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Introduction

Introduction

Depuis l'antiquité jusqu’a nos jours, le premieusi de 'homme a toujours été de
survivre dans cet environnement hostile qu'estdgen C’est dans ce souci qu’il s’est vu
obligé de créer, d'innover et d’approfondir sanssee ses connaissances dans tous les
domaines de la vie, en vue non seulement de manger faim mais aussi de pouvoir se
soigner et de se protéger des maladies;qu’ellesswgirales, microbiennes ou bactériennes.

Les bactéries pour leur part sont non seulemdiatrigine de plusieurs pathologies,
mais constituent également un obstacle majeur fiadustrie agroalimentaire notamment
en ce qui concerne la conservation des denréeeratines.Actuellement, les scientifiques
traquent des composés qui présentent des activitdsgiques variées (antimicrobiennes,
anti-inflammatoires, anti-cancéreuses ou méme lgmertensives) et ouvrent des
perspectives prometteuses en santé humaine etlanima

C’est dans ce sens que le lysozyme du blanc d'@aduyert par Alexandre Fleming
en 1922 s’est revélé efficace puisqu’ il a la citgade tuer les bactéries en détruisant leur
paroi (Proctor etl., 1988). Aujourd’hui I'essor des biotechnologies asl’origine d’'une
véritable révolution concernant l'identificationsdprotéines notamment celle de I'ceuf; ce
qui fait du lysozyme 'une des protéines les plakxisées au monde.

Dans le souci d’élucider les propriétés de cettégne dite « antibiotique naturelle »
gue nous avons entrepris cette étude qui compditee part une recherche bibliographique
dans le but de mieux connaitre le lysozyme et deemrabler les domaines d’application de
cette protéine et d’'autre part un travail pratiglent I'objectif est d’extraire le lysozyme
présent dans le blanc d’ceuf grace a une techniguepdeécipitation a I'éthanol ; de
déterminer sa pureté, grace a une électrophotésdie de tester son activité bactériolytique

ou bactériostatique sur des souches bactériennes.

Pour cela nous avons structuré ce travail en guiapitres interdépendants:
-le premier chapitre est destiné a présenter la bactérie ainsi queusa gui
constitue le substrat du lysozyme.
e deuxieme chapitre est consacré aux généralités sur le lysozyme, ses
propriétés physico-chimiquesainsi queses modesidies sur la paroi bactérienne.
-le troisieme chapitre est consacré aux meéthodes et techniques utilE®aas
I'extraction et la purification du lysozyme.

-le quatrieme chapitre concerne les résultats obtenus et les discussions.



Chapitre | La bactérie et sa paroi

1-Définition et présentation de la cellule bactériene

Une bactérie est un organisme unicellulaire pramary c'est-a-dire une cellule
dépourvue de noyau contrairement aux organismearyates qui ont un noya[l]. La
cellule bactérienne est entourée par une envelogie (la paroi) qui lui garde sa forme, lui
confere sa résistance et entoure une autre enwelplys mince, la membrane. Elle est
également constituée de plusieurs organites (thesaimes, des substances de réserve, des
pigments, des vacuoles a gaz etc...) Tous noyésldarytoplasme. La cellule bactérienne est
haploide car, son appareil nucléaire est formé@ndchromosome uniqug?2].

A coté de ces éléments constants, la cellule heoté peut posséder une capsule, des

flagelles, un pili ou fimbriagFig.01).

capsule ADN chromosomique

chromatophore Grain de réserve

meésosome Flagelle

/

pigments

Paroi
ADN Plasmidique / Ribosomes
Pili

Membrane Cytoplasmique Vacuole a Gaz

Figure 01 : Présentation d’'une cellule bactérierihp
2-La paroi bactérienne

La paroi est I'enveloppe caractéristique de lautelprocaryote. Elle est un véritable
exosquelette qui lui confere sa forme et lui perdeetésister a la forte pression osmotique
interne comprise entre 5 et 20 atmospheres. La parmotamment formée d'un polymere ; le
peptidoglycane encore appelé mucopeptide, muréinencore muco complexe. Certaines
couches de la paroi sont le site de nombreux détants antigéniques majeurs.
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Chez les bactéries a gram+, les parois épaissedemtes sont principalement
constituées de peptidoglycane, ou de mureine. @asspprésentent une structure lamellaire,

faite de chaines glucidiques reliées entre ellesips peptidedg.02).

