc.d
Acide 158+0,3 a
Glutamique 16,5+0,8a 158+0,1a 17,2 £0,la 17,1+0{1a7,0%0,1a 16,1 £ 0,04 16,3x1,6j]a 159+0Ra 0#@)5a| 16,1+0,6 a e
Glutamine
AcdeAspartidue | 74s01a | 71+01d 72+00p 69:+00a MGla| 67+00a 71%06a 7,0+02a 7430| 75:05a 7.3+0.23
sparaginine
24+0,1a 2,3+0,14 23+0,0@a 23+0,0a £DVa 1,9+0,0 4 1,9+05a 23+0,0a 2060ta 24 £0,14a 24+0,1

Histidine*

Les valeurs représentent la moyenne de trois meswgre: erreur absolue; Les valeurs avec la méme lettrdans une rangé ne sont pas significativement déffents I'un de l'autre (p0.05).
* p<0,05 , **p<0,01 , ***p<0,0001
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Les teneurs en acides aminés avec différents eaeactacide, basique, hydrophobe ou
apolaire) sont rassemblées dans le tableau 4.3lg®wultivars de sorgho et dans le tableau
4.4 pour les cultivars de mil perlé. L'alaninesdleucine, la leucine, la méthionine, la
phénylalanine, la proline et la valine sont deslesiaminés hydrophobes et sont présents en
grande abondance 49 % et 42 % en moyenne respaetivgour le sorgho et le mil perlé.
Les autres groupes (acide, basique et apolairejtitaent le reste des acides aminés. Les
résultats obtenus confirment le caractére hydrophmwbBdominant des protéines de sorgho et
de mil perlé. Les acides aminés acides viennerdegixieme position avec des niveaux de

l'ordre de 23 %, directement suivis des acides @sbasiques 15 % a 18% puis apolaires
14% a 17% [164].

Tableau 4.3:Pourcentage en acides aminés de caracteres difféans le sorgho
(mg d'acide aminé/g de protéine)

Acides aminés{(% de AS1 | AS2 AS3 | ATL | AT2 SB1 T1
protéines)

Acide* 225 22,2 22.9 22.4 22,6 22.4 23,1
Basique** 16,9 14,5 13,3 14,4 15,1 15,9 13,9
Hydrophobe*** 454 49,3 49,1 50,5 47,9 48.4 49,0
Apolaire*+ 15,4 14,4 14,7 12,9 14,7 13,8 14,5

* Acide: Acide Aspartique, Acide glutamique.

** Basique: Lysine, Arginine, Histidine.

*** Hydrophobe: Alanine, Isoleucine, leucine, Methine, Phenylalanine, Proline, Valine.
*+% Apolaire: Glycine, Serine, Thréonine, Tyrosin€ystéine.

Tableau 4.4:Pourcentage en acides aminés de caracteres diff@éans le mil perlé
(mg d'acide aminé/g de protéine)

Acides aminés

(% de PM1 | PM2 PM3| PM4| PM5| PM6 PM7 |PM8 | PM9 | PM10 | PM11
protéines)

Acide 23,8 | 22,9 244 | 24,0| 24,6 22,8 25,0 22/8 23235 | 23,0
Basique 18,6 20,7 15,9 17,7 16,5 21,4 152 199 6 18,17,3 19,9
Hydrophobe | 41,3 | 40,0| 43,3| 42,14 426 394 43|5 40,413 | 42,3 | 40,2
Apolaire 16,3 16,4 16,4 16,2 16,3 16,4 16,4 16,5 ,616 16,8 16,8
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4.3.2 Digestibilitéin vitro des protéines

4.3.2.1 Cas du sorgho

La figure 4.1 représente la variabilité en digaktéin vitro exprimée par le pourcentage de
l'azote total solubilisé par la pepsine pour letivars de sorgho. Tous les cultivars ont
montré une variabilité fortement significative<(p0001), les digestibilités des échantillons de
sorgho présentent une moyenne de 36,5 % et saestodérieures a 50 % excepté pour les
cultivars locaux AS1 et AS3 d'Ain Salah,. Les pipades protéines du sorgho étant des
kafirines, ces protéines sont connues pour étrédaee résistantes en raison de leurs liaisons
intermoléculaires qui lient ensemble les kafirime®nomériques [2, 36, 49]. Dans les
cultivars échantillonnés, les digestibilités leggpélevées sont obtenus pour les cultivars d'Ain
Salah AS1 (58,2 %) et AS3 (54,2 %). Les autresivauk ont été caractéerisés par des
digestibilités tres basses, de 20 a 35 %. Cettadgraariabilité dans la digestibilité des
cultivars de sorgho a été également observée parepts auteurs [28, 34, 37, 48-50]. Avec
ces informations, il serait possible de sélectionies cultivars les plus appropriés pour

['alimentation.
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Figure 4.1: la variabilité dans la digestibilité@ vitro de sept cultivars de sorgho, Les valeurs

avec la méme lettre ne sont pas significativerdéférents(p<0,0001), a: AS1, AS2, AS3; b:
AS2, T1; c: AT1, AT2, SB1, T1.
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4.3.2.2 Cas du mil perlé

Les cultivars de mil perlé ont exhibé des valewwdiestibilitéin vitro trés variables allant
de 48 % pour le cultivar PM10 a 88 % pour le calti?M2, avec une moyenne de 70,3 %
(Figure 4.2). Ces résultats montrent clairemerdiffgérence entre les protéines de sorgho et
de mil perlé, les protéines de mil perlé sont eryanae deux fois plus digestibles que celles
du sorgho 36,5 %.

Parmi les cultivars algériens de mil perlé, il éxides cultivars trés digestibles tels que PM2
(88,1 %), PM9 (86,3 %) et PM3 (84,1 %). Il est aenayue PM2 et PM3 sont des cultivars
originaires d'Ain Salah, alors que PM9 est un eatticommercialisé, importé d'un des pays
limitrophes probablement le Niger.
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Figure 4.2: Variabilité dans la digestibilitén vitro de huit cultivars de mil perlé, Les valeurs

avec la méme lettre ne sont pas significativerdgf@rents (x0,0001), aPM2, PM3, PM9,
b: PM8 etc: PM4, PM5, PM7.

Dans le lot de cultivars de mil perlé échantillos\néertains cultivars présentent des valeurs
de digestibilité plus faibles de I'ordre de 47 %1(®).

Ces résultats vont permettre de sélectionnerdegdi de sorgho ou de mil perlé présentant les
meilleures caractéristiques alimentaires, a savesr,meilleures digestibilités. Cependant la
mesure de la digestibilité vitro des protéines ne constitue pas a elle seule umptneade

sélection des cultivars car la qualité des progat étre prise en compte (présence d'acides
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aminés essentiels en taux appréciable). Dans Ehai paragraphe, nous allons présenter la
qualité des protéines de sorgho et de mil perlé tlaurs les cultivars échantillonnés.

4.3.3 Evaluation de la qualité des protéines de sgito et de mil perlé

4.3.3.1 Cas du sorgho

Les tableaux 4.5 et 4.6 présentent respectiveresnddux indices de digestibilités; I'AAS et
le PDCAAS calculés pour les sept cultivars algériele sorgho. Les valeurs d'AAS sont
toutes de l'ordre de 1,0 ou légerement plus élewdeepté pour les acides aminés limitants:
la lysine aussi bien que la méthionine et la cpstéEn revanche, les cultivars de sorgho ont
exhibé des scores trés élevés pour la leucinec2tée valeur est essentiellement due a la

teneur élevée en leucine dans tous les cultivasedgo.

Tableau 4.5 Score en acides aminés (AAS) de sept cultivaydrign de sorgho.

Sorghum cultivars AS1 AS2 AS3 AT1 AT2 SB1 T1
Taux d'AA pour

enfants de 2-5 ans AAS

FAO /UNU

Phe+Tyr | 6,3 1,2 1,4 1,4 1,3 1,4 1,4 1,5
lle 2,8 1,3 1,4 1,4 15 1,3 14 14
Leu 6,6 2,4 2,4 2,5 2,6 2,4 2,4 2,6
Lys 5,8 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3
Met+Cys | 2,5 0,7 0,8 0,5 0,5 0,7 0,6 0,7
Thr 3,4 1,5 1,5 15 1,3 15 1,4 15
Val 3,5 1,3 1,4 1,4 15 1,4 14 1,3
Hist 1,9 1,2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 0,9

Les valeurs des PDCAAS sont représentées danbl&ata4.6 pour les cultivars de sorgho.
Une grande marge de pourcentage de digestibilitigée (PDCAAS) a été obtenue pour les
cultivars de sorgho. Ceci est probablement di @uwgtee les PDCAAS ont été directement
liés & la digestibilitén vitro. Les cultivars avec une digestibilité élevée conesecultivars
AS1 et AS3 d'Ain Salah ont donné lieu a des PDCANYES, et ceux avec des digestibilités
faibles ont donné des valeurs de PDCAAS faiblesepteé pour le cas de la leucine ou les
PDCAAS élevés sont essentiellement dus a la rieheds sorgho en leucine

approximativement 2,5 fois plus que le niveau exigéeucine (Tableau 4.5).
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Tableau 4.6:Digestibilité corrigée (PDCAAS) de sept cultivatgaien de sorgho.

Sorghum cultivars AS1 AS2 AS3 AT1 AT2 SB1 T1
Digestibilité (%) 58,2 27,6 54,5 24,4 28,1 29,9 133,
Taux d'AA pour enfants

de 2-5 ans PDCAAS

FAO /UNU

Phe+Tyr 6,3 68,3 40,0 77,4 31,7 39,8 43,0 48,2
lle 2,8 76,7 39,5 76,7 37,3 37,7 42,2 46,1
Leu 6,6 141,1 67,0 135,6 64,2 67,1 72,6 85,3
Lys 5,8 20,6 9,4 20,5 6,7 9,2 10,6 9,4
Met+Cys 2,5 38,2 21,3 29,2 12,5 18,5 17,3 23,6
Thr 3,4 86,8 40,7 81,1 32,1 41,2 41,7 48,6
Val 3,5 76,8 39,6 77,7 35,7 38,6 42,1 43,8
Hist 1,9 68,6 26,7 56,5 24,4 29,0 31,6 28,4

Le taux d'acides aminés essentiels dans tous legacsi de sorgho et de mil perlé varie de
39,0 a 42,0 %, comparés aux 33,9 % de protéinéfdeence exigée pour des enfants de 2 a

5 ans.

Par conséquent, le profil d'acides aminés du sodgimme un bon équilibre en acides aminés
essentiels totaux, limité seulement en lysine, awex vingtaine d'acides aminés présents en
quantités appréciables. Les AAS varient de 1,06a13, déficience en lysine, méthionine et

cystéine pourrait étre supplémentée par une petéthe en lysine a savoir les protéines de

lait.

4.3.3.2 Cas du mil perlé

Les tableaux 4.7 et 4.8 représentent respectivetasntaleurs des indices de digestibilités
AAS et PDCAAS calculés pour les cultivars algérideamil perlé. Comme précédemment vu
pour les cultivars de sorgho, tous les cultivararileperlé donnent des valeurs de AAS de
l'ordre de 1 ou légerement supérieure, atteignait29 respectivement pour la leucine et la
thréonine, 1,8 pour le tryptophane et 1,5 pourdbne. La carence en lysine, méthionine et
cystéine expligue les valeurs faibles de AAS pas acides aminés. Cependant, les taux de
lysine dans le mil perlé sont plus élevés que as cultivars de sorgho, les AAS pour la
lysine dans tous les cultivars de mil perlé sonsplevés que ceux des cultivars de sorgho
(Tableaux 4.7 et 4.8).
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Tableau 4.7 Score en acides aminés (AAS) de onze cultivgréredn de mil perlé.

%i‘llg‘é?{és de pm1 | PM2| PM3| PM4| PM5 PME PM7 PM8 PM9 PM10 PMI1
Taux d'AA

our enfants de
F2)-5 ans AAS
FAO /JUNU
Phe+Tyr | 6,3| 1,0 1,1 1,1 1,0 1,1 1,0 1,1 1,0 1,0 1,01,0
lle 28| 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,4 1,5 1,4 1,5 1,5 1,4
Leu 6,6 1,9 1,8 2,1 2,0 2,0 1,9 2,0 1,9 1,9 1,9 1,8
Lys 58| 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,4 0,3 0,5 0,6 0,5 0,6
Met+Cys | 2,5| 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6 0,7 0,8 0,7 0,80,7
Thre 34| 19 1,9 1,9 1,9 1,8 1,8 1,7 1,9 1,9 1,9 9 1,
Val 35|15 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,5
Hist 19| 1,3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,0 1,0 1,2 1,3 1,3 3 1,
Tryp 1,1 1,8 1,9 2,0 1,7 1,9 1,7 1,9 1,8 1,9 1.9 9 1,

Tableau 4.8:Digestibilité corrigée (PDCAAS) de huit cultivarigérien de mil perlé.

ggr'lt('é"ars demil 'oyo | pM3 | PM4 | PM5 | PM7| PM8| PM9  PM10 PMI11
Digestibilité (%) | 881 | 842 | 639 | 579 576| 761 863 478 847
Taux d'AA pour

enfants de 2-5 ans PDCAAS

FAO /UNU

Phe+Tyr | 63| 0939 960 639 627 60,7 76,3 867 488 855
lle 28 | 1224| 1285 939 848 837 1087 1267 696 1199
Leu 6,6 | 1624 1752 1286 1168 1148 1430 1656 93,0 4156,
Lys 5,8 448| 374 286 262 201 395 478 257 483
Met+Cys | 25| 655 608 431 423 389 61,2 629 382 575
Thre 34| 1632 1608 1223 1065 1007 147,2 1653 92,0 5163,
Val 3,5 | 1309 129,9 97. 89,2 84]1 1145 1343 749 1283
Hist 19 | 1088 1024 782 70,1 563 939 1114 612 1085
Tryp 1,1 | 1709/ 166,6f 1080 1093 109,9 1384 1667 89,8 7157,

Les valeurs de digestibilité corrigée (PDCAAS) pdes cultivars de mil perlé sont tres
élevées et méme dépassent dans tous les culitgmesque pour tous les acides aminés, les
100 % exceptés les acides aminés limitants: Landysia méthionine et la cystéine.
Cependant, parmi les cultivars échantillonnésxigte des cultivars de mil perlé relativement
plus riches en lysine. Les PDCAAS varient en af=20,1 (PM7 ) a 48,3 (PM11), alors que
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pour le sorgho, les PDCAAS pour la lysine varieatd2 (AT2) a 20,6 (AS1). Donc, les taux
de lysine dans les cultivars de mil perlé ainsi lpsedigestibilités élevées placent le mil perlé
comme source de protéines alimentaires relativenere en acides aminés essentiels.

Sur la base de tous ces résultats, il serait issérg de sélectionner les cultivars de sorgho ou

de mil perlé les plus appropriés.

4.4  CONCLUSION

Des pourcentages de protéines élevés, allant pud€udo pour le sorgho et jusqu'a 18% pour
le mil perlé, ont été trouvés dans les grainescdiivars echantillonnés avec une composition
en acides aminés favorable contenant plus de 488idds aminés essentiels.

La mesure de la digestibilité in vitro des protéimie sorgho montre que les cultivars locaux
d'Ain Salah AS1 et AS3 ont des digestibilités étsv€omparées aux autres cultivars. Les

cultivars de mil perlé présentent des digestilsljius élevées que celles du sorgho.

