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EXTRACTION DE LA CHITINASE A PARTIR DE
QUELQUES VARIETES DE CEREALES (BLE, R1Z)

DOUKANI Koula

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Ibn Khaldoun, Algérie
Résumé

Le but de notre étude est d'extraire I'enzyme de la chitinase a partir de quelques variétés

de céréales (blé, riz). En utilisant des solutions de pH différents, I'eau distillée (pH 7) est

trouvé meilleur comme solution d'extraction de cette enzyme. Les résultats obtenus

montrent que l'activitté de la chitinase est modulée par plusieurs  facteurs

physicochimiques tels que la température, le pH, la stabilité thermique. Le pH optimum

est égal a pH 8 avec une température optimale de 40°C pour la chitinase du blé. En

revanche, le pH optimum de la chitinase de riz est de pH 7 avec une température optimale

de 45°C. La chitinase des deux types de céréales est caractérisée par une grande

thermostabilité pendant 2.5 heures entre 40 et 50 °C. Concernant I'étude cinétique de la

chitinase, la valeur de Km est égale a 1.58 mg.ml-1 pour la chitinase de blé et 1.11

mg.ml-1 pour la chitinase de riz.

Mots clés: Chitinase, Extraction, Riz, Blé, parametres physicochimiques, cinétique.
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Abstract

The aim of our study is to extract chitinase from some varieties of cereals (Rice and
Wheat).With the utilization of solutions with different pH , distilled water is found to be
the best for enzyme extraction.Obtained results showed that chitinase activity is
modulated by various physico -chemicals parameters such as temperature, pH, thermal
stability.It was found that maximal chitinase activity is obtained at pH 8 and 40°C for
wheat and at pH 7 and 45°C for rice.The two types of extracted chitinase was
caracterized by their higher thermal stability for 2.5 hours between 40 and 50
°C.Concerning chitinase kinetics study, the Km value is found to be 1.58 mg.ml-1 for
wheat chitinase and 1.11 mg.ml-1 for rice chitinase .

Key words: Chitinase, extraction ,rice, wheat, physico-chemicals parameters,kinetics
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Intoduction

De mémoire d’homme, les céréales ont toujours constitué le principal aliment de toutes
les civilisations. Les céréales complétes sont fondamentales pour 1’organisme,
contiennent des éléments nutritifs essentiels en quantité importante ; des glucides ou
hydrates de carbone présents dans I’amidon, des protéines avec une composition variable
en acides aminés, de nombreuses vitamines (surtout celles du groupe B), des minéraux et
des oligo-éléments (Bonjean et Picard, 1990). Plus d’un milliard de tonnes de céréales
sont produites annuellement dans le monde, les principales céréales sont le blé, le mais et
le riz (Mohtadji, 1989). La production mondiale de tous les types de blés est de 660
millions de tonnes lors de la campagne 2009-2010, c'est-a-dire prés de 100 kg par
habitant pour I'ensemble de la population mondiale. En volume de production, c'est la
quatriéme culture mondiale derriére la canne a sucre, le mais et le riz (C.I.C, 2009). La
production générale de riz fluctue moins que celle du blé, du fait notamment des
moindres enjeux économiques et politiques. En 2008, la production mondiale de riz
paddy s'est élevée a 661 millions de tonnes contre seulement 585 en 2003 (FAO, 2008).

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un réle central dans le
monde vivant. Elles sont des macromolécules qui reconnaissent spécifiquement certaines
molécules et accélérent les réactions de transformation de ces molécules suffisamment
pour que leur vitesse devienne compatible avec le fonctionnement de I'organisme
(Raisonnier, 2003). Les différents organismes produisent une large variété d’enzymes
hydrolytiques spécifiques aux différents substrats. La chitinase fait partie de ces enzymes
qui hydrolysent la chitine au niveau de la liaison glucosidique f (1-4) N-
acétylglucosamine. Elle est trés répandue dans la nature. On la trouve chez les bactéries,
champignons, crustacés, insectes et les plantes spécialement les céréales. Elle joue un role
important dans la lutte biologique contre les infections fongiques (Perrakis et al., 1994).