Acide lipotéichoique

Acide téichoique

peptidoglycane

Espace péri plasmique ..

Membrane plasmique

Figure 02 : Paroi d'une bactérie gram pos[8i

Chez les bactéries a gram-, les parois fines sonstituées d'une couche de
mucopeptide (plus lache qu'une paroi épaisB®).(3). Mais les parois fines doivent étre
recouvertes d'une membrane externe. La paroi patée de la membrane par I'espace péri

plasmiqud4].

Membrane

externe

Espace péri plasmique
et peptidoglycane

OIS
( |/ A"1l 14 'J| /I I];( .|

’ 4
AN AAANN TYINAK
% 4 "l; AI A 7 S ‘A
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plasmique

Figure 03 : Paroi d'une bactérie gram nég§sf

La distinction entre bactéries gram positif et Baes gram négatif repose sur une

différence de composition pariétale.
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La paroi des bactéries gram positif est riche edeateichoique, absent chez les
bactéries gram négatif et en acide diaminopiméliqu@ins abondant chez les gram négatif
lesquelles ont une paroi plus riche en lipides.

Les différents constituants de la paroi sont &igime de nombreuses propriétés
antigéniques qui permettent la distinction sérajagi d'especes bactériennes proches aussi
bien chez des gram positi&(eptococcie) que des gram négati€qlmonella, Proteus, etc.).

La paroi bactérienne est plus ou moins perméabktains solvants. Cette propriété est mise
a profit par le microbiologiste Danois Hans ChastiGram, en 1884 dans la coloration de
gram. Le cytoplasme des bactéries est coloré paolet de gentiane. La paroi des bactéries
gram négatif, perméable a I'alcool, permet a cgldie décolorer le cytoplasme, alors que la
paroi des bactéries gram positif, imperméable laokd, ont un cytoplasme qui reste de

couleur violette.

La synthese de la paroi bactérienne peut étre éehipar certains antibiotiques
(Bacitracine, Pénicillines). Certaines bactériespossédent pas de parois, c'est le cas des
mycoplasmesN]lycoplasma pneumoniae), bactéries normalement présentes dans la flese de

muqueuses chez 'hommza][

3-Composition chimique de la paroi bactérienne

C’est dans les années 1950 que les parois bactésamt été isolées pour la premiére
fois a partir de bactéries brisées mécaniquemesd. darois ont généralement une couche
basale (basal layer), responsable de la rigidédadouplesse et de I'élasticité, et une couche

spécifique (spécifique layer) qui est spécifique sleuches ou des espefesozyk ,1977).
3-1:La couche basale

La composition chimique de la couche basale@situne a la plupart des bactéries.
Elle est essentiellement composée de quelque aaideges et d’acétylhexosamines, formant
un polymére appelé peptidoglycane (glycopeptidecapaptide, glycosaminopeptide ou
muréine étant synonymes de peptidoglycane) renfariha@ I'acide N-acétylmuramique, du
N-acétylglycosamine, de la L-Lysine ou de I'acidésm-diaminopimélique(DAP), de I'acide
D-. L'on peut, dans quelque cas, trouver du glytlecale la L-sérine, L-thréonine et de

I'acide D-aspartique.
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Le peptidoglycane pariétale résulte de la polynaéioa de disaccharides formant des
chaines de glycanes et reliées entre elles paerimédiaire de chaines peptidiques conférant
a la bactérie une certaine rigidité.

En effet le peptidoglycane enveloppe toute la bactét cette enveloppe peut étre
vidée de son contenu cellulaire. Lavée et analgsémicroscope électronique, on voit qu’elle
conserve la forme de la bactérie. C’est donc & aaiteloppe que la bactérie doit sa forme
spécifique. En dépit de nombreuses variation, grstade une remarquable unité de structure

des peptidoglycanes pariétaux dans le monde bew{&ig.04).

(e
\ \/ \wi

As Al Aa

} | {

oGl oGly oGl

| } |

pAla«mDAP«Glu«Ala
Ala~pGlu+mDAP - pAla

- lIYS ‘G|y..G|y"&Y5 oAla=mDAP«Glu+Ala

Lys
0~ l5’ 4 GOy 5
I o~AIa—-G'y‘G|Y J u-AIaaGly"_

n~Ala"G|y"G|y

Ala-oGlu-+mDAP-oAla
Saphylococcus. Aureus Escherichia Coli

Figure 04 : Représentation schématique des principaux peptidages (Strozyk, 1977)

La partie glycane du peptidoglycane consiste en alre@ne linéaire de résidu N-
acétylglycosamine et d’acide N-acetylmiramiquejégelentre eux par des liaisofisl,4
(Fig.05), le groupement carboxyle des résidus d’acide Nybhnéamique servant de point
d’attache aux chaines peptidiques. C’est cettetsirel qui constitue le substrat du lysozyme,

et dont la destruction spécifique entraine la ysda bactérie (Strozyk ,1977).