Les indices de digestibilités ont été détermingardir de la mesure de la digestibilitévitro

des protéines, du calcul des scores en acides arfdS) et des digestibilités corrigées

(PDCAAS). A notre connaissance, aucune étude seistéresseé a I'évaluation de ces indices
de digestibilités (AAS et PDCAAS) pour déterminarmjualité nutritionnelle des protéines de

graines de cultivars algériens de sorgho et deenié.

Relativement a la norme de protéine de 'OMS, lpait des cultivars de sorgho ont donné
des AAS tres élevés, avec des valeurs de 0,9 ax2gpté pour la lysine, la méthionine et la
cystéine. Les PDCAAS calculés pour les cultivarsLAS AS3 d'Ain Salah sont trés hauts,

cependant, tous les autres cultivars ont exhib&alesirs faibles exceptés pour la leucine.

Tous les cultivars de mil perlé ont donné des valede AAS (1,0 a 2,0) et de PDCAAS (48 a
175) tres élevées relativement aux cultivars dglsoet mil perlé, cependant la carence en
lysine, méthionine et cystéine subsiste dans Iémrddlons de mil perlé mais avec une
disponibilité plus grande. Les protéines totalesnileperlé sont plus accessibles aux enzymes
digestives que les protéines de sorgho, ce quiggmpla différence dans les pourcentages de

digestibilité in vitro.
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Nos résultats démontrent que le sorgho et le miépgui sont actuellement sous utilisés,
constituent certainement une source inestimableotgposants protéiques a valoriser aussi
bien du point de vu nutritionnel que pour la pradutde protéines ou peptides bioactifs.

Dans le chapitre suivant, une autre voie de vatds des protéines de ces deux céréales est
utilisée, I'hydrolyse enzymatique. La fraction lagphydrophobe (les prolamines) est soumise

a l'action de certaines peptidases avec différeqésificités.
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Chapitre Cing

Hydrolyse enzymatique des prolamines de

sorgho et de mil perlé 3

5.1 INTRODUCTION

Au cours des chapitres précédents, les protéinesrdg@o et de mil perlé ont été caractérisées
en détail et la fraction majoritaire a été décr@fette fraction dite kafirine pour le sorgho et
pennisetine pour le mil perlé, est caractérisée gaarfaible solubilit¢é dans les solutions
aqueuses et sa faible digestibilité. Dans le bamédliorer ces propriétés, et pour étendre les
domaines d'applications des protéines de sorghie enil perlé, une hydrolyse enzymatique
des prolamines de sorgho et de mil perlé est g&mli®lusieurs enzymes protéolytiques
(peptidases) avec différentes spécificités ontudtésées pour I'nydrolyse enzymatique des
prolamines de sorgho et de mil perlé (I'alcalasspérase, la flavourzyme, la papaine et la

trypsine).

L'hydrolyse enzymatique des prolamines de céréaestalisée pour améliorer les propriétés
techno-fonctionnelles et bio-fonctionnelles destéires initiales. Dans le chapitre 2, des

3 ce chapitre est basé sur les références suivantes:

Mokrane, H., Amoura, H., Belhaneche-Bensemra, N. &\adjemi, B. (2006).Valorisation and recovery of proteins from Algeria
varieties of pearl milletRennisetum glaucunby enzymatic hydrolysis. IRroceeding of Symposium Environmental BiocatalySism
remediation with enzymes to novel green proces&s@eB3C2006 Edited by Lopez-Cortes, N., Alcade, M., Ferrer, RRojas-Cervantes,
M.L., Plou, F.J. & Ballestros, A. Cordoba, Spaimprih23-26, 2006, pp. P10 (Poster).

Mokrane, H., Billel, H., Abdeli, N., Amoura, H., Bdhaneche-Bensemra, N. & Nadjemi, B. (2005)alorisation des protéines de sorgho
par hydrolyse enzymatique. Rroceeding of ler colloque Euro-méditerranéen aidgjie végétale et environnemeBtited by Université
Badji Mokhtar Annaba, Algeria, November 28-30 200p.300. (Poster)
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exemples d'applications des hydrolysats de céréaes plusieurs domaines ont été cités en
partie bibliographique.

5.2 MATERIELS ET METHODES

5.2.1 Matériels

Le cultivar de sorghoSorghum bicolor (AS1) utilisé provient de Ain Salah. Le cultivde
mil perlé Pennisetum glaucuniPM3) utilisé est cultivé a Ain Salah.

Les enzymes utilisées sont: l'alcalageBacillus licheniformisla flavourzyme dspergillus
oryzaeproviennent de Novozymes (Bagsvaerd, Danemark)}nimsine du pancréas bovin,
est obtenue de Sigma-Aldrich. Le PapainePdpaya latexest obtenue de Biochem-Europe
(Mons, Belgique). L'espérase dacillus lentus une enzyme de la famille des sérine-
endoprotéases provient de Novozymes (BagsvaerderDenk). Elle est active dans une
gamme de températures et de pH tres large.

5.2.2 Extraction de la kafirine du sorgho et de Ipennisetine du mil perlé

500 g de farine de sorgho ou de mil perlé sontenisuspension dans du n-hexane (1:10,
m/V) a température ambiante et sous agitation pen@é h pour éliminer les lipides. La
farine récupérée est séchée. La kafirine et la ipetine sont extraites dans de I'éthanol
aqueux 70% (v/v) a 60°C en présence de 1,0%. @é\f)-mercaptoéthanol, I'extraction est
effectuée en 4 h. Apres centrifugation (30 minu88§)0 g), les surnageants sont récupérés et
la fraction de protéines soluble est récupéréeremigr par élimination de la majorité du
solvant dans un rota-vapeur a 50°C. Les suspensibtenues de kafirine de sorgho et de
pennisetine de mil perlé, sont alors lyophiliséasrpun séchage complet.

La pureté des farines de kafirine et de pennise@se confirmée par SDS-PAGE la
méthodologie est la méme citée dans le chapitreestion 3.2.4. Les taux de protéines
déterminées en utilisant la méthode de combusterDdmas et d'humidité (chapitre 3,
section 3.2.2) ainsi que les taux d'acides amictéapitre 4, section 4.1) sont déterminés selon

les méthodes citées précédemment dans les chapites

5.2.3 Hydrolyse enzymatique de la kafirine de sorghet de la pennisetine de mil perlé
3,5 % (m/V) de protéines (kafirine ou pennisetiset dispersés dans de l'eau. L'hydrolyse
enzymatique est effectuakans un réacteur pH-stat (Titrino, Metrohm, Herjs8uisse) a

différents temps, température et.pEh fin de réaction, le pH du mélange réactionnel es
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ajusté a 6 et I'enzyme est inactivée par chaufia@®e°C pendant 10 min. Le mélange est alors
centrifugé (5000; 20 min; 4°C). Le surnageant est lyophilisé pdffectuer les analyses de
I'nydrolysat enzymatique.

Les enzymes sont utilisées dans leurs conditiortenafes d'activité. La concentration en
kafirine et en pennisetine est de 3,5 % (m/V),desditions opératoires pour les enzymes
(alcalase, espérase et trypsine) sont une temperdéu50°C et un pH 9; et celles pour la
flavourzyme sont une température de 40°C et un pHm@ur la papaine sont une température
de 55°C et un pH 9. Le rapport enzyme substrat dstSde 5% pour toutes les enzymes

utilisées.
5.2.4 Caractérisation des hydrolysats enzymatiquete kafirine et de pennisetine

5.2.4.1 Détermination du degré d'hydrolyse

Le degré d'hydrolyse (DH) (eq. 2.4) est un paragngtri mesure le pourcentage de liaisons
peptidiques clivées dans la séquence de protéikafdae ou de pennisetine par rapport au
nombre total de liaisons peptidiques. Les DH poes hydrolysats de kafirine et de
pennisetine sont calculés a partir du volume des mmmsommeée au cours de I'hydrolyse
comme décrit dans I'équation 2.4 du chapitre A@eet6.2.

Les valeurs de pour la kafirine et la pennisetine sont déduiteggéeimentalement de la
teneur en acides aminés totaux dans ces protéiremede 7,79 meg/g et de 7,63 meq/g

respectivement pour la kafirine et la pennisetine.

DH=V, N, BleIMLEI}%ElOO

a P tot

5.2.4.2 Chromatographie a haute performance d'exsiln stérique (SE-HPLE

La SE-HPLC est utilisée pour déterminer la distidouen MM des hydrolysats de kafirine et
de pennisetine. Cette technique est effectuée ameccolonne de détection des peptides
Superdex 10/300 GL-column (13 pm, 300 x 10 mm, &&lthcare) a 25 °C avec un débit de
0,5 ml/min et un volume d'injection témoin de 10Cep utilisant un systeme d'exploitation
100 d'AKTA (GE Healthcare). La phase mobile est'a=tonitrile & 30 % contenant 0,15 %
de TFA dans I'eau Milli-Q. La colonne est calibeé&c 6 marqueurs de MM ribonucléase A
(13,7 kDa), aprotinin (6,5 k kDa), insuline B a tites (3,5 kDa), Ala-Ser-His-Leu-Gly-Leu-
Ala-Arg (824 Da), (Ala)5 (373 Da) et Ala-GIn (213a) (Sigma-Aldrich). Une courbe
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d'étalonnage logarithmique a été déduite des MMsnarqueurs et de leurs temps respectifs
d'élution (R2 = 0,96). Les aliquotes d'échant#ldprotéine de 0,1 % (m/V)) sont dissoutes

dans la phase mobile et I'élution est suivie arkh4

5.2.4.3Electrophorese(SDS-PAGH

L'électrophorése est effectuée sur un gel de poliganide 17% a haute densité pour
permettre la détection des peptides de faiblesspoidléculaires. Une unité puissante de
Hoeffer est utilisée (GE Healthcare, Upsal, Suétielis les gels sont colorés avec du bleu de
Coomassie Brillant. Les marqueurs a faible MM (GEealthcare) utilisés lors de
I'électrophorése sont:atlactalbumines (14,4 kDa), linhibiteur de trypsii20,1 kDa),
I'anhydrase carbonique (30 kDa), l'ovalbumine (&&)k I'albumine de sérum de bceuf (67
kDa) et la phosphorylase (94 kDa).

5.3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

5.3.1 Taux d'acides aminés et de protéines dansKafirine et la pennisetine

Le tableau 5.1 représente les taux de protéinedaetides aminés dans la kafirine et la
pennisetine extraites respectivement du sorgho Y&8du mil perlé (PM3).

L'efficacité de l'extraction de la kafirine et dee pennisetine des grains de sorgho et de mil
perlé est représentée par les taux de protéinmsxt@eves respectivement de 69.7 et de 61.4
% déterminées en utilisant la méthode de combusigBumas et en utilisant un facteur de
6,25. Les concentrés protéiques obtenus sont éaisart par des teneurs en acides aminés
essentielles élevés 48 et 46,6 %, mais avec urie absence de la lysine, probablement
présent dans les protéines de la fraction non miakes (Albumines et globulines).

L'analyse des pourcentages d'acides aminés aedtiffeicaracteres montre que les acides
aminés hydrophobes (Alanine, Isoleucine, leucinethibnine, Phenylalanine, Proline et
Valine) constituent la majeure partie des acidegné@snde la kafirine et de la pennisetine
respectivement avec des pourcentages respectivetiee®0 et de 54.9 %, Ces résultats
montrent et confirment les propriétés hydropholekdkafirine et de la pennisetine.

La présence de fortes teneurs en acides aminésghatves dans les protéines a hydrolyser
pourrait orienter I'hydrolyse enzymatique des profes de sorgho et de mil perlé vers la
production de peptides a activité anti-hypertent@geséquences de ces peptides est riches en

acides aminés hydrophobes [150-157].

- 100 -



HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROLAMINES DE SORGHO ET DE MIL PERLE

Tableau 5.1: Composition en protéines et en acides aminés darafirine extraite de

sorgho (AS1) et de la pennisetine (PM3).de milépkt poucentages sont calculés sur la base
de la matiere seche.

Kafirine Pennisetine
Taux de protéines totales (%) 69,64 61,39
AA/g de protéines (%)
Acides aminés essentiels
Thréonine 4,76 £ 0,07 6,48 + 0,55
Phenylalanine 6,06 £ 0,21 6,21 + 0,56
Isoleucine 4,29 +0,18 5,22 + 0,29
Leucine 23,74 £ 0,88 19,01 + 1,47
Valine 4,49 +0,10 5,90+0,44
Methionine 0,84 +0,14 1,30+ 0,14
Tyrosine 3,85+0,16 2,54 + 0,27
Acides aminés essentiels totaux 48.01 46.66
Acides aminés non essentiels
Arginine 4,66 £ 0,51 6,65+ 0,41
Alanine 10,48 + 0,63 9,72+0,63
Glycine 1,87 + 0,03 1,05 + 0,09
Cystine 0,44 + 0,05 0,38 + 0,05
Proline 10,04 + 0,19 7,52 +£0,53
Serine 3,94 +£0,25 4,26 + 0,53
Acide Glutamique Glutamine 15,31+ 0,89 16,48991,
Acide Aspartiquec Asparaginine 3,72+0,13 51054
Histidine 1,51+£0,10 1,58+0,16
Acides amines non essentiels totaux 51.98 53.36
Poucentages en acides aminés a différents caracte(@o)
Acides aminés acides 19,04 22,19
Acides aminés basiques 6,17 8,23
Acides aminés hydrophobes 59,93 54,88
Acides aminés apolaire 14,86 14,73

5.3.2 Evolution du degré d'hydrolyse

Les figures 5.1 et 5.2 représentent I'évolution disgrés d'hydrolyse au cours du temps pour
I'nydrolyse enzymatique respectivement de la kadiet de la pennisetine.

Les résultats obtenus montrent que I'espérasal@tléise sont trés actives et donnent lieu a
des DH élevés de 30 et de 26 % pour la kafirirdee24,4 et 17,2 % pour la pennisetine. Les
autres enzymes donnent lieu a des hydrolysats s faibles DH, particulierement, la
flavourzyme. La trypsine et la papaine sont aussigrtives donnant lieu a des DH de 4,9 %

pour la kafirine et de seulement 3 % pour la pegtimis. malgré son hydrophobicité plus
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prononcée, la kafirine de sorgho donne des dedngdrdlyse plus élevés que la pennisetine,

pour toutes les enzymes testées

Souvent, des degrés d'hydrolyse faibles sont aj@sréeiand le but recherché est d'améliorer
les propriétés fonctionnelles des protéines (sbté@pipouvoir émulsifiant etc.), cependant
qguand le but recherché est la purification d'untiepbioactif donné, une hydrolyse poussée

est recherchée [130-157].

DH (%)

30 -

25 -

20 A

15 1

10 1

alcalase

esperase
flavourzyme
papaine

- - - -trypsine

---------------------
-----

20 40 60 80 100 120

Temps (min)

Figure 5.1: Evolution du degré d'hydrolyse au cours de I'hyd®lenzymatique de la kafirine
de sorgho par plusieurs enzymes. Concentrationadinine 3,5 % (m/V), les conditions
opératoires pour les enzymes (alcalase, espérgpsine) sont température 50°C, pH 9; et
celles pour la flavourzyme sont température 40°@He® et la papaine sont température 55°C
et pH 9. E/S est de 5%.
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Figure 5.2: Evolution du degré d'hydrolyse au cours de I'hydmlenzymatique de la
pennisetine de mil perlé par plusieurs enzymesc@umnation en pennisetine 3,5 % (m/V), les
conditions opératoires pour les enzymes (alcalesgggrase, trypsine) sont température 50°C,
pH 9; et celles pour la flavourzyme sont tempémtdf°C et pH 9 et la papaine sont
température 55°C et pH 9. E/S est de 5%.