Nous nous sommes intéressés a I'étude de la chitinase en raison de son abondance
dans les céréales et sa facilité d'extraction. Notre étude a contribué a I’extraction de cette
enzyme & partir de quelques variétés de céréales (blé et riz) avec I'évaluation de quelques
propriétés physico-chimiques telles que la température, le pH, la stabilité thermique et la
concentration en substrat.

Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au laboratoire de Technologie alimentaire de la Faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie de ’université Ibn Khaldoun de Tiaret. Cette étude
s’est déroulée durant le période du Mars 2010 jusqu’a Novembre 2010. .

Les céreales utilisées dans notre étude sont le blé tendre et le riz. Le blé tendre provient
de la variété algérienne (HD1220) et issue de la récolte 2009. Le riz utilisé dans notre
étude provient du marché local. C’est un type chinois a grains longs.

Le nettoyage a été fait manuellement. Les grains des céréales ont été débarrassés en
toutes leurs impuretés : graines étrangéres, graines d’autres céréales, pailles, pierres, piéce
métallique, déchets d’animaux (rongeurs, insectes) avant d’étres broyées.

Le broyage de nos échantillons a été effectué a sec et a basse température par 1’utilisation
d’un broyeur de type Moulinex .Le broyat a été tamisé par [’utilisation d’un tamis de
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0.25 mm de diametre fixé sur un agitateur par vibration a vitesse élevé jusqu'a I’obtention
d’une farine fine.

Extraction de la chitinase

Trois types de solutions : eau distillée (pH 7), tampon acétate (pH 4) et tampon
carbonate (pH 9) on été utilisés pour extraire la chitinase a partir de deux variétés de
céréales (blé et riz). Chaque type de solution d’extraction a été ajouté & 10 g de chaque
type de farine pour obtenir un volume de 100 ml (le taux d’extraction de chaque type de
farine est 10% P/V). Le contenu a été mélangé en secouant (20 min) sur un agitateur de
vitesse de (100 trs/min), puis a été laissé un certain temps pour la sédimentation et par la
suite le surnageant a été récupéré pour la détermination de 1’activité enzymatique de
chaque échantillon (Krishnaveni et al, 1999). L’opération d’extraction se fait dans des
conditions réfrigérées (4°C).

Détermination de P’ activité enzymatique

L’activité enzymatique de la chitinase a été¢ déterminée en utilisant la méthode
décrite par Pegg (1988). L’extrait enzymatique de chaque type de farine (1 ml) est
mélangé avec 1 ml de la chitine colloidale a 1% dans un tampon citrate de phosphate a
(0.05 M, pH 6.6). Ensuite le mélange a été incubé dans un bain-marie a 37°C pendant 60
min. Aprés incubation, le mélange a été refroidi dans un bain d'eau glacée et ensuite
centrifugé (4000 trs / min) pendant 10 min. Les sucres réducteurs libérés ont été
déterminés dans le surnageant en utilisant la méthode de DNSA (Miller, 1959)

Une unité d'activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme qui est capable
de libérer 1 pug de GIcNAc par ml en 60 min dans ces conditions.

Détermination des propriétés physico-chimiques de P’activité de la
chitinase
1. Détermination du pH optimum

Le pH optimal de la chitinase a été réalisé en faisant varier le pH entre pH 2 et
pH 9 en utilisant des différents solutions tampons.
2. Détermination de la température optimale

La température optimale a été évaluée en effectuant le dosage de I’activité
enzymatique dans différentes températures de (15, 25, 35, 45, 55 et 65°C) a pH7 et pH 8
pour I’extrait enzymatique de la farine du riz et du blé respectivement .
3. Détermination de la stabilité thermique

L’extrait enzymatique de chaque échantillon a ét¢ incubé dans différentes

températures de (40,50, 60 et 70°C) pendant différents périodes allant jusqu’a 150 min.
L’activité résiduelle a été déterminée a 40 et 45°C pour I’extrait enzymatique de la farine

du blé et du riz respectivement.
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4. Détermination des parameétres cinétiques

La constante de Michaelis (Km) a été déterminée par la mesure de la vitesse initiale
dans différentes concentrations de chitine (mg.ml-1) en utilisant la représentation de
Lineweaver-Burk (Segel, 1976).