G M
1
CH,OH
° [e]}]
H
o H
H
NHAc
CH;—CH - COOH CH,-CH - COOH
N~—————

1yl ether i
O Lacty O Lacty! ether .

Figure 05 : Présentation d’une portion de chaine de glyd&tezyk, 1977).
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3-2 : la couche spécifique

Cette couche est caractéristiqgue de la souche baspece considérée et posséde une

composition variéeHig.06) :

>

Chez les bactéries a gram+ ou la paroi est épagdiserenferme des acides

téichoiques du type ribitol ou glycérol, de I'aci@échuronique et des polysaccharides.

Chez les bactéries a gram-, la paroi présente tmetwe différente et

>
renferme essentiellement un complexe lipoprotégaagharidique (LPS) et des polymeéres

de I'acide muramiqué4].
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,/
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Protéines | i : ' ¢ I\Iemb‘rane
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‘IK
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Membrane g

exteme

Protéines trans-

membranaires

Lipides
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Figure 06: Comparaison entre bactérie gram positif et gnagatif[3]



Chapitre I @éalités sur le Lysozyme

1-Historique de la découverte du lysozyme

Les livres de bactériologie de la fin du 19émelsiéécrivent la culture de bactéries a
I'intérieur d'ceufs de poules. Laschtschenko, ufepseur d'hygiene de l'université de Tomsk
(Russie), se questionna sur la faisabilité delisation des ceufs pour la culture de
microorganismes et découvrit ainsi, le pouvoir éacide du blanc d'ceuf de poule dés 1909
et en a conclu que celui-ci contenait des enzynezgactere bactériolytique (Laschtschenko,
1909).

En effet, depuis 1900 de nombreux scientifiquesdgatit I'action antibactérienne de
la salive et des sécrétions corporel{&soomfield, 1919). Sir Alexander Fleming fit une
découverte similaire en 1921.Tandis qu'il souffdaiin rhume, une goutte coulant de son nez,
tomba sur la surface d'un milieu gélosé contenaet aulture bactérienne. Autour de cette
goutte, les bactéries ont Commencé a disparaitiéeating a été le premier a conclure que
les sécrétions nasales Contenaient une substatigeelyFleming a appelé cette substance
"lysozyme".

Dans son premier article sur le lysozyme, Flemiggridl que I'enzyme est présente
dans les sécrétions du corps humain telles quiale®s, les sécrétions nasales et la salive,
dans les tissus du corps et spécialement danstilage. Le lysozyme est, de plus, retrouve
chez les animaux, les tissus végétaux et dans aledgs proportions dans le blanc d'ceuf
(Fleming, 1922).

Les lysozymes de différentes origines montre désits bactéricides différentes en
fonction des microorganismes, Fleming en a conadllil gxistait différents types de

lysozymes (Fleming, 1932).

2-Origine et présentation du lysozyme

Le lysozyme est une protéine globulaire découvart Fleming A. En 1922. |l est
constitué de 129 résidus d’'acides aminés hautestamtturé, de poids moléculaire del4,
3kdaet qui présente une activité enzymatique optimupiHaégale a 6,§6]. Elle se compose
d'un cceur hydrophobe et d'une couronne hydrophiéetivité enzymatique du lysozyme
dépend évidemment, des facteurs environnementdsxqte le ph, la température et la
pression osmotique. Ces dépendances sont différpate chaque type de lysozyme.

Cette enzyme est tres stable dans une large garanergpérature. Le lysozyme en
poudre peut étre conservé pendant de longues péripius de 6 mois) a des températures

supérieures a 30 °C sans perdre de son acfirttetor etal, 1989.
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Tous les lysozymes catalysent avec une efficacit@ble I'hydrolyse des polymeres
de sucre substitués qui forme la paroi de certdiaeteries. Des que cette paroi est digérée, la
bactérie éclate sous la pression du cytoplasms :lysozymes ont donc une action
bactériolytique. La plupart d’entre eux catalys&galement I'hydrolyse de la chitine
(Strozyk, 1977)I existe plusieurs types de lysozyme dont lesatérestiques different Selon
leur origine. Le tableau suivant indique les déféties sources de lysozyme et leurs quantités
(voir Tableau.01).