En se basant sur les DH obtenus, l'utilisation ayees telles que l'espérase et l'alcalase
favorisent la production et la recherche de peptalactivité bioactives, alors que l'utilisation
d'enzyme telles que la flavourzyme, la trypsinéagtapaine serait souhaitable pour produire
des hydrolysats avec des propriétés fonctionngkedubilité et pouvoir émulsifiants...)

meilleures.

5.3.3 Profils de chromatographie a haute performare d'exclusion stérique (SE-
HPLC)

Plusieurs enzymes ont été utilisées pour I'hydeorszymatique des prolamines de sorgho et
du mil perlé (I'alcalase, I'espérase, la flavourgyha papaine et la trypsine). Pour chaque
enzyme utilisée, deux hydrolyses enzymatiques tintaalisées avec des degrés d'’hydrolyse
extrémes: faible (10 min) et élevé (2 heures).

Les profils chromatographiques d'exclusion stérigies protéines natives (kafirine et
pennisetine) et de leurs hydrolysats enzymatigaes représentés dans les figures 5.3 et 5.4,

respectivement, pour le sorgho et le mil perlé.
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Figure 5.3: Profil de chromatographie d'exclusion stérique-tFBH.C) de la kafirine de
sorgho et de ses hydrolysats enzymatiques (Culth&k) en utilisant plusieurs enzymes a
différents temps d'hydrolyse: (A) 2 heures et (B)Min. Avec indication (+) des marqueurs
de différentes masses moléculaires respectivenegiadche a droite: Ribonucléase (13700
Da), Aprotinine (6500 Da), Insuline (3500 Da), (uaptide (824 Da), Alanine5 (373 Da),
Alanine-glycine (217 Da).
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Figure 5.4: Profil de chromatographie d'exclusion stérique-tBH.C) de la pennicetine de
mil perlé et de ses hydrolysats enzymatique (CaltRM3) en utilisant plusieurs enzymes a
différents temps d'hydrolyse: (A) 2 heures et (B)min. Avec indication (+) des marqueurs
de difféerentes masses moléculaires respectivenmegiadche a droite: Ribonucléase (13700
Da), Aprotinine (6500 Da), Insuline (3500 Da), (uetptide (824 Da), Alanine5 (373 Da),
Alanine-glycine (217 Da).
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Les profils de la kafrine et de ses hydrolysatgFe 5.3) et de la pennisetine et de ses
hydrolysats (Figure 5.4) ont été divisés en 4 zafissnctes. La zone | s'étend de 0 & 15,5
min et représente les protéines a poids molécsl@ievés (supérieurs a 20 kDa) La zone li
s'étend de 15,5 a 31,9 min et représente les pesté poids moléculaires moyens entre 20
kDa et 0.3 kDa. La zone lll s'étend de 31,9 a 36 etireprésente les peptides a faible poids
moléculaires inférieures a 0,3 et supérieurs akDda. La zone IV s'étend de 36 a 60 min

représente les peptides a trés faible poids ma#&eslde I'ordre de dipeptides.

Cas de la kafirine

Les différentes formes de kafirigeal eta2 sont éluées dans la zone | et apparaissent @ans |
protéine native en un seule grand pic (28-24 kda)pic disparait completement dans les

hydrolysats de kafirine quand les enzymes utilisGest |'espérase, l'alcalase et la

flavourzyme et quand I'hydrolyse est pousuivie pemn@® heures. Cependant aussi bien dans
les profils des hydrolysats de kafirine utilisaat papaine et la trypsine de 2 h (Figure 5.3, A)

et de 10 min (Figure 5.3, B), ce pic persiste maec une faible intensite.

Dans la zone Il (Figure 5.3, A et B), la forfi&kafirine est éluée a 16 min dans I'extrait
protéique natif de kafirine, I'nydrolyse enzymagqendant 2 h (Figure 5.3, A) par toutes les
enzymes utilisées fait disparaitre cette formeoeing lieu a des pics a plus faibles MMs élués
aprés 16 min, une trés grande gamme de peptidd&videcompris entre 17.5 kDa et 0,3

kDa. Cependant comme constaté précedement lora deesure des DH, les profils des
hydrolysats de l'alcalase et de l'espérase dorlienia des peptides de plus faibles poids

moléculaires que les autres enzymes utilisées.

L'analyse des profiles dans la zone Il (Figure B3t B) montrent I'apparition de peptides
de faibles MMs inférieurs a 0,3 kDa (pentapeptideplus faible), cette forme de peptides
n'est pas présente dans la fraction de kafirineananais I'hydrolyse enzymatique provoque
I'apparition d'un pic ou de plusieurs pics a intigssvariables selon I'enzyme utilisée, dans

tous les hydrolysats de 2h et de 10 min.

Les dipeptides ainsi que les acides aminés litmas &ués dans la zone IV (Figure 5.3, A et
B), les profils obtenus montrent que durant I'ecttcm de la fraction de kafirine native
certains acides aminés libres sont aussi dételbtaatres part, lI'analyse des profils obtenus

dans cette zone montrent que I'hydrolysat de laflzyme présente le plus d'acides aminés
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libres et de peptides de faibles MMs, ce résulbairait étre expliqué par la large spécificité
de cette enzyme qui est en méme temps endo eteptmlpses (Figure 5.3, A) alors que
toutes les autres enzymes sont soit endo-pepti@dsalase), ou sérine endopeptidase (la
trypsine) qui agit sur I'extrémité C-terminale deprotéine quand l'acide aminé est la lysine
ou l'arginine, ou cystéine endopeptidase (papaioneglors une sérine endopeptidase a large

spécificité telles que l'espérase..

Cas de la pennisetine
Les profils de chromatographie d'exclusion stéri@E-HPLC) de la pennisetine et de ses
hydrolysats ont été subdivisés en 4 différentesegoffrigure 5.4, A et B) comme défini

précédemment pour la kafirine.

Dans la zone | correspondant aux protéines ou ge=ptile MMs supérieures a 20 kDa, un
petit pic est élué pour la fraction pennisetineveatorrespondant probablement aux formes A
et B-pennisetines, ce pic disparait complétemergsapydrolyse enzymatique pour toutes les
enzymes aussi bien pour les hydrolyses pousséed @eigure 5.4, A) et les hydrolyses a
faibles DH del10 min (Figure 5.4, B).

Les profils obtenus dans la zone |l correspondarslution des peptides de moyenne MMs
(20 kDa a 0.3 kDa) sont caracterisés par l'appariiun grand pic a 18 min dans la fraction
pennisetine native. Ce dernier est probablementéseiltat de I'élution de la forme C-

pennisetine de MM 12 kDa, ce pic disparait comphétet suite a I'hydrolyse enzymatique
pour toutes les enzymes et toutes les durées dlggdr Toutefois, une exception est
constatée pour la flavourzyme ou méme aprés 2 ydrdilyse cette protéine persiste mais
avec une moindre intensité (Figure 5.4, A). D'aujeptides de plus faible MM que la C-
pennisetine sont élués dans cette zone, et sorésidtat de I'hydrolyse enzymatique des

formes A-, B- et C-pennisetine.

L'analyse des peptides élués dans la zone Ill (Ei§ud, A, B). montre I'apparition d'un pic
de MM 0,25 kDa correspondant & un penta peptides danfraction pennisetine native
seulement. Dans tous les hydrolysats un pic afpibe MM a 0,19 kDa est présent a 33,5

min, ce pic correspondrait a des peptides de Eaddrtetra- ou tri-peptide .
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De plus petits peptides sont élués dans la zondFlgure 5.4, A, B), pour la fraction
protéigue native (pennisetine) et ses hydrolyshess MMs déduites représentent des

dipeptides ou certains acides aminés libres.

En comparant les différentes enzymes utiliséesgniblerait que 'alcalase ainsi que I'espérase
permettent une hydrolyse plus poussée aussi bianlpasorgho que pour le mil perlé. La
flavourzyme, la papaine et la trypsine permettanformation de peptides a plus haut poids
moléculaires que l'espérase et l'alcalase. Celtatssoonfirment ceux obtenus précédemment

pour les DH.

Selon le type d'utilisation recherché des hydrat/ssmzymatiques des prolamines de sorgho
ou de mil perlé, il serait plus intéressant de pnaddes peptides a faible poids moléculaires
si le but est la purification de peptides bioactiautre part si le but recherché est
I'amélioration des propriétés fonctionnelles (soitdy pouvoir émulsifiant, pouvoir

moussant), des hydrolyses a faibles degrés d'tygidrgleraient préférables [182,183]

5.3.4 Profils de SDS-PAGE

Cas de la kafirine

L'élution de la kafirine et de ses hydrolysats ematyques sur SDS-PAGE confirme la pureté
de la kafirine extraite. Les sous uniték, a2, B, vy et é-kafirine pour le sorgho apparaissent

clairement comme le montre la figure 5.5, lignegtl7. L'hydrolyse enzymatique de la

kafirine effectuée avec l'alcalase pendant 2 h rrahtréellement la disparition presque totale
des bandes de kafirine, ces résultats confirmenDHE élevé observé auparavant pour

I'alcalase et la disparition totale des pics darmohe | et le début de la zone Il dans les profils
de SE-HPLC. La méme remarque pourrait étre émiser pespérase. Cependant la

flavourzyme n'agit que faiblement sur la kafiringiggue les différentes formes de kafirine

sont encore détectables (Figure 5.5, ligne 6).rigasine (Figure 5.5, ligne 4).agit sur les

formesa2, B et d-kafirine mais les formeagl-ety kafirine subsistent. La papaine n'a aucune
action sur la formé-kafirine (Figure 5.5, ligne 3).
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MM (kDa) 1 2 3 4 5 6 7
94.0
67.0 " D
43.0 .
v-kafirine
30.0 -_ al-kafirine
o2-kafirine
- B-kafirine
201 R S
~ = &-kafirine
144 D

Figure 5.5: SDS-PAGE de la kafirine de sorgho et de ses hysiitd; ligne MMdésigne les
marqueurs de masses moléculaires; ligne 1 et ¥inafligne 2: hydrolysat d'alcalase; ligne
3: hydrolysats de papaine; ligne 4: hydrolysatrgasine; ligne 5: hydrolysat d'espérase; ligne
6: hydrolysat de flavourzyme. D désigne dimére dfirike, Avec indication des sous unités
al, a2, B, vy etd-kafirine pour le sorgho.

Cas de la pennisetine

La figure 5.6 représente les profils de SDS-PAGHadeennisetine et de ses hydrolysats par
plusieurs enzymes pendant 2h d'hydrolyse. La pdieeté pennisetine est confirmée sur SDS-
PAGE et I'apparition des formes monomérique deelanjsetine A-, B- et C-pennisetine est

clairement indiquée (Figure 5.6, lignes 1 et 7).

Comme pour la kafirine, l'alcalase avec I'espér@sgure 5.6, ligne 2 et 5) hydrolyse presque
complétement les trois formes de pennisetine. Lees enzymes laissent apparaitre des
bandes tres faibles de monomeéres de pennisetine.

Ainsi grace aux profils obtenus sur SDS-PAGE, desplmples informations sur

I'accessibilité des enzymes protéolytiques awédifites formes de kafirine sont disponibles.
Cependant l'utilisation de la chromatographie dieston stérique (SE-HPLC) permet de
compléter et comnbler les lacunes des profiles @S-BAGE la connaissance de la

distribution en MM dans les hydrolysats
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MM(kDa) 1 2 3 4 5 6 7

: A-pennisetine
~ B- pennisetine

C-pennisetine

Figure 5.6: SDS-PAGE de la pennisetine de mil perlé et dehsglsolysats, ligne MM
désigne les marqueurs de masses moléculaires; ligie7: pennisetine; ligne 2: hydrolysat
d'alcalase; ligne 3: hydrolysats de papaine; lgneydrolysat de trypsine; ligne 5: hydrolysat
d'espérase; ligne 6: hydrolysat de flavourzyme.é&3ighe dimére et T trimere de kafirine,
Avec indication des sous unités A, B- et C-penmsgpour le mil perlé

54 CONCLUSION

Grace a cette étude, I'hnydrolyse enzymatique dat®ipes de sorgho et de mil perlé a faibles
solubilités et indigestes telles que les prolamimEsurrait constituer une alternative sans
equivoque a la production de concentrés peptidiqves de meilleures propriétés techno-
fonctionnelles et bio-fonctionnelles.

Le choix de l'enzyme et des conditions opératog@équates pourrait orienter I'hydrolyse
enzymatique vers la production d'un hydrolysatales propriétés spécifiques. L'alcalase et
I'espérase favorisent la production des hydrolyadtaut DH alors que la trypsine, la papaine
et la flavourzyme sont conseillées pour la produrct'hydrolysats a faible DH.

Dans le prochain chapitre, nous nous concentresandes albumines de sorgho et de mil
perlé et en particulier la purification et la caéaisation de protéines a effet inhibiteur des
endoxylanases.
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Chapitre Six

Isolation, purification et caractérisation
de protéines inhibitrices

des endoxylanases 4

6.1 INTRODUCTION

L'arabinoxylane (AX) est le principal composant gasois cellulaires des graines de céréales
comme le sorgho ou le mil perlé. L'AX est en grapddie non extractible dans I'eau. Comme
montré dans la revue bibliographique (Chapitrdek) AXs de sorgho et de mil perlé sont plus
résistants aux endoxylanases que l'arabinoxylankl@lriticum aestivurmL.) ou celui de
l'orge Hordeum vulgarelL) [101, 115]. Les endoxylanases sont déja empgloyans la
confection du pain [56] et dans la séparation dluteg et de I'amidon [184]. Cependant, leur
efficacité est souvent limitée par la présenceidebiteurs protéiques d'endoxylanase dans
les céréales [56]. Jusqu'a présent, trois typaebilditeurs d'endoxylanase ont été identifiées,
TAXI, XIP et TLXI. Les inhibiteurs d'endoxylanase tiype TAXI ont une masse moléculaire
(MM) de 40 kDa et ont été détectés dans le bldldéedur {Triticum durumDesf.), l'orge
(Hordeum vulgard.) et le seiglegécale cerealé.) [65]. Les protéines de type XIP (30 kDa)
ont été détectées dans les céréales citées praoéeran plus du rizgryza satival..) et du

mais Zea maisL.). Plus de détails sur la structure et la fanmtialité de ces inhibiteurs

4 ce chapitre est basé sur les références suivantes:

Mokrane, H., Gebruers, K., Beaugrand, J., Proost, P Nadjemi, B., Belhaneche-Bensemra, N., Courtin, .Q\. & Delcour, J. A.
(2009). Algerian pearl millet Pennisetum glaucuni.) contains XIP but not TAXI and TLXI type xylase inhibitors.Journal of
Agricultural and Food Chemistry7, 5542-5548.

Mokrane, H., Gebruers, K., Nadjemi, B., Courtin, C. M. & Delcour, J. A. (2008). Variability, purification and characterization of
endoxylanase inhibitors in Algerian sorghuBofghum bicolor(L.) Moench) cultivars. IfProceeding of 4th International Congress on
Biocatalysis Edited by Grote R. & Atranikian G. University @echnology of Hamburg, Hamburg, Germany, August Sé&ptember 4,
2008, pp. 314.