Résultats et Interprétations
Extraction de la chitinase

La chitinase de la farine des céréales étudiées a été extraite par trois types de
solution de pH différents : eau distillée (pH7), tampon acétate (pH4) et tampon carbonate
(pH9). Les résultats d’activité enzymatique des extraits de nos échantillons sont
représentés dans les figures suivantes :
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Fig.1 : Effet du pH de la solution d’extraction sur I’activité de la chitinase de la farine du
ble.
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Fig.2 : Effet du pH de la solution d’extraction sur I’activité de la chitinase de la farine du
riz.

Les figures let 2 représentent 1’effet du pH de la solution d’extraction sur I’activité
enzymatique de la chitinase des deux variétés des céréales étudiées. On remarque que
Iactivité enzymatique varie en fonction du pH de la solution d’extraction. L’extrait
enzymatique de la farine du blé a donné une forte activité enzymatique a pH 9 (436U/g)
(Fig.1). En revanche, on constate une grande activité chitinolytique pour 1’extrait
enzymatique de la farine du riz & pH7 (250U/g) (Fig.2). L’activité enzymatique des deux
types de farine (blé et riz) est moindre a pH 4 (250U/g) et (115U/g) successivement.
Nous observons qu’a pH7 il y a une grande activité enzymatique des deux échantillons
testés (Fig.1 et 2) .On en déduit que I’eau distillée (pH7) est le meilleur type de solution
d’extraction de la chitinase pour les deux types de céréales. Ces résultats coincident avec
ceux trouvés par Helmy et al. (2005) qui ont utilisés I’eau distillée pour extraire
différentes variétés de céréales (blé, riz, sorgho, orge et avoine).

Parameétres physico-chimiques de la chitinase
1. pH optimal

L’activité enzymatique est trés dépendante du pH. En général une enzyme
posseéde une zone de pH optimum ou son activité est maximale. De part et d’autre de
cette zone, plus ou moins étroite, I’enzyme est progressivement inactivée. La vitesse
initiale des nombreuses réactions enzymatiques donne une courbe en cloche en fonction
du pH (Kamoun, 1997). L’étude de I’influence du pH nous a permis de trouver les
résultats indiqués dans les figures 3 et 4. La Fig.3 nous montre bien qu’au pH égal a 7
(pH optimum) I’activité enzymatique de la chitinase de 1’extrait de la farine du riz atteint
une valeur maximale (263 U/g), au dessous et au dessus de cette valeur de pH, 1’activité
enzymatique diminue. Nous avons également remarqué que la chitinase de I’extrait de la
farine du blé atteint son activité maximale a pH 8 (475U/g) (Fig. 4). Ces résultats
concordent avec ceux cités par Jollés et Muzzarelli (1999) qui ont montré que le pH
optimal des chitinases des plantes se situe entre 4 et 9. Les chitinases sont généralement
actives dans un large intervalle de pH de 3-10 (Boller et al., 1983). D’autres travaux ont
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montré que certaines chitinases de riz ont une forte activité a des pH extrémes (2 et 9)
(Taira et al., 2005).

N{xw
8 & 83

100
50

Activité enzymatique (U'g)

pH

Fig.3 : La variation de I’activité de la chitinase de 1’extrait de la farine du riz en fonction

500

400

300 \\
200

100 / \

pH

Activité enzymatique (U/g)

Fig.4 : La variation de I’activité de la chitinase de I’extrait de la farine du blé en fonction
du pH.