Gebruers, K., Mokrane, H., Nadjemi, B., Beaugrand,J., Fierens, K., Proost, P., Courtin, C. M. & Delcar, J. A. (2008). Sorghum
(Sorghum bicolot. Moench) contains a XIP-type xylanase inhiblbat none of the TAXI- and TLXI-typesournal of Cereal Sciencé8,
203-212.
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d'endoxylanase ont été rapportés dans la partiedpiaphique. Jusqu'ici, les génes de TAXI
et de XIP ont été déja identifiés et caractérisgslusieurs des céréales citées ci-dessus [68,
81, 186, 187]. Les trois formes d'inhibiteurs etispparticulierement la forme XIP sont
intimement liées a l'auto-défense de la plantereolds parasites d'origines fongiques ou

bactériennes.

Le présent chapitre décrit pour la premiere foislétection, l'isolation, la purification et la
caractérisation des protéines inhibitrices d'entimagses de type XIP a partir des graines de
sorgho et de mil perlé. Jusqu'a la présente étiad@résence des inhibiteurs protéiques
d'endoxylanase dans le sorgho ou le mil perlé a& ié démontrée et aucune mesure de
I'effet d'inhibition d'endoxylanase n'a été rap@ertEn 2003, Elliott et coll. [81] ont suggéré
la présence de trois séquences de protéines honesiate XIP dans le sorgho en se basant
sur l'analyse de la séquence d'ADN. Aucun rappaout e mil perlé n'a été trouvé. Basé sur
ces observations et dans le cadre de la valonisd#e protéines de sorgho et de mil perlé, une
partie de la recherche dans cette dissertatiog aagisacrée a la mesure des taux d'inhibition
dans différents cultivars de sorgho et de mil perldne série de techniques
chromatographiques (échange d'ions et affinité¢lettrophorétiques a été utilisée pour la

purification des inhibiteurs protéigues des endangkes des grains de sorgho et de mil perlé.

6.2 MATERIELS ET METHODES

6.2.1 Matériels

Sept échantillons de graines de cultivars de so§B8d, AS2, AS3, AT1, AT2, SB1 et T1, et
onze échantillons de graines de cultivars de mlEg@®M1 a PM11) ont été prélevés dans des
régions arides du Sahara Algérien. Les cultivatsévé décrits en détail dans le chapitre 3
(Figure 3.1, Tableau 3.1). Les graines d'un cultd@sorgho commercialisé en Belgique ont
été utilisées pour comparaison.

Les grains de mil perlé et de sorgho ont été taansds en farine (mouture) dans un moulin
de type Cyclotec 1093 (Tecator, Hogénas, Suedefattnes obtenues ont été manuellement
tamisées a travers un tamis de 400 um. Tous lekipsachimiques et réactifs proviennent de
Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique) et sont de gradalgique.

Tous les milieux d'électrophorése et de chromafbgea et les marqueurs de masses
moléculaires (MM) et de pl sont de GE Healthcarpgéhla, Suéde). L'endoxylanase de GH
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11 Bacillus subtilis(AAA22897) a été fournie par Mr. Filip Arnaut (NWuratos, Groot-
Bijgaarden, Belgique). Les deux endoxylanases de 1GHrichoderma longibrachiatum
(également connu sous le nomTdaeesé), I'une de pl de 6,6 (CAA46294) et l'autre de @l d
9,0 (CAA49293), les endoxylanases de GH Adpergillus niger(numéro d'accession de
NCBI CAA01470) etTrichoderma viride(CAB60767), et le substrat Xylazyme-AX sont de
Megazyme (Bray, Irlande). Les endoxylanases de GWsbergillus oryzadBAA76476) et
Penicillium purpurogenum(AAF71268) ont été fournis par prof. Maija Tenkan@&/TT
biotechnologie de l'université de Helsinki, Finlahet Prof. Jaime Eyzaguirre (Laboratorio
de Bioquimica, Facultad de Ciencias Bioldgicas,tfom Universidad Catolica De Chili,
Chili), respectivement. L'endoxylanase GH 1A.dNigera été purifiée d'un filtrat de culture
de CBS 110,42 A. Niger[64]. Les membranes de nitrocellulose activéeeePUDF sont de

Schleicher & Schuell (Dassel, Allemagne).

Les anticorps polyclonaux (PAbs) ont été produds qgaction immunitaire du lapin contre
une injection bimensuelle de faibles concentratidivshibiteurs d'endoxylanases du blé de
type TAXI, XIP et TLXI. Pour obtenir des PAbs sdépie pour chaque inhibiteur [76]. Les
PAbs obtenus contre TAXI, XIP ou TL-XI ont été sésapar la chromatographie d'affinité
en utilisant les inhibiteurs immobilisés. Les PAdsurés permettent l'immuno-détection et
I'immuno-quantification de chaque type d'inhibitedlendoxylanase de blé en utilisant le
western blot. En se basant sur l'analogie de séquemtre les inhibiteurs d'endoxylanases du
blé et d'autres céréales, cette technique permptédire la présence de ces inhibiteurs avant
leur extraction [76]. Tous les autres produits agiums sont de Sigma-Aldrich (Bornem,

Belgique).

6.2.2 Préparation de la matrice de la colonne d'affité

Avant immobilisation de I'enzyme, I'endoxylanaseldéongibrachiatunde la famille GH 11
Megazyme (pl 6,6) est dialysée pendant 16 h dan&ae déminéralisée. La sépharose est
activée par N-hydroxysuccinimide 4. Cette matrisé @mployée pour la préparation de la

matrice d'affinité (6,0 ml) selon Gebruers [64].

6.2.3 Isolation et purification des protéines inhilirices d'endoxylanase
La farine de sorgho (1,0 kg) est mise en suspend@ms une solution aqueuse d'acide L-
ascorbique 0,1 % (m/V) (6,0 L), sous agitation duda nuit a 7°C et centrifugée (10000 g,

30 minutes, 7°C). L'acide L-Ascorbique a été em@lpgur réduire I'oxydation des composés
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phénoligues pendant I'extraction. Dans le cas dupsnié, la farine (1,0 kg) est mise en
suspension sous agitation constante a 7°C dansala&on tampon d'acétate de sodium (26
mM, pH 4,6) en présence de Poly Vinyl Poly Pyrrotid (PVPP) pour éliminer les poly-

phénols par adsorption, la suspension est enseriigiftigée (10000 g, 30 minutes, 7°C). Le
pH des deux surnageants de sorgho et de mil pari§esté a 4,6 en ajoutant HCI 2 M.

Les extraits protéiques de mil perlé ou de sorgiésymeés présentant un effet d'inhibition vis
a vis des endoxylanases ou ne présentant aucuraatfeylanique est concentrée et retenue
par chromatographie d'échange cationiqgue (CCEusarcolonne de Sépharose [180 x 130
millimétres, équilibrés avec une solution tampoacétate de sodium (26 mM, pH 4,6)]
(Figure 6.1). La fraction retenue de protéine dgée dans une seconde étape avec une
solution de NaCl (1 M, 1 L), la fraction de protéiobtenue est nommée CCE. Des aliquotes
de la fraction CCE (60,0 ml) sont diluées 1:2 dansolution tampon d'acétate de sodium (26
mM, pH 6,0) et injectées sur une colonne d'affidiééxylanase d&. longibrachiatum{10 x

66 mm, équilibrés avec une solution tampon d'aeéatsodium (26 mM, pH 6,0, contenant
0,2 M NacCl), débit de 0,33 ml/min]. Cette dernieré&té produite avec une immobilisation
d'une endoxylanasée T. longibrachiatumGH 11 (pl 6,6), en se basant sur laffinité
inhibiteur-substrat, les inhibiteurs sont au débéts sur les enzymes pour ensuite étre libérés
en utilisant des pH élevés. Les protéines de X sluées de la colonne avec une solution
de Tris (260 mM, pH 11, 6 ml, débit de 1 ml/min)ieimédiatement neutralisées avec la
solution d'acide acétique (1,0 M). La fraction det@ine €luée pendant la chromatographie

d'affinité (AFF C.) est désignée sous le nom dealetion XIP épurée (Figure 6.1).
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Extrait Pur

\ 4

xylanaseT. longibrachiatumcolonne
d'affinité (10 x 65 mm), equilibrée avec
4 une solution d'acétate de sodium
(25 mM, pH 5.0, contenant 0.2 M NacCl)

Colonne SP Sepharose
[180 x 130 mmy], equilibrée ave
une solution d'acétate de CEC

sodium
AFF Protéines non
c fixées (RT'

Portions de fraction de
CEC (50.0 ml) diluées
1:2 dans une solution
d'acétate de sodium
(25 mM, pH 5.0) (0.33
ml/min)

a

I

Elution avec

Elution des protéines XIP avec une
NaCl 1M

solution Tris (250 mM, pH 11.0, 5.0 ml, 1.0
ml/min) et neutralisation immédiate avec
une solution d'acide acétique (1.0 M)

FRACTION
XIP

Figure 6.1 Représentation schématique du procédé de puidiicades XIP de sorgho et de
mil perlé. CEC: chromatographie d'échange catianidAFF C: Chromatographie d'affinité,
RT: Protéines non fixées.

6.2.4 Mesure du taux d'inhibition des endoxylanasepar les extraits de sorgho et de
mil perlé

La mesure du taux d'inhibition des endoxylanasesesaextraits de sorgho et de mil perlé est
effectuée avec la méthode de Xylazyme-AX (MegazyBray, Irlande) [64]. Cette méthode
est basée sur la mesure colorimétrigue des sotutienfragments colorés solubles d'azurine
liés a I'AX de blé [63].

La farine (2,0 g) de sorgho ou de mil perlé estagte pendant 30 minutes avec une solution
tampon d'acétate de sodium (25 mM, pH 5,0; 20,0ettentrifugée (10000 g, 30 minutes, 7
°C). Les supernageants des extraits protéiquesildeene ou de sorgho ainsi préparés. sont
préalablement dilués 75 fois pour les cultivarsdegho et 150 fois pour les cultivars de mil

perlé.

Toutes les solutions d'endoxylanase ont été prépatans une solution tampon d'acétate de
sodium (25 mM, pH 5,0) avec I'albumine de sérumi¢BSA, 0,5 mg/ml) et contiennent 2,0
unités de xylanase par ml de solution tampon. Unit ule xylanase est définie par Gebruers
[64] par la concentration de xylanase correspondamnte absorbance d'une unité 1,0. Pour

Niger elle est approximativement de 6,1 nM, pdutongibrachiatum(pl 6,6) elle atteint 8,9
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nM, pourT. longibrachiatum(pl 9,0) 2,1 nM, poufl. viride 11,6 nM et pouB. subtilisGH
116,8 nM. Les concentrations correspondantes gsuxylanases GH 10 sont respectivement
36,6 nM pourA. Niger, 2,9 nM pourA. oryzaeet 17,7 nM pourP. purpurogenumCes
concentrations de xylanases ont été calculéedtia @ données commerciales et confirmées
ou déduites expérimentalement par l'utilisatiomée'gamme variées de concentrations pour
aboutir aux concentrations en enzymes convenables.

Les solutions d'endoxylanase (0,5 ml) sont préigestpendant 30 minutes a 30 °C avec un
volume égal d'inhibiteur ou d'extrait pour pernetla formation des complexes enzyme-
inhibiteur. Aprés la préincubation, des tablettessdbstrat de Xylazyme-AX sont ajoutées,
les échantillons sont encore incubés a 30 °C pér@laminutes. La réaction est stoppée en
ajoutant 1,0 % d'une solution de Tris (10,0 ml)dekitions sont mélangés au vortex. Apres
10 minutes a température ambiante, le contenuwithes test filtré. Les valeurs d'absorbance a
590 nm de la solution de référence et les échanslldinhibiteurs sont mesurés. Les
pourcentages d'inhibition sont calculés a partirlaelifférence entre les valeurs corrigées

d'absorbance de I'échantillon et la référence.

Les pourcentages d'inhibition vis a vis des endmases ddé°. purpurogenumet deT.
longibrachiatum sont alors déterminés. Les pourcentages d'inbibitivis-a-vis de
I'endoxylanase d8. subtilissont trés bas sinon nuls, et n'exigent aucuneiahlupour les
deux céreéales.

La détection d'une inhibition des endoxylanases Rle purpurogenumou de T.
longibrachiatummontre la présence éventuelle de XIP ou de TLXisda farine de céréale,
alors que l'inhibition de I'endoxylanaseBlesubtilispourrait étre expliqguée par la présence de
TAXI.

Toutes les mesures ont été refaites trois foidfelt'e'inhibition vis a vis des xylanases est
souvent exprimé en unités d'inhibiteur de xylanés#J), correspondant a la quantité
d'inhibiteur requise pour inhiber 50 % de la comion de xylanase [l]/[E). Pour
déterminer les conditions optimales de températticee pH pour une inhibition maximale, la
mesure du taux d'inhibition, Xylazyme-AX a été axée a différentes températures a pH 5,0
et a différentes conditions de pH a 40 °C, respestent. Des solutions tampons universelles
de pH 3,0 a 8,0 ont été utilisées (30 mM d'acideqcie, 30 mM de KHPO,, 30 mM de
H3BO3 et 20 mM d'acide diethyl barbiturique). Des salns de HCI et NaOH (2,0 M) sont

utilisées pour ajuster le pH.
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6.2.5 Electrophorese

L'Electrophorése est effectuée sur gel de polyagride 20% en utilisant une unité de

PhastSystem (GE Healthcare). Le 2-mercaptoéthabtdl) (est employé en tant qu'agent

réducteur. Les marqueurs a faible poids moléculzer&E Healthcare ont été employés. Les
gels sont Coomassie colorés ou avec une solutiomtcite d'argent comme décrit dans le

dossier 200 de technique de développement de GEhelai@. La valeur de pl de la protéine

d'inhibiteur XIP est déterminée en utilisant I'énide PhastSystem avec des gels de
polyacrylamide contenant les ampholytes (pH 3-®s harqueurs de la gamme pl (3,6-9,3)
ont été employés. Les gels sont colorés avec ulkicsode nitrate d'argent comme décrit

dans le dossier 210 de technique de développeregEdHealthcare.

6.2.6 Deétermination de la concentration en protéire

La concentration en protéines est déterminée parétihode de Bradford Coomassie brilliant
blue avec comme standard la BSA [188]. Les conagatrs de protéine pure XIP de sorgho
et de mil perlé, sont déterminées par la mesurabgsrbances a 280 nm en utilisant comme
référence l'absorbance spécifique pour 1 mg/ml iR (X,348), cette absorbance est calculée
de la séquence compléte en acides aminés de X$Brgbko en utilisant le logiciel ProtParam
tool [189].

6.2.7 Western Blot

Le transfert de protéines (également appeddtern blotou buvardage de western), est une
méthode de biologie moléculaire permettant la diétecet l'identification de protéines
spécifiqgues dans un échantillon biologique (sérwraotre extrait ou homogénat tissulaire).
C'est un outil de diagnostic complémentaire. cebrtigjues dérivent leur nom de |'étape de
transfert sur membrane, comparée a une empreinteusard blot = tacheen anglais). Au
cours de la détection, la membrane est sondéelpquotéine d'intérét avec des anticorps,
liés ensuite a une enzyme émettant un signal phétamoe ou colorimétrique, ou bien des
photons. Pour plusieurs raisons, ceci se prodagsadjuement en deux étapes, bien que des
méthodes en une étape soient disponibles pouirestapplications.

Des anticorps polyclonaux (PAbs) sont obtenus @dinlaontre des antigenes de blé pour les
protéines de TAXI, XIP et TLXI. Le western blot estectué comme décrit par Beaugrand et
coll. [76]. anti-TAXI, anti-TLXI et anti-XIP PAbsant utilisés pour rechercher la présence de
protéines inhibitrices de xylanases TAXI, XIP etXlILLes extraits purs de sorgho et de mil

(60 pg en protéine) présumeés contenir des proténtesitrices de xylanases ont été testés
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avec anti-TAXI, anti-XIP et anti-TLXI PAbs. Les p@ines pures de TAXI (0,60g), XIP
(0,60pug) et TLXI (0,60ug), purifiees du blé ont été employées en tanttéomins.
L'électrophorése pour le western blot est effecawéeun gel de polyacrylamide a 12 % en
présence d'agent réducteur le 2-mercaptoéthangl §e¥ts un systéme Bio-Rad (Hercules,
CA, USA) Mini Protean 2. Les protéines sont élettemsférées a température ambiante
pendant 26 min & 16 V sur une membrane de nittdosk activée (Protran Schleicher et
Schuell, Dassel, Allemagne) une cellule de trahsfemi-séche est utilisée pour le transfert
électro-phorétique des protéines (Bio-Rad, Nazaigdigique), et sont plus tard testés avec
anti-TAXI, anti-XIP et anti-TLXI PAbs comme décrjjar Beaugrand et coll. [76]. Des
marqueurs de masses moléculaires (MM) colorés MatkTM de 6 a 260 kDa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, Etats-Unis) ont été employées. Casjuears ont été employés pour estimer
seulement l'efficacité de I'électro-transfert summembrane de nitrocellulose. L'utilisation de
ces marqueurs tend a surestimer les MM de TAXk@e) et de XIP (30 kDa).

6.2.8 Deétermination de la séquence N-terminale desotéines purifiées

Les protéines d'inhibitrices (60 g) obtenues aipaes extraits de sorgho et de mil perlé par
chromatographie d'affinité et récupérées, sontréégaen présence d'agents réducteurs (6 %
de 2-mercaptoéthanol) dans un gel de polyacrylah®&l@o. Une unité puissante de Hoeffer
(GE Healthcare) a été utilisée (différence de patkaélectrique de 160 V, 1 h, a température
ambiante). Pour récupérer les protéines et détermiaur compositions N-terminales, une
membrane de PVDF est utilisée dans une celluldéréfgworétique de transfert demi-séche de
Trans-Blot (Bio-Rad, Hercule, CA, Etats-Unis) (éiffnce de potentiel électriqgue de 10 V,
1h, a température ambiante) et la bande corresptmésat ensuite soumise a la dégradation
d'Edman apres la visualisation des protéines eraitbdn au bleu Coomassie. L'analyse de la
séquence N-terminale des protéines purifiees sstés dans un séquenceur Procise LCC 491

(Applied Biosystems, Foster City, CA, Etats-Unis).

6.2.9 DNA et analyse des séquences de protéines

Pour déterminer la séquence totale des protéinggpaeXIP extraites du sorgho ou du mil
perlé, les séquences N-terminales en acides andéEsminées expérimentalement sont
comparées aux séquences d'ADN du sor@oyghum bicolor et du mil perlé a partir de la
base de données de séquences tag (EST) en utibsawateur de recherche tBLASTn [190].
La prédiction des séquences complétes des protiéihdstrices dans le sorgho du mil perlé,

est effectuée avec les programmes Signal P 3.0 Et9Rsort [192], respectivement les N- et
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O-glycosylations ont été prédites avec les servélegdNGlyc 1.0 [193] et NetOGlyc 3.1
[194], respectivement. L'alignement des séquenceétéaeffectué avec le programme
Clustalw [195].

6.2.10 Traitement statistique des données
Toutes les analyses statistiqgues ont été exécetgasilisant le logiciel systeme d'analyse
statistique 8.1 (SAS, Cary, OR, Etats-Unis) engatiit un procédé multiple de comparaison

Tukey avec un niveau de signification de 6% [163].

6.3 RESULTATS ET INTERPRETATIONS

6.3.1 Investigation sur la présence et la variabilité dednhibiteurs d'endoxylanase
(TAXI, XIP et TLXI) dans différents cultivars algér iens de sorgho et de mil perlé

Ceci est le premier rapport sur la mise en évidepgpérimentale des inhibiteurs
d'endoxylanase dans le sorgho et le mil perlé. Dassravaux précédents, Elliot et coll. [81]
ont signalé que le sorgho pourrait contenir unkieur protéique d'endoxylanase de type XIP
en se basant sur une forte analogie entre la ségu#ADN du sorgho et celle du mais,
toutefois ils n‘ont pu détecter aucune activit@hdhition dans les cultivars de sorgho testés.
Les essais de transfert immunitaires (western hlot)t pas été positifs.

Au cours de cette étude, les essais d'inhibitidrétnréalisés par un grand nombre d'extraits
protéigues de cultivars de sorgho et de mil pédédétection et la variabilité des inhibiteurs
d'endoxylanase dans le sorgho et le mil perlé tnétudiées. L'effet inhibiteur de type TAXI
est mesuré en employant I'endoxylanase de la mG@H11B. subtilis Cette endoxylanase
d'origine bactérienne est inhibée seulement par IT/®4] mais pas par XIP ou TLXI [63,
196]. L'effet inhibiteur de type XIP est mesuréwiisant la solution d'endoxylanase Be
purpurogenunde la famille GH 10. Les endoxylanases fongiquedadfamille GH 10 sont
seulement inhibées par XIP ou TLXI et pas par TA&3, 64]. Aucune endoxylanase n'est

inhibée uniquement par TLXI et pas par TAXI ou XIP.
L'inhibition de type TAXI a été étudiée dans lesraits protéiques des différents cultivars de

sorgho et de mil perlé. Aucun effet d'inhibition lddoxylanase dBacillus subtilisn'a été

détectée en présence des extraits protéiques gleoser de mil perlé (résultats non montres).
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Ceci signifie gu'aucune inhibition de type TAXI taié détectable dans tous les cultivars de

sorgho et de mil perlé.

Les taux d'inhibition de type XIP ont été exprim&s unités d'inhibition d'endoxylanase
(XIV), correspondant a la quantité d'inhibiteuruisg pour inhiber cette endoxylanase a 60 %
suivant la méthode de Xylazyme-AX. Pour obteni®6@'inhibition, des extraits de cultivars
de sorgho ont été dilués 75 fois tandis que leBvans de mil perlé 150 fois. Les niveaux
d'inhibition d'endoxylanase dans les échantilloescdltivars de sorgho et de mil perlé sont
représentés dans la figure 6.2. Ces résultats erdnta premiere mise en évidence de
I'activité d'inhibition d'endoxylanase dans lesrait$ des cultivars de sorgho et de mil perlé.
Une différence fortement significative a été obéerentre les cultivars étudiés de sorgho et
de mil perlé (g0.0001).

Les niveaux d'inhibition des endoxylanases exprieréXIU varient considérablement entre
les cultivars algériens de sorgho examinés exhiastvaleurs extrémes de 1186; 670 et 13
respectivement pour le sorgho blanc d'Ain SalahljA® sorgho mélangé d'Ain Salah (AS3)
et le sorgho noir du Touggourt (T1). Comme repr&ssar la figure 6.2 le taux d'inhibition le
plus faible est détecté dans T1 le sorgho noir @igg@ourt. En général, il semblerait que les
cultivars les moins pigmentés AS1, AT1, SB1 (blgm&sentent un taux d'inhibition de type
XIP plus élevé que les cultivars de sorgho plusneigtés AS2, AS3, AT2 et T1 (mélangé,
rouge et noir). Cette différence pourrait étre plmbment due a la protection naturelle des
cultivars de sorgho pigmentés contre les attaqamgidues, et celles des insectes et des
oiseaux. Traditionnellement, les grains de sorghiw pigmentés sont connus pour étre plus
sensibles a ces attaques que les sorghos pigmentés.

Dans les cultivars de mil perlé, une variabilitéve du taux d'inhibition d'endoxylanase a été
observée dans un éventail de valeurs expriméedlérdX 1070 a 2690 respectivement pour
PM9 et PM6. Par ailleurs, les niveaux d'inhibitidans les cultivars de mil perlé sont en
moyenne deux fois plus élevés que le sorgho. De, ps cultivars locaux de mil perlé
présentent des niveaux plus élevés d'inhibitiontyge XIP que les cultivars commerciaux
(PM9, PM10 et PM11). Ceci est probablement dOdapeation élevée des cultivars locaux
aux attaques fongiques et d'insectes comparésutivacs commerciaux.

Comme vu précédemment, aucune endoxylanase n'ispidgfiquement les inhibiteurs de

type TLXI, aucune information sur la présence fduesde TLXI dans des cultivars de mil
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perlé et de sorgho n'est disponible. Les résulttsits ici suggérent I'absence des inhibiteurs
de type TAXI et la présence des inhibiteurs de ty{te¢ ou TLXI. Cependant, un doute
subsiste quant a l'origine de ces inhibiteurs:bitdurs protéiques ou non protéiques (poly-
phénols, ions métalliqgues, agents phyto-chimiquéXur confirmer ou infirmer cette

question, une étude de la thermo-stabilité dedisakiinhibitrices sera effectuée.

De plus, des technigues plus spécifiques doiveamnt wilisées telles que le western blot et
l'immuno-transfert des extraits bruts de sorghalestmil perlé, et de TAXI, XIP et TLXI

purifiées du blé et testées avec anti-TAXI, antRXét anti-TLXI PAbs. Cette technique sera
utilisée dans les prochains paragraphes, pourroosfila présence d'inhibiteur protéique de

xylanases dans le sorgho et le mil perlé.
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Figure 6.2 Taux d'inhibition de type XIP des endoxylanases lps extraits des cultivars
algériens de sorgho et de mil perlé exprimés et@siaiinhibition d'endoxylanase par gramme
de farine (XIU/g). Les valeurs sont la moyenne mgstessais; Les valeurs avec la méme

lettre ne sont pas significativement différentsQ95).
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6.3.1.1 Effet du traitement thermique sur la stab#l de I'inhibiteur d'endoxylanase

Le traitement thermique des extraits bruts de smorgh de mil perlé pourrait mener a
I'inactivation des inhibiteurs d'endoxylanase,sssbnt d'origine protéiqgue ou a une perte
élevée d'activité s'ils sont des protéines therhil@la. Les extraits bruts d'un cultivar de
sorgho et d'un cultivar de mil perlé sont par cognsét portés a ébullition pendant une heure.
Le taux d'inhibition résiduelle est alors mesuré& figure 6.3 représente les niveaux
d'inhibition des endoxylanases avant et apreseiraht thermique. Dans le sorgho, le taux
d'inhibition diminue de 84%, ce qui montre que eatihibition est probablement due a une
protéine. Tandis que, dans le mil perlé le taurhitiition chute de 33%, ceci pourrait
signifier que la majeure partie d'inhibition eseduune protéine thermorésistante, ou alors a

d'autres inhibiteurs non protéiques.
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Figure 6.3: Effet du traitement thermique de I'extrait brutstegho (AS1) et de mil perlé
(PM3) sur le taux d'inhibition des endoxylanasespriexé en unités d'inhibition
d'endoxylanase par gramme de farine (XIU/g). Laktrut est chauffé pendant une heure.

En conséquence, la premiere mise en évidence de muveaux inhibiteurs protéiques
d'endoxylanase dans le sorgho et le mil perlé eshtenant évidente. Cependant, des
techniques plus approfondies sont nécessaires quudirmer définitivement cela. Dans les
paragraphes suivants, la purification et la caresaton de ces inhibiteurs d'endoxylanase de

type XIP dans les extraits protéiques de sorghe il perlé seront décrites.
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6.3.1.2 Inhibition de différentes endoxylanases s extraits de sorgho et de mil perlé
Les figures 6.4 et 6.5 représentent les taux diitibn des xylanases (XIU) respectivement
dans les cultivars algériens du mil perlé (PM33etsorgho (AS1) vis-a-vis de différentes

endoxylanases.

L'inhibition par les extraits bruts de sorgho etndié perlé de différentes endoxylanases a été
examinée. Les endoxylanasesRimicillium purpurogenunfAAF71268) et delrichoderma
longibrachiatumpl 6,6 (CAA46294) sont les enzymes les plus intsbpar les extraits de
sorgho et de mil. Comparé au sorgho, l'extrait dé parlé est un inhibiteur fort de
I'endoxylanase ddrichoderma longibrachiatunpl 6,6 ce qui suggére une affinité élevée
entre l'inhibiteur et I'enzyme. Dans les conditiexpérimentales utilisées, les endoxylanases
de la famille GH10 @spergillus aculeatugt dAspergillusniger (Figure 6.4 et 6.5) et de
Trichoderma virideg(résultat non montré) sont faiblement inhibéslparextraits de sorgho et
de mil perlé. Cependant, I'endoxylanase de la fan@iH11 deBacillus subtiliset celle

d'Aspergillusniger (GH11) n'ont pas été inhibées.
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Figure 6.4 Taux d'inhibition (XIU/g) de différentes endoxgkses par I'extrait du cultivar
PM3 de mil perlé. A: Extrait brut de mil perlé ddke1 200 fois, B: Extrait brut de mil perlé sans

dilution.
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Figure 6.5 Taux d'inhibition (XIU/g) de différentes endoxgksses par I'extrait du cultivar
AS1 du sorgho. A: Extrait brut de sorgho diluée 1013, B: Extrait brut sorgho de sans
dilution

L'endoxylanase dBacillus subtilisn'est pas inhibée par les extraits de sorgho etibperlé,
qui prouve qu'aucun inhibiteur d'endoxylanase ge fyAXI n'est présent ni dans le sorgho ni
dans le mil perlé. Comme I'endoxylanase dachoderma longibrachiatumpl 6,6
(CAA46294) est fortement inhibée par les extraitatd de sorgho et de mil perlé. Ces
résultats nous permettent de construire une steattegpurification de XIP a partir du sorgho
et du mil perlé en utilisant une colonne d'affiniggoduite par immobilisation des

endoxylanases dErichoderma longibrachiaturpl 5,5.

6.3.2 Détection des inhibiteurs d'endoxylanases p&vestern blot

La figure 6.6 représente les profils de transfarnhunitaire ou western blot des protéines des
extraits bruts de sorgho et de mil perlé. TAXI, XdPTLXI purifiées du blé sont utilisées en
tant que contréle. Toutes ces protéines sont cagggyaux anticorps de lapin PAbs obtenus
par réaction immunitaire vis-a-vis des inhibiteugpurés d'endoxylanase de blé [76].
L'investigation d'une possible réaction des pre®imhibitrices de sorgho et de mil perlé (60
png) avec anti-XIP PAbs, donne lieu a un tripletbdedes faibles pour le mil perlé (Figure
6.6, ligne 2) et a une bande distincte pour letsoidigure 6.6, ligne 3). Pour le mil perlé, ce
triplet de bandes apparait a une MM légerementimiée a celle de XIP de blé (Figure 6.6,

ligne 4). Pour le sorgho, la bande apparait a uhkl&yérement plus élevée que le blé.