2. Température optimale

L’activité de la chitinase des extraits enzymatiques de nos échantillons a été
déterminée pour différentes températures (15, 25, 35, 45,55 et 65°C) a pH7 (riz) et pH8
(blé). Les figures 5 et 6 représentent 1’évolution de I’activité enzymatique des deux types
de farine en fonction de la température. Elles donnent des courbes en forme de cloches
passantes par un maximum d’activité qui correspond a une température de 40°C (farine
du blé) (505 U/g) et 45°C (farine de riz) (275 U/qg).
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Fig.5 : La variation de ’activité de chitinase de I’extrait de la farine du blé en fonction de
la température.
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Fig.6: La variation de I’activité de la chitinase de I’extrait de la farine du riz en fonction
de latempérature.

On souligne qu’une variation de quelques degrés de température se traduit par une
modification mesurable de I’activité enzymatique. Selon Hoell et al. (2005), la plupart
des chitinases présentent une activité optimale a des températures de 40°C et 50°C.
Toutefois, certaines chitinases de riz ont une forte activité a des températures élevées
(70°C) (Taira et al., 2005).

3. Stabilité thermique

Les figures 7 et 8 représentent les courbes des activités résiduelles de la chitinase
des extraits de nos farines étudiées en fonction de temps qui correspond a la
thermostabilité pendant 150 min dans les conditions optimales (pH7, 45°C et pH8, 40°C)
pour ’extrait enzymatique des deux farines du riz et du blé respectivement.
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Les résultats de la stabilité thermique de la chitinase des deux extraits indiquent
que cette enzyme est instable a des températures éleveées (Fig. 7 et 8).

La chitinase de I’extrait de la farine du blé est stable a 40°C. Elle retient 85%
pendant 2.5 heures mais elle est rapidement inactivée lorsqu’elle incubée a des
températures supérieures a 40°C. Son incubation a 50°C et 60°C pendant 60 et 120 min a
résulté des pertes d’activité enzymatique de 15 et 78 %, et 11 et 93 %, respectivement.
La chitinase a conservé 70% de son activité originale aprés incubation a 50°C pendant 2.5
heures. En revanche, elle est completement inactivée a 60°C pendant cette période.
Aucune activité enzymatique n’a été détectée apres incubation de la chitinase a 70°C
pendant 30 min. Concernant la stabilité thermique de la chitinase de 1’extrait de la farine
du riz, nous avons remarqué que I’enzyme est instable & des températures supérieures a
50°C. Elle retient 83% et 73% de son activité initiale aprés incubation a 40°C et 50°C
pendant 150 min, respectivement donc elle est stable a des températures de (40-50°C) et
perd totalement son activité enzymatique a 60°C pendant cette période. Aucune activité
enzymatique n’a été détectée aprés incubation de la chitinase a 70°C pendant 30 min.
L’inactivation thermique de la chitinase est due & la dénaturation des protéines (de sa
structure secondaire et tertiaire) (Weinman, 2004). On déduit que la chitinase des extraits
des deux types de farine montre une thermostabilité a des températures de (40-50°C) et
sensible au phénomeéne de dénaturation a des températures supérieures a 50°C. Ces
résultats sont en accord avec ceux trouves par Khan (2002) qui a montré que les
chitinases extraites des fraises sont généralement stables a des températures élevées
(50°C). Cette stabilité est die & la présence des ponts disulfures dans leur structure
tertiaire.
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Fig.7 : Stabilité thermique de la chitinase de ’extrait de la farine du blé.
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Fig.8: Stabilité thermique de la chitinase de I’extrait de la farine du riz.