En réaction des anti-TLXI et anti-TAXI PAbs, aucub@nde n'apparait pour les extraits de

mil perlé (Figure 6.6, lignes 5 et 8, respectivethelors que pour les extraits de sorgho, une
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réaction interférente avec anti-TLXI PAbs est ob&era 33, 26 and 22 kDa (Figure 6.6, ligne
6) a des MM plus élevées que TLXI isolée du blétdamM est de 18 kDa (Figure 6.6, ligne
7). Cette réaction inattendue peut étre expliqugdegprésence de protéines de la famille des
thaumatines "thaumatine-like protéines” (TLPs) pd&mnmment purifiees du sorgho [197,
198]. Pour confirmer ou infirmer la nature de dplét de bandes obtenues en réaction aux
anti-TLXI dans les extraits de sorgho, un secondtera blot a été réalisé avec les extraits
purifiés issus respectivement des colonnes d'éehdligns et d'affinité, aucune réaction n'a
éte détectée pour la fraction affinité (résultatm rmontrés) [199]. Ce résultat semble
confirmer que la forme d'inhibiteur de type TLXIexiste pas dans le sorgho ou n'est pas
présente en quantités détectables avec la coldriee moyens d'analyse utilisés au cours de
cette étude.

Le manque d'interaction avec anti-TAXlI PAbs est panfaite accord avec les résultats
précédemment obtenus lors des mesures des tahibiion vis-a-vis des endoxylanases de
la famille GH 11B. subtilisaussi bien dans les cultivars de sorgho et de eni€pDe plus, la
détection d'un taux d'inhibition élevé dans lesagts de sorgho et de mil perlé vis-a-vis des
endoxylanases d@. purpurogenum(GH 10) et de T. longibrachiatum(GH 11). Cette
inhibition est en accord avec les résultats prausddimmunotransfert et suggére fortement
la présence de protéines inhibitrices des endoagkesde type XIP.

Les bandes intenses sur I'immunoblot avec XIP, TeEXTTAXI de blé démontrent que les
anticorps sont fortement réactifs (Figure 6.6,dign 7 et 10, respectivement).
Les premiers travaux de Beaugrand et coll. [76]nuvé que les anticorps identifient trés

bien les protéines de XIP, TLXI et TAXI dans ledraKks protéiques de céréales.
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MM Mil perlé  Sorgho Blé Mil perlé  Sorgho Blé Mil perlé Sorgho Blé
XIP XIP XIP  TLXI TLXI TLXI  TAXI TAXI TAXI
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Figure 6.6: Analyse au Western blot des extraits bruts de soeihde mil perlé. Ligne 1:
MM marqueurs de masses moléculaires (MM); ligne6 and 8: extraits bruts de mil perlé
(40 pg protéine) testés avec anti-TAXI, anti-TLXlaati-XIP PAbs, respectivement; lignes 3,
6 and 9: extraits bruts de sorgho (40 pg protéieses avec anti-TAXI, anti-TLXI et anti-
XIP PAbs, respectivement ; lignes 4, 7 and 10: X, TLXI et TAXI de blé (0,26 ug),
respectivement, testés avec anti-TAXI, anti-TLXhati-XIP PAbs

Le Western blot et l'immunoprobing a révélé la pnee effective d'inhibiteurs
d'endoxylanases de type XIP dans le sorgho et llgoenié (Figure 6.6, ligne 2 and 3), en
méme temps aucune protéines de type TLXI ou TAXIpu étre détectée (Figure 6.6, lignes
6, 6 et 8, 9). Elliott et coll. [81], avec un protbe similaire n'ont pas pu détecter des protéines

de type-XIP dans les échantillons de sorgho testes.

6.3.3 Purification des inhibiteurs d'endoxylanases

Dans le présent travail, deux protéines inhibigickes endoxylanases de type XIP ont été
purifiées avec succeés des extraits de grains diltivar de sorgho et d'un cultivar de mil
perlé. Une série de techniques de purification éauilisée. Le procédé est basé sur une
chromatographie d'échange cationique (CEC) suivigedchromatographie d'affinité (AFF C)

avec une colonne ou lI'endoxylanase GH 1T diengibrachiatum(pl 6,6) a été immobilisée;
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Les deux fractions présumées de XIP de sorgho atildperlé sont ensuite caractérisées par
électrophorese (Figure 6.7).

La détermination des séquences N-terminales arooidfla premiére mise en évidence, la
purification et la caractérisation de XIPs du sorgih du mil perlé. Les XIPs de sorgho et de

mil perlé ont été purifiés avec succes (Figure ligries 3 et 4).
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Figure 6.7: Profils de SDS-PAGE des fractions purifiees de é@nats de sorgho et de mil
perlé, Ligne 1: extrait de sorgho, ligne 2: frantibe CEC du sorgho et ligne 3: XIP pure de
sorgho (AFF C), ligne 4: XIP pure de mil perlé (AEF et ligne 6: fraction de CEC du mil
perlé. La ligne MM représente les marqueurs de esas®léculaires.

Dans le gel de SDS-PAGE, la XIP purifiée du sorgpparait sous forme de trois bandes
distinctes de MM (29,6-32,0 kDa) ce qui montre déass de glycolisation. Les protéines
apparaissant sur western blot dans I'extrait beugaigho et réagissant avec anti-TLXI PAbs
(Figure 6.6, ligne 6) ne sont pas détectables thamsction AFF C du sorgho (Figure 6.7,
ligne 3). Comme I'endoxylanase GH 11Tdéongibrachiatum(pl 6,6), qui a été employée ici
pour préparer la colonne d'affinité est fortementtinée par TLXI du blé [63], il devrait
apparaitre dans cette fraction, mais comme le rapohtnos résultats les trois bandes
apparaissant dans le western blot (Figure 6.6el@nde I'extrait pur de sorgho ne sont plus
détectables dans la fraction AFF C (Figure 6.Mdi@), ceci suggere que ces protéines ne
sont pas des inhibiteurs d'endoxylanase mais datgipes de la famille des thaumatines

"thaumatine-like protéines" (TLP) comme supposé&¢uémment.
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L'analyse de la fraction XIP épurée du mil perlé RDS-PAGE en présence d'agents
réducteurs (Figure 6.7, ligne 4) donne lieu a ipiaer de MM 27-29 kDa, qui est Iégérement
inférieur aux MM des protéines de XIP d'autres @@ (29-32 kDa) [66, 68]. Ces résultats
sont en parfaite conformité avec les observatiogsrigs ci-dessus sur l'immunoblot.
L'apparition de bandes multiples sur SDS-PAGE wsitjtie pour des protéines de XIP car
elles portent souvent des parties glycanes [200, 20

La détermination du point isoélectrique des XIPssdegho et de mil perlé est effectuée par
électrophorese isoélectrique. Une seule bande aippaspectivement pour le sorgho et le mil
perlé correspondant a des valeurs estimées deppbxamativement de 6,7 et 7 (figure 6.8,
ligne 1 et 2), ces valeurs sont plus faibles gulex@btenues pour les protéines de XIP des
autres céréales mais elles restent dans le méme a@edgrandeur que les valeurs de pl des

protéines de XIP du mais, le plus proche des @3 éal sorgho et au mil perlé.
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Figure 6.8: Gel de détermination du point isoélectrique dastfons AFF C de sorgho et de
mil perlé purifiees. Sorgho (ligne 1) et mil pe(lgne 2). Les valeurs de pl des marqueurs
sont indiquées.

Le tableau 6.1 donne une vue d'ensemble sur l&gation des XIPs a partir d'un kg de farine
de sorgho ou de mil perlé. 7 mg de XIP pure a pa &plée avec un taux spécifique
d'inhibition d'endoxylanase de 2670 XIU par mg deénke vis-a-vis de I'endoxylanase de GH
10P. purpurogenumSeulement 3 % du taux d'inhibition initial daas graines de sorgho ont
été récupérés. Cette perte dans le taux d'inhibé@gi probablement attribuée a l'inactivation

pendant la congélation et le stockage de la fractie CCE. Une partie des protéines est

- 128 -



ISOLATION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DE PROTEINES INHIBITRICES DES ENDOXYLANASES

précipitée suite a la congélation. Ceci peut éxgigué par le taux élevé d'inhibition qui

semble nécessiter plusieurs cycles de purificaimur récupérer le maximum d'inhibiteur.

La purification des XIP de mil perlé atteint un poentage plus élevé que celui du sorgho 8 %
du taux initial d'inhibition vis-a-vis de I'endogylasede P. purpurogenunGH 10 a pu étre
récupéré. Dans les travaux précédent, la purifinadies XIP a atteint 9 % pour l'orge, et 26
%, 21 % et 60 % pour le seigle, le froment dureeniis, respectivement [66]. A partir d'un
kg de farine de mil perlé approximativement 12 negpdire XIP a été isolée (Tableau 6.1),
Ces résultats sont de méme ordre que ceux obtenudepblé (16 mg/kg) [64], pour le seigle
(18 mg/kg) [68] et le sorgho (7 mg/kg). De plusbfas rendements de purification ont été
obtenus pour le froment dur, l'orge et le mais, 26 mg/kg, 0,6 mg/kg et 0,6 mg/kg,
respectivement [68]. Le taux spécifique d'inhibitid'endoxylanase est de 4900 XIU/mg de

farine vis-a-vis de I'endoxylanase de GHPL(urpurogenuniTableau 6.1).

Tableau 6.1:Rendement de purification des XIPs de sorgho enhitlperlé ainsi que les taux
spécifiques d'inhibition.

Protéines totales Taux total Taux d'inhibition | récupération
(mg/kg) d'inhibition?® spécifiqué’ (%)
(x 63XI1U/kQ) (XIU/mg)
Sorgho | Mil perlé| Sorgho Mil perlé Sorgho Mil perléSorgho | Mil perlé
Extrait pur | 800 3160 690 760 860 240 100 100
CEC 470 660 660 340 1170 | 620 80 46
AFF C* 7 12 18 69 2670 | 4900 3 8

& Taux total d'inhibition par kg de farine

® Taux d'inhibition spécifique par mg d'enzyme
‘CEC = Chromatographie d'échange cationique
dAFF C = chromatographie d'affinité.

6.3.4 Détermination des séquences

6.3.4.1 Cas du sorgho

L'analyse de la séquence N-terminale d'acides anasé trois isoformes épurées de XIP de
sorgho correspondant aux trois bandes sur SDS-PddBEe lieu a la méme séquence, c-a-d.
AGXKTGQVTVFWGRNKAEGTLREAXDSGLYT (X est un acide amé non identifi€).
Une recherche sur tBLASTn (Un programme d'alignénmecal d'une séquence protéique
confrontée aux séquences protéiques traduites gmaes depuis des banques de données

nucléiques).sur la base de donnéeSarmho (Sorghum bicalpa révélé plusieurs séquences
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de nucléotides semblables. Le rassemblement deécpences a permis de déduire un peu
plus que les 2/3 de la séquence complete d'aciéséa de la protéine de type XIP du
sorgho. Une deuxiéme recherche sur tBLASTn empldgaséquence précédemment déduite
a permis de déterminer la séquence C-terminalesebdbes de séquences correspondant aux
régions internes de la protéine XIP de sorgho.déegiences ESTs (Expressahjuencdag,
aussi appelé ES®Estune séquencede nucléotides utilisée par les biologistes paaunter des
genes dans ung2quence d'ADN) avec 100 % d'identité dans lelg®mé de recouvrement
sont énumérées dans le tableau 6.2. Leur assemhblgggrmis de déduire la séquence
compléte d'acide aminé de XIP de sorgho et lesiesdmps correspondants du nucléotide
(Figure 6.9).

La protéine XIP de sorgho se compose de 272 aaiti@®s et est précédée par une séquence
de signal de 36 acides aminés. Le début de laipeot été prévu avec le programme de
Signal P 3.0 (Un serveur qui permet de prédirerssgnce et la localisation d'un site de
coupure des peptides dans une séquence d'acideésarfii9l] et correspond aux premiers
acides aminés expérimentalement obtenus. Selotil ki Psort (un serveur qui permet de
prédire la localisation d'une protéine dans laubelh partir de sa séquence d'acides aminés)
[192], quelques séquences ESTs suggérent la peésendeux variantes, c-a-d. une ayant un
résidu de valine a la position 118 et l'autre aweaésidu d'alanine a cette position. La MM
calculée est de 30269 Da pour la variante de vair®0241 pour la variante d'alanine. Les
deux variantes ont une valeur calculée de pl dd,6alors que, dans le gel pour la
détermination expérimentale du point isoélectriquee valeur de pl de 6,7 a été observée
pour le sorgho (Figure 6.8, ligne 1). La bibliothecde séquences Est de sorgho suggére que
XIP de sorgho est exprimée a différentes étapeedeloppement, dans divers tissus, apres le

traitement des jeunes plantes avec et dans degioosdie stress abiotiques (Tableau 6.2).
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Tableau 6.2 Les séquences ESTs de sorgho utilisées pour réélduséquence complete du

nucléotide et d'acides aminés de XIP du sargho

GenBank id® | Dimention étape/tissue Conditions de Variant”
(nt) croissance
N-terminale
CX614867 672 Jeunes plantes  GA- ou brassinolide-  V
traitée
CD207904 668 Jeunes plantes Thermal-choc A
CD423209 640 Jeunes plantes Traité a I'acide Vv
salicylique
CD227733 483 culture callus n.s’ A
suspension de
cellule
CB926367 631 Jeunes plantes  abscisic acid-treated A
CD462678 463 Jeunes plantes Traité a I'éthylene \%
AW747061 460 n.s. Eau stressée V
BE696816 372 n.s. pathogene-induit Y,
CN148778 600 Feuilles wounded \%
CN141616 673 racines oxydation-stressée Vv
CN127196 661 racines Traité Acide/base V
Internale
AW746639 682 n.s. Eau stressée V
BE694070 640 n.s. Eau stressée V
C-terminale
CF766786 480 sorghum Sécheresse -stressée A
fleurissant
BG366033 471 embryon n.s. Vv
BE693768 474 n.s Eau stressée \%
CD423096 438 Jeunes plantes Traité a l'acide n.df
salicylique
CD223474 438 culture callus n.s. n.d.
suspension de
cellule
CD427896 411 Jeunes plantes Traité a I'éthyléne n.d.
CN129911 633 racines Traité Acide/base \%

#ESTs de Genbank 168.
® h.s. = non specifiée
°n.d. = non disponible
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-3 M A APAFGGRRRPASAAAL L A -6
-106 atggcggcgccggcegtt cggaggacggcggaggccggegt cagcagcagct ct cct agec- 46

-6 VATLVVVFLAGPAMAAGNIKT 6
-46 gtggcgacccttgttgttgtcttcctcgeccgggeccagecat ggccgcggggaacaagacce 16
6 G Q VTV FWGRNIKAESGTULREATC 26
16 ggccaggt gacggtgttct ggggccggaacaaggcggagggcacgct ccgcgaggectge 76
26 b S GLYTMVI MSFULUDUWVYGVPNG 46
76 gactccgggctctacaccat ggtcatcatgtcgttcctcgacgtctacggccccaacggc 136
46 K Y H L bL S GHWPI A GI GDUDI K H 66
136 aagt accat ct ggacct gt ct ggccacccgat cgccggcat cggcgacgacat caagcac 196
66 C Q F vV GV PV SL SI GGF GSGY S 86
196 tgccagttcgtcggcegtcccggt gt cgetctccat cggecggcettcgget ccggetactcg 266
86 L P S K QA AL DLFDY L WNAFTF G 106
266 ctcccgtccaagcaggcggegct ggacctcttcgact acct ct ggaacgecttcttcgge 316
106G S K P G VHRPZFGDVWLDGVDL 126
316 gggt ct aaacccggcegt ccaccgecccttcggecgacgt at ggct ggacggcegt cgacctc 376
126 F L EHGTNATD RY DV L AL E L A 146
376 ttcctggagcacgggacgaacgccacggacaggt acgacgt gct ggcgct ggagcet cgec 436
146 K H NI R G G P GK P L HULTATP R C 166
436 aagcacaacat ccgcggcggt cccgggaagcecgcet gcacct gacggcgacgecgeget gc 496
166 E F P P A G Y L K RAL DTGI F E R V 186
496 gagttcccgccggecggggt acct gaagcgggcgct ggacacgggcat ctt cgagcgecgtc 666
186 H V R 1 Y DDADTZ CEAYWHTUL A WD R 206
666 cacgt caggat ct acgacgacgccgact gcgaggcgt act ggcacct ggcct gggacagg 616
206W T AAY P ATRZFYV GMTASET T 226
616 tggacggcggcgt acccggccaccaggttct acgt cgggat gacggcgt cggagacgacg 676
226 H G WV HP KNV Y Y DV AP SV Q K A 246
676 cacgggt gggt gcaccccaagaacgt ct act acgacgt cgcgccgt cggt gcagaaggcg 736
246 Db N Y G G FMI WEIRYADTUL S NY T 266
736 gacaact acggcgggtt cat gat ct gggaacgct acgcggacacgct ct ccaact acacc 796
266 S MV K Y Y A * 272
796 agcat ggt caagt act at gcgt ga 819

Figure 6.9 Nucléotide et séquences d'acides aminés de ilmevariante de XIP de sorgho.
La séquence en gris montre la séquence N-Termibadesites de N-glycosylation potentielle
sont présentés en gras.
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Selon I'outil de NetNGlyc 1.0 (Un serveur qui petrde prédire les sites de N-glycosylation a
partir d'une séquence d'acides aminés) [193],daese d'acides aminés de XIP de sorgho
contient trois emplacements potentiels de N-glyledgyn, c-a-d. aux positions 3, 132 et 263
(Figure 6.9). C'est en conformité avec la présatealifférents isoformes d'inhibiteur sur
SDS-PAGE, et pourrait expliquer la non détectiontrdisieme résidu d'acide aminég, I'Asn,

dans l'analyse de la séquence N-terminale d'aani®édors de la dégradation d'Edman.

Au niveau des protéines, XIP de sorgho montre ummadiogie avec XIP deZea mays
(DQ245902, 92 % de similitude), Xide Oryza sativgCT836240, 92 % de similitude), XIP-I
deT. aestivun(AJ422119 85 % de similitude) et XIP-Ill de aestivun{AB204556, 84 % de
similitude) [81], XIP-llde T. durum(AJ318884 66 % de similitude) [81], RIXI (Une ptote
XIP dO. sativa AB027415, 65 % de similitude [70]), et une aytretéine XIP ¢D. sativa
(AK064356, 66 % de similitude) [202].

La figure 6.10 montre I'arbre phylogénétique donhesrapports entre ces séquences.

S_bicolor_XIP
Z_mays_XIP_putative
O_sativa_XIP_putative

| O_sativa_XIP
|_| O_sativa_RIXI

T_durum_XIP_II
—:_aestivum_XIP_l
T_aestivum_XIP_lII

Figure 6.10: Arbre phylogénétique donnant les rapports ensell#érentes séquences XIP.
Arbre phylogénétique (produit par le programme GV [195]) montre la relation entre
XIP deS. bicoloret les XIPs d&. mays(DQ246902), @. sativa[RIXI (AB027416), de riz
(AK064366) et (CT836240)], et XIPs d&. aestivum[XIP-1 (AJ422119) et XIP-llI
(AB204666)] efT. durum[XIP-Il (AJ318884)].

L'alignement de la séquence d'acides aminés derodgines de XIP dans ClustalW (un
programme qui permet de déduire l'arbre phyloggnétides protéines en se basant sur les
séquences d'ADN) [195] prouve que dans XIP de soff89], les régions responsables de
I'interaction avec des endoxylanases de GH 10 &Hld 1 peuvent étre identifiées, elles sont
semblables a celles identifiées dans le XIP-I ée[B2, 186] (Figure 6.11). En particulier, les
résidus principaux d'acides aminés (Lys232 et Abgléspectivement) qui agissent l'un sur
l'autre avec les résidus catalytiques des enzymies eésidus les entourant sont identiques.

Les plus grandes différences entre le XIP-I deeblie XIP de sorgho sont présentes dans la
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région 4 et la premiere partie de la région 6 (Fegii11), qui participent a l'interaction avec
des endoxylanases de GH 10. Cependant, parce Gudexsorgho a une activité d'inhibition
de I'endoxylanase GH 10Ad oryzaecomparable, ces différences n'affectent pasuittile

XIP. On peut observer de plus grandes différeneeséduences d'acides aminés entre XIP de

sorgho d'une part et RIXI et XIP de riz et XIP-ll toment dur d'autre part.

S bicolor_XI P AGNKTGQVTVFWGRNKAEGTL REACDSGL YTMWI MBFLDVYGPNG- - - KYHLDLSGHPI A 67
Z_mays_XI P_putative AGNKTGQVTVFWGRNKAEGT L REACDSGL YTM/I MBFLDVYGPQRGGYQYHLDLSGHPTA 60
O sativa_XIP_putative  AVGKTGQVTVFWGRNKDEGTLREACDSGLYTMVI MSFLNVYGHGK- - - - YNLDLSGHPI A 66
T_aestivum Xl P-1 AGGKTGQVTVFWGRNKAEGSL REACDSGWY TMYTMVBFLDVFGANG- - - KYHLDLSGHDLS 67
T_aestivumXI P-111 - AGKT GQVTVFWERNKAEGSL REACDSGW TMVTVBFLDVFGAKG- - - KYHLDLSGHDLS 66
O sativa_RI X AAGKTGQUITVFWGRNKNEGTLKETCDTGLYTTWI SFYSVFGHGR: - - - YWGDLSGHDLR 66
T_durumXi P-11 - - KQTGQL TVFWERNAGEGT L REACDTGL YSTWI SFYSVFGHGR- - - - YWGDLSGHPLA 64
O sativa_X P - - - DDPGLAVYWERHKEEGSLREACDTGRYTTVI | TFYNAFGHGR- - - - YSLDI SGHPLA 63
1
S _bicolor_XI P G GDDI KHOQFVGVPVSL S| GGFGSGYSLPSKQAAL DL FDYLWNAFFGGSKPGVHRPFG- 116
Z_mays_XI P_putative G GDDI KHOQFVGVPVTLSVGGFGSGYSL PSTQAAL DL FDYLWNAFL GGSKPGVRRPFG- 119
O sativa_XIP_putative G GDDl KHOQFI GVPVSLSI GGFGNGYSLPSNRSALELFDYLWNAYFGASKAGVYRPFG- 116
T_aestivum Xl P-1 SVGADI KHOQSKGVPVSL S| GGYGTGYSLPSNRSAL DL FDHLWNSYFGGSKPSVPRPFG- 116
T_aestivumXI P-111 AVGADI KHCQSKGVPVSL SVGGYGT GYSLPSNRSAL DL FDHLWNSYLGGSNPGVPRPFG- 116
O sativa_RI X VI GADI KHCQSKNI FVFLSI GGAGKDYSLPTSKSAADVADNI WNAHVDGRRPGVFRPFG- 116
T_durumXi P-11 GVGADI KHOQSRNI LVLLSI GGPRNGYSL PSSASATAVADNLWNAHL GGRRNGVYRPFG- 113
O sativa_X P AVGADI KHCQSRG TVLLSI GGQGGAYSLPTNASAADVADNLWNAYL GGHRAGVARPFGD 113
A - Kakks x sk kke sk kkaw
2
S_bicol or_XI P DVW.DGVDL FL EHGTNATDRYDVL AL EL AKHNI RGGPGKPL HL TATPRCEFPPAGYLKRA 176
Z_mays_XI P_putative DAW.DGVDL FLERGS- PADRYDVLAL ELAKHNI RGGPGKPL HL TATPRCGFPPAGYLRRA 178
O sativa_ X P_putative  DAW.DGVDLFLEHGT- PADRYDVLALELAKHNI RGAPGKPLHL TATPRCTFPPSSYLGRA 174
T_aestivumXI P-| DAW.DGVDL FLEHGT- PADRYDVLAL ELAKHNI RGGPGKPL HL TATVRCGYPPAAHVGRA 176
T_aestivumXI P-111 DAW.DG DLFLEHGT- PADRYDVLAL EL AKHNI RGGPGKPL HL TATVRCGYPPAAHVGRA 174
O sativa_RI X DAAVDG DFFI DQGA- - PDHYDDLARNL YAYNKMYRARTPVRL TATVRCAFP- DPRVKKA 172
T_durumXI P-11 DAAVDG DFY! DQGA- - PDHYDEL ASRL DGHNRFYRGRKGVRL TATPRCGLP- DPRLGAA 170
O sativa_X P DAAVDG DFFI DQGG- - ADHYDDLARRL DGYNKYYRGRVGVLLTATTRCSYP- DHRLEKA 170
T wkkx kE ok -
3 4
S _bicolor_XIP LDTG FERVHVRI YD- - DADCEAYSEEEEEVHIAVDRW AAYPATRFYVGMTASEREEEE 223

-134 -



ISOLATION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DE PROTEINES INHIBITRICES DES ENDOXYLANASES

Z_mays_XI P_putative LDTG FERVHVRI YD- - DADCEAREEEEEWVHEAVIDEWT AAYPATRFYVGL TASESREEE 226
O sativa_XIP_putative VATG FERH R YD - DDNCEAVAEEEEENHERAVDK\WT AAYPATRFYVGVTASESEEEE 221

T_aestivumXI P-| LATG FERVHVRTYE- SCRVICNONEGEEEIVEGSVIDK\WT AAYPATRFYVGL TADDEEEEE 226
T_aestivum X P-111 LATG LERVHVRI YEESDKACNOYGATEEVEEAVIDRW AAYPATRFFI GLTADESEEEE 226
O sativa_RI XI LDTKLFERI HVRFYD- - DATCSYNFAGEAGUVEQUINK\WT ARYPGSHVYL GLAAAREEIPE 228
T_durumXI P-11 LRTGLFERI HVRFYG- - NDSCSECKEDTYGWERNEK\W AAFPRTQVYLGLAPAESGVPE 228
O sativa_X P LATGVFARI HVRVFG- - DEQCTIVEPRIEEEEENSUEKWAAAFPGSKVY! GLVASPEEEEE 217
R DX eI R N
5 6
S bicolor_XIP ESTTRCWRPKNVAYDVAR SVQKADNYGGFM WERYADTL SNYTSMVENY YA 272

Z_mays_XI P_putative EEVTREWRPKNVYDVAR SAQKADNYGGFM VDRYYDKLSNYTSWVKBYA 274
Osativa_XI P putative [EINTHCRNEPKNUNNDVAESTQKADNYGGFM VDRYYDKLSNYTSWVKAYA 270

T_aestivum Xl P-1 EEKSHOMWHEPKNVANGVAR AQKKDNYGGE M_WDRYFDKQTNYSSHEIRY YA 274
T_aestivum X P-111 EIKSYOMIFPKNVAYGIITR \/V Q<KDNYGGVM_VIDRYFDKQSDYSSYIIRY YA 274
O sativa_RI X KNDEENWVERKQINYDEERNV QKAKNYGG M_WDRFYDKQT GYCRIVEKYWA 276
T_durum X P-11 [ EOCTVANERYINYDEERK Y Q<ANNY GGVMMVDRF TDKKTRASSTISG\A 279
O sativa_X P HECDSAVWEQRDINYENEGF\RSLPNYGGLAI YDRYFDKKANYTGEGH- - 263

* - kk - . * k k% ERCEEIE K * . .

Figure 6.11: Alignement des séquences d'acides aminés de XIB.dacolor avec les
sequences de XIP des autres céréales. La séquanmies aminés de XIP & bicolorest
alignée avec les séquences de XIP Alemays (DQ246902), XIP . sativa [RIXI
(AB027416), XIP (AK064366) et XIP (CT836240)], etlP¢ de T. aestivum[XIP-I
(AJ422119), XIP-IIl (AB204666)] eT. durum[XIP-1l1 (AJ318884)]. Les régions impliquées
dans les interactions avec les endoxylanases Gé GH 11 sont présentées en gris (régions
4-6) et gris clair (régions 1-3), respectivemerds lacides aminés qui se répétent dans toutes
les séquences de XIP sont désignés par *.

6.3.4.2 Cas du mil perlé

La séquence N-terminale d'acides aminés de laipeotie type XIP purifiée du mil perlé est
(AGNKTGQVTVFX;GRNKDEX,TLREA, ou X est un acide aminé non identifié), son
identité comme un inhibiteur d'endoxylanase de Mjfta été confirmée puisqu'elle présente
une forte analogie de séquence avec les XIPs daledrprécédemment purifiées. Chacune
des trois bandes de XIP évidentes sur SDS-PAGE extékh blot (Figure 6.7, ligne 4 et
Figure 6.6, ligne 2) a donné la méme séquence.rdepg le résidu Asn3 a été seulement
détecté pour la bande inférieure. Pendant qudlldeitNetNGlyc 1.0 [193] indique qu'Asn3
est un emplacement potentiel de glycosylation, peairait expliquer pourquoi il n'a pas été
détecté pour les deux autres bandes avec des Mddeldgnt plus éleveées de XIP de mil

perlé.
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Les recherches de base de données de BLASTp etSBhA190] n'ont pas rapporté de
séquences de mil perlé avec des similitudes sogtifies. La séquence N-terminale d'acides
aminés de XIP du mil perlé est comparée aux ségseNeterminales rapportées pour les
protéines de XIP de différentes céréales et d'asiguences identifiees lors de la recherche
sur la base de données de tBLASTn. Des pourcenttidestité et de similitude de séquences
ont été calculés en utilisant l'algorithme ‘Aligeedle algorithm’ du site web de linstitut

européen de bioinformatique (EBI) (http://www.ebilee) (Tableau 6.3).

Tableau 6.3: Séquence N-terminale d'acides amines de XIP depmiilé Pennisetum
glaucum (R.) Br) alignée avec les séquences N-terminages<iiPs purifiees ou déduites
d'autres céreales.