4. Etude cinétique de la chitinase

Dans les figures 9 et 10, nous avons présenté la variation de l’activit¢ de la
chitinase des deux types de farine en fonction de différentes concentrations de chitine
(substrat). On constate d’abord une augmentation rapide de la vitesse enzymatique pour
une faible concentration de la chitine, mais si la concentration augmente, la courbe tend
vers un plateau. Et pour les valeurs élevées de [S], il y’a plus d’augmentation de la
vitesse , laquelle tend asymptotiquement vers une valeur maximale Vmax (Lehninger,
1977). La concentration optimale de chitine pour donner une valeur maximale d’activité
chitinolytique est de 1.2% pour les deux types d’extrait enzymatique. Le graphe
représentant la fonction linéaire de 1/V en fonction de 1/[S] est appelé graphe en double
inverse (représentation de Lineweaver et Burk) puisque les deux variables de I'hyperbole
Vmax et Km peuvent é&tre déterminés expérimentalement en mesurant la vitesse a
différentes concentrations de substrat et en exprimant les résultats en inverses des vitesses
initiales en fonction des inverses des concentrations du substrat. Cette méthode permet de
déterminer par extrapolation les valeurs des parametres cinétiques (Vmax et Km) de la
réaction enzymatique (Robert et al., 2002). Par la projection de la ligne droite sur ’axe
des abscisses, nous avons trouvé que les valeurs de Km sont égales a 1.58 mg.ml-1 (Fig
11) et 1.11 mg.ml-1 (Fig.12) pour I’extrait de la farine du blé et du riz respectivement. A
partir de ces résultats nous avons déduit que la chitinase montre une bonne affinité pour
ce substrat .Ces résultats sont situés dans les limites reportées par Jollés et Muzzarelli
(1999) qui ont montré que la valeur de Km des chitinases des plantes se situe entre 0,38 et
2,24 mg / ml.
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Fig.9 : Représentation graphique de Michaelis-Menten de D’activité enzymatique de la
chitinase de I’extrait de la farine du blé.
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Fig.10 : Représentation graphique de Michaelis-Menten de Dactivité enzymatique de la
chitinase de I’extrait de la farine du riz.
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Fig.11 : Représentation de Lineweaver-Burk de ’activité chitinolytique de I’extrait de la
farine du blé.
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Fig.12 : Représentation de Lineweaver-Burk de I’activité chitinolytique de I’extrait de
la farine du riz.

Conclusion

L'objectif de notre travail est d'extraire la chitinase a partir de quelques variétés de
céréales (blé, riz). Par la suite, quelques paramétres physicochimiques tels que la
température, le pH, la stabilité thermique et la concentration en substrat ont été
déterminés en vue d'évaluer cette enzyme extraite.

L’étude a visé de choisir la meilleure solution d’extraction parmi trois solutions de pH
différents (tampon d'acétate pH 4, eau distillée pH 7 et tampon de carbonate pH 9). Les
résultats obtenus montrent que l'activité de la chitinase du blé est maximale & pH 8. Par
contre, l'activité enzymatique de la chitinase de riz atteint une valeur maximale a pH 7.
L'étude des propriétés physicochimiques de la chitinase des deux types de céréales nous a
permis de trouver les résultats suivants:

- Concernant la chitinase du blé, le pH optimum est égal & pH 8 avec une température
optimale de 40°C .En revanche, le pH optimum de la chitinase de riz est de pH 7 avec une
température optimale de 45°C. Au dessous et au dessus des deux valeurs optimales
obtenues (pH et température) pour les deux types de chitinase, l'activité enzymatique
diminue.

- La chitinase des deux types de céréales est caractérisée par une grande thermostabilité
pendant 2.5 heures entre 40 et 50°C. Par contre, elle est compléetement inactivée a 60°C
pendant cette période. Aucune activité n’a été détectée aprés incubation d'enzyme a 70°C
pendant 30 min.

L'étude cinétique de la chitinase des deux types de céréales nous a permis de calculer la
valeur de Km en utilisant la représentation de Line weaver -Burk qui est égal a 1.58
mg.ml-1 pour la chitinase de blé et 1.11 mg.ml-1 pour la chitinase de riz.

Nous espérons que cette modeste étude sera complétée par d’autres travaux tels que :
Purification des chitinases extraites par différentes méthodes de purification (utilisation
des solvants organiques, chromatographies ................ ).

Mettre en évidence 1’effet antifongique des chitinases extraites sur certaines especes
comme agents d’altération des céréales telles que Aspergillus sp, Rhizopus sp .

Etude du mode d’action des chitinases extraites sur les cellules fongiques.
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