NCBI Accessior Séquence d'acides amines IdeAti&imilarité&
no. (%) (%)

Pennisetum glaucurm n.d. AGNKTGQVTVFXGRNKDEXTLREA - -

Panicum virgatum FL886376 AGNKTGQVTVFWGRNKDEGTLREA 91,7 91,7
P. virgatum FL883377 AGNKTGQVTVFWRRNKDEGTLREA 87,6 87,6
Sorghum bicoloP” CN138888 AGNKTGQVTVFWGRNKAEGTLREA 87,6 87,6
Zea may8 DQ246902 AGNKTGQVTVFWERNKAEGTLREA 87,6 87,6
Triticum aestivum CA486646 AGNKTGQVTVFWGRNKAEGTLREA 87,6 87,6
Saccharum officinarum | CA096764 AGNKTGCVTVFWGRNKAEGT L REA 87,6 87,6
Oryza sativd CT836240 AVGKTGQVTVFWERNKDEGTLREA 83,3 83,3
T. aestivum(XIP-1) ¢ AJ422119 AGGKTGQVTVFWERNKAEGSLREA 79,2 83,3
Z. may$” n.d. AGRKTGQVTVFXXR 78,6 86,7
Hordeum vulgaré” BY846439 AGGKTGVTVFVGRNKAEGSL 76,1 81,0
T. aestivum(XIP-1ll) ® | AB204666 ACKTCGVTVFWERNKAEGSLREA 73,9 78,3
T. aestivum(XIP-R1)"" | AB302972 ATCKTCQVAVFWGRNKNEGSLREA 70,8 79,2
T. aestivum(XIP-R2)" | AB302973 ATCKTCQVAVEWGRNKNEGSLREA 70,8 79,2
Triticum durum® n.d. ACKTGVTVFWERNKAEGSL 70,0 76,0
T. durum (XIP-11) © AJ318884 KQTGALTVFWGRNAGEGTLREA 63 2 77,3
0. sativa(RIXI) ¢ AB027416 AAGKTCOMIVEWGRNKNEGTLKET 66,7 79,2
0. sativd” AK064366 DDPGLAVYWERHKEEGSLREA 42 9 66,7

“Protéines purifiées avec un taux d'inhibition préut/Pourcentages d' identité et de similarité des sémpse
http://www.ebi.ac.uk’[199]; 201]; ¢ 968]; T203]; 470]; "[202]; 'n.d. = non disponible
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La séquence de mil perlé est de 91,7 % et 87,6e¥tiglies aux séquences déterminées de la
base de données EST de Switchgrd&snicum virgatumL.) (FL886376 et FL8833777,
respectivement) (Tableau 6.3). En outre, 87,6 #edtité ont été trouvés avec les séquences
de XIP de sorgho (CN138888), de XIP du mais (DQR2§9de XIP du blé (CA486646) et
de la canne a sucr&gccharum officinaruni.) (Ca096764) (Tableau 6.3). Moins de 80 %
d'identité sont observés avec les séquences Nralesi d'acides aminés du blé XIP-I
(AJ422119), XIP-1ll (AB204666), XIP-R1 (AB302972) XIP-R2 (AB302973), XIP d'orge
(BY846439), XIP-II du froment dur (AJ318884), eb®RUe riz (AB027416) (Tableau 6.3).

Les acides aminés non identifiés dans la séquenterniNnale de XIP de mil perlé
expérimentalement déterminé; et (X) sont probablement Trp et Gly, respectivement. Ces
deux acides aminés se produisent sur ces posdemstoutes les autres séquences énumeérees
dans le tableau 6.3. En outre, I'analyse de laestguN-terminale a indiqué un signal trés
faible de Gly pour X2. Cependant, dans le cas deaxtun signal n‘a pu étre noté pour Trp
[204].

6.3.5 Influence du pH et de la température sur ['ihibition des endoxylanases par les
XIP pures de sorgho et de mil

Comme déja mentionné ci-dessus, les XIPs de sqi8} et de mil perlé [204] inhibent les
endoxylanases des familles GH 10 et GH 11, comnielXle blé [69]. Ces résultats sont en
accord avec la conservation des deux emplacemetifs de l'inhibiteur responsable de

I'inhibition de ces familles d'endoxylanase.

Les valeurs de [IJ/[Eb mesurées avec les endoxylanases de GH 10 vagehBdh 2,2 pour
XIP de sorgho et de 0,9 a 1,3 pour XIP de mil péflableau 6.3). Ces valeurs faibles
indiquent une inhibition prononcée [206] et somslbordre de grandeur de XIP-I pour le blé.
Flatman et coll. [69] ont rapporté des valeurs I}IfE] 60 de 0,6 a 1,6 pour les endoxylanases
de GH 10 dAspergillus nidulangt dAspergillus oryzagrespectivement.

Les valeurs de [l]/[E&]) pour les endoxylanases de GH 11 pour les XIPsodghe et de mil
perlé sont comparables, excepté pour I'endoxylad@3e longibrachiatum(pl 6,6), la valeur
de [IJ/[E]so est beaucoup plus faible pour XIP de mil perl@X@ue celle calculée pour XIP
de sorgho (Tableau 6.4). Cependant, aucune intnbiti'a pu étre détectée vis-a-vis de
I'endoxylanase GH 11 Al Niger dans les conditions expérimentales pour les deis Xe

sorgho et de mil perlé, tandis que Flatman et §849] ont obtenu une valeur de [I}/[&]de
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3,8 pour XIP-I de blé (Tableau 6.4). Les valeurqIH§E] 50 sont de 4,2 jusqu'a 289,6 pour
TLXl et de 0,6 & 1,1 pour TAXI [63, 66, 187].

Tableau 6.4 Valeurs de [l)/[Edo pour l'inhibition de différentes endoxylanasedaléamille
des GH 10 and 11 par XIP de mil et de sorgho coégpavec celles rapportées de XIP-I de
blé.

o . [/[E] so
n- Accession. -
Pearl millet XIP Sorghum Wheat
NBCI a b
XIP XIP-|
GH 10 endoxylanases
Aspergillus niger CAA03666 1,3 0,9 n.d.
Penicillium purpurogenum| AAF71268 0,9 1,3 n.d.
Aspergillus oryzae BAA76476 1,1 2,2 1,6
GH 11 endoxylanases
A. niger CAA01470 n.i¢ n.i. 3,8
Trichoderma
longibrachiatum (pl 6,6) CAA46294 0,8 104,0 n.d.
T. longibrachiatum(pl 9,0) CAA49293 3,4 6,1 6,3
Trichoderma viride CAB60767 49,1 37,0 63,0
Bacillus subtilis AAA22897 n.i. n.i. n.i.
Penicillium funiculosum CAC16487 n.d. n.d. 1,0

°[69];

n.d. = non déterminée

%n.i. = non inhibée;
L'endoxylanase GH 10 d& purpurogenunest inhibée au maximum par XIP de sorgho dans
une gamme de température et de pH allant de 36zA@&t°pH 6,7-6,7, tandis que les
conditions optimales d'activité de I'enzyme sonr660C et pH 6,7 (Figure 6.12).

- 138 -



ISOLATION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DE PROTEINES INHIBITRICES DES ENDOXYLANASES

(%) sejas uomgiyup xne g

(%) yvejal uoniquyul,p xne

100 +

o]
o
L

(2]
o
L

IS
o
L

N
o
L

o

r 100

r 80

- 60

+ 40

+ 20

N
o

100 -

80 4

60 -

40

20 4

70

r 100

r 80

- 60

L 40

r 20

pH

(%) aseuejAxopusa,|

(9%) aseuejAxopus,|

ap SAIR[D1 SHANOY

ap dAe[aI AUANIY

Figure 6.12: Influence de la température et du pH sur l'adivde I'endoxylanase de.
purpurogenumet sur les taux relatifs d'inhibition de XIP derglto @) Activité relative
d'endoxylanase d@. purpurogenumet @) Taux d'inhibition relatif de XIP de sorgho a
température et pH variables vis-a-visRigourpurogenum

Plus de 80 % de l'activité maximale de XIP de reill¢ vis-a-vis de I'endoxylanase GH 10 de
P. purpurogenunest dans une gamme large de température 30 a @d@e 6.13 A) et aux
valeurs de pH de 6 - 9 (Figure 6.13 B). Ces résuttarrespondent a ceux obtenus pour XIP
de sorgho. L'endoxylanase GH 11 ™elongibrachiatum(pl 6,6) est au maximum inhibée a

40 °C (Figure 6.13 A) et a pH 6,0 (Figure 6.13 B).
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Figure 6.13: Influence de la température et du pH sur les talatifs d'inhibition de deux
endoxylanases par XIP pure de mil pend éndoxylanase de GHO P. purpurogenumet
(m) endoxylanase de GHL de Trichoderma longibrachiatur(pl 6,6).

6.4 CONCLUSION

Il est maintenant bien établi que les micro-orgaeis phytopathogéniques sécrétent un
certain nombre d'enzymes hydrolytiques capabledédgader les polyméres constituants de
la paroi cellulaire pour envahir des tissus végeétdies parois cellulaires des céréales,
consistent principalement en arabinoxylane (AX)s emzymes de dégradation de I'AX sont
les endoxylanases, soit les composants importaatd'aisenal d'attaque des microbes
pathogenes de céréales [207, 208].

Dans ce chapitre, une variabilité fortement sigative dans les taux d'inhibition des

endoxylanases a été obtenue pour sept cultivassrgho et onze cultivars de mil perlé. Ceci,

est la premiéere preuve de l'existence et de lactiétedes inhibiteurs d'endoxylanases dans le

sorgho et le mil perlé. Ceci montre la présenceeliorte activité antifongique dans ces
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céreales. Le role de ces inhibiteurs dans la piotedes plantes contre les attaques fongiques
a été largement étudié par plusieurs chercheunslpdalé. Les inhibiteurs d'endoxylanase de
type XIP nouvellement isolés du sorgho et du milgpeuvent étre employé dans plusieurs
applications biotechnologiques pour l'industries liehibiteurs de xylanases trouvent leurs
applications dans la limitation de l'activité englaxique, et dans la purification des
endoxylanases.

Les XIPs de sorgho et de mil perlé ont exhibé wnefanalogie avec les XIPs précédemment
isolés du blé, du riz, du mais et d'autres cérddl@s, 204, 205]. Une nouvelle propriété
intéressante des XIPs de sorgho et de mil perlieesthermostabilité peu commune dans la
gamme de pH modérément acide, spécifiquement pHC&te thermostabilité représente une
propriété qui pourrait étre utile dans l'isoleméatces inhibiteurs.

XIP de sorgho est une protéine monomérique glyéesgtésentant un pl de 6,7 et une MM
de 29 kDa. La séquence d'acides aminés et lesi@égpmbiochimiques de la protéine sont
similaires a XIP-1 du blé et XIP du mil perlé esteuprotéine monomérique glycosylée

présentant un pl de 7 et une MM de 28 kDa.

Les résultats obtenus semblent montrer qu'aucuribition de type TAXI ou TLXI n'a pu
étre détectée dans les graines de sorgho et deenél L'étude des propriétés des inhibiteurs
d'endoxylanases dans le sorgho et le mil perlé rpbuaider & mieux comprendre la
fonctionnalité des endoxylanases dans les produliases de sorgho ou de mil perlé et les
phénomenes physiologiques impliqués pendant laigatibon ou pendant la défense de la

plante contre les attaques bactériennes et fongique
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Conclusion générale et perspectives

Les graines de cultivars de sorgho et de mil pesté@antillonnés ont exhibéne composition
en acides aminés équilibréeavec des niveaux élevés atides aminés essentiels

représentant plus @)% de la composition totale en acides aminés.

Un large intervalle de teneurs protéines a été obten10-17%) pour les échantillons de
sorghos et de mils perlé étudiés. Les protéinesétdtséparées et extraites selon leurs
solubilités dans différents solvants en cinq fractions : €k) dlbumines, qui représentent 8 a
20% de la fraction protéique, (2) les globulineds, gprésentent 7 a 13%, (3) les prolamines,
qui représentent 20 a 40%, (4) les prolamines agdhsction, qui représentent 10 a 28 %, et
enfin (5) les glutélines 15 a 30%.

Chaque fraction a été séparée selon la taillelpammatographie d'exclusion stérique(SE-
HPLC), tandis que les fractions les plus hydropBdles prolamines et les glutélines) ont été
séparées et analysées pmdmomatographie en phase inversg RP-HPLC). Les profils
chromatographiques des différentes fractions deparlé et de sorgho sont semblables a ceux
décrits dans la littérature, mais avec un large&iede variabilité selon les cultivars étudiés.
Les prolamines de sorghkafirine ) ont été purifiées et leusquences N-terminalesnt été
déterminées. Les monomeéres de kafirine et les polysna faible poids moléculaire ont été
extraits avec dééthanol a 70%, tandis que pour extraire les kafirines fortemmniculés,
sous forme monomeres, il a fallu ajouter un agéducteur tel que If-mercaptoéthanola

I'éthanol 70%. Les monomeéres de type dde, a2- B- et y-kafirine ont été extraits et
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caractérisés avec succes. Plaupremiére fois la formeé-kafirine a été identifiée et isolée
au niveau protéique et sa séquence confirmée.

La chromatographie en phase inverse (RP-HPLC) mipate fractionner les sous-unités de
kafirine en deux fractions principalest a+p-kafirine selon leur hydrophobicité. Une analyse
détaillée des teneurs grkafirine a indiqué I'existence de différences paes cultivars de

sorgho.

La fraction protéique de mil perlé a aussi étéaaresée avec succes. Comme pour le sorgho,
la fraction prolamine est la fractionmajoritaire , dansle mil perlé. Elle est connue sous
I'appellation de pennisetine. Les différentes farrde pennisetines (A-, B- et C-)ont été
séparées par SDS-PAGE et SE-HPLC. Les profils d¢IREC des prolamines de mil perlé
ont permis la séparation des formes A et C-perineseten se basant sur la difference en

hydrophobicité

La qualité nutritionnelle des protéines totales dans la farine de sorghie @il perlé a été
évaluée par la détermination de la digestibilit@itro et des taux d'acides aminés. Les valeurs
de Amino Acide score AAS) et de Protein digestibility corrected amino aadore
(PDCAAS) ont été évaluées montrant qu'aussi bien le sogglede mil perlé somiches en
acides aminés essentielst que leurcarence en lysine, méthionine et cystéingueut étre

comblée parénrichissementde ces céréales avec d'autres protéines.

L'hydrolyse enzymatique des prolamines de sorgho et de mil perlé a maqnteéle choix de
I'enzyme appropriée pourrait orienter I'hydrolysesvdes applications différentesalcalase

et l'espérasesont préconisées pour degdrolyses pousséealors que Igpapaing latrypsine

et la flavourzyme pour deshydrolyses faibles Les hydrolyses poussées sont préconisées
pour lapurification de peptides bioactifsalors que les hydrolyses limitées sont recherchées

pour améliorer lepropriétés fonctionnellesdes protéines.

Dans la fractioralbumine et globuling aussi bien dans le sorgho que dans le mil paekéx
nouvelles protéines a activité antifongiqueont été purifiées et caractérisées avec succes
pour la premiére fois Ces protéines de typdP (Xylanase Inhibitor Protein) présentent
une grande similarité avec les XIP déja purifiépaatir d'autres céréales. Les résultats

prouvent aussi qu'il est possible d'employer latioa protéique a activité antifongique pour
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choisir les cultivars de mil perlé et de sordhe plus résistantsaux attaques bactériennes et

fongiques.

Cette étude a confirmé qu'en termegydantité et qualité, lesprotéines de sorgho et de mil
perlé pourraient servir comns®urce d'acides aminés essentiedt de protéines potentielles
a l'avenir. Le sorghoSorghum bicolorL.) Moench) et le mil perléRennisetum glaucum
peuvent se développer dans derditions tres durestelles que lesols stérileset lachaleur
excessive des conditions qui sont peu convenables pourddyztion du mais ou du blé.
Grace a cette étude, il est prévundetiver les populationslocales dusud de I'Algérie afin

d'investir dans la production massive de ces cgséal

Cette étude pourrait constituen point de départpour toute une série d'investigations sur les
fractions protéiquesdes cultivarsalgériensde sorgho et de mil perlé. Les résultats obtenus
au cours de cette thése montrent que le sorghm reil Iperlé cultivés en Algérie présentent
une originalité aussi bien dant&a composition en protéinesen générale, que dans les
activités antifongiques de certaines de ces fractions protéiques. Il tsénééressant de
favoriserla valorisation de ces cultivars et agenéraliser leur productionaussi bien dans le

sud que dans les autres régions de |'Algérie.
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