Tableau 01 :Présentation des différentes Origines du lysozynteue quantit§Dacosta,

1993.
Source du lysozyme Quantit € de lysozyme (m/l)
Euf de poule (blanc) 3000-5000
Salive humaine 150-200
Lait maternel 15-500
Lait de vache 0.13-0.3
Jus de chou-fleur 28
Larmes humaine 7000

3- Classification du lysozyme

Le lysozyme est trés répandu dans la nature. Gb#ervation a été le point de départ
de différentes études sur I'évolution du lysozymede la caractérisation de différentes
familles de lysozymes. En 1932, Fleming fait I'albaon que les lysozymes issus de
différents tissus et sécrétions ont des capaciébagtériennes assez variabl@deming,
1932)

De maniere générale, le terme lysozyme est ufiisé désigner le lysozyme de blanc
d'ceuf de poule, qui est en effet le représentaadsicjue de ce type d'enzyme. Avec le
développement des études sur le lysozyme, il estheivenu évident qu'il existait des types de
lysozymes distincts de celui du blanc d'ceuf de getild'autres types de lysozymes ont ainsi
été découverts chez les oiseaux, les phages, t¢driea, les mycetes, les invertébrés et les
plantes (Jolles &tl., 1984).

A la suite de cela, les lysozymes ont été divisesliéérents types : Lysozymes de
typec (pour "chicken"), lysozymes de tygef{pour "goose"), lysozymes de typgpour
"Invertebrate"), lysozymes de typ#. (pour Chalaropsi3, les lysozymes de plantes, les
lysozymes bactériens et les lysozymes phagiques 2006). Le lysozyme de blanc d'ceuf de

poule est associé aux lysozymes de type-



Chapitre I @éalités sur le Lysozyme

Dans chacun des grands phylums dans lequel leylysoa été identifié, celui-ci peut
jouer des réles différents. Les génomes de bagptgaiges codent des lysozymes dont le role
est de favoriser le relargage de virions par la e la cellule héte ou de faciliter I'infection
(Fastrez, 1996). Les lysozymes bactériens jouentdlen dans l'autolyse, I'élongation et la
division cellulaire (Holtje, 1996).

Chez les végétaux, les lysozymes ont égalemenacingté chitinase et auraient un
réle protecteur aussi bien contre les infectiorddy@énnes que fongiques (Beintema, 1996).
Chez certains organismes (ruminants, insectesjshzyme est exprimé a différents endroits
Du tractus digestif. Ces enzymes auraient un ngjestif et permettraient entre autre d'utiliser
Les bactéries comme source d'énergie, de phosphdta@zotéHultmark, 1996).

Les lysozymes different par leurs structures, leanspriétés physicochimiques, et
leurs criteres immunologiques. Le seul critére camra toutes ces enzymes est la capacité a
cliver la liaisonp-glycosidique entre le C-1 du NAM et le C-4 du NAG PG.

4-Mode d’action du lysozyme

Alors que la lyse des bactéries sous l'action dozyme de blanc d’ceuf était connue
depuis longtemps, les premiers travaux d’identificadu substrat dégradée par le lysozyme
datent des travaux de Meyer (Meyer et al. ,19463@e toutefois les travaux de Salton sur la
dégradation de la paroi purifiée ddicrococcus Lisodéikticugiui permirent d’élucider la
nature chimique du substrat (Salton ,1960). Segatra ont permis de connaitre non
seulement la structure chimique de ses protéineais nont donné également des
renseignements intéressants sur la spécificiteedeyime.

En effet, Le lysozyme peut agir comme une opsonorespécifique innée en se fixant
a la surface bactérienne, réduisant ainsi la chaéggative et facilitant la phagocytose de la
bactérie. En d’autre terme, le lysozyme facilitpleagocytose par les leucocytes (Fourquier et
al. ,2003). De plus il peut agir comme une enzymejlicapable de lyser les bactéries, en

particulier celle a Gram+, indépendamment de leurvpir pathogéne.
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Figure 07 :Représentation schématique des acides aminésuyge)roonstituant le site actif

du lysozyme (Hamon, 2004).

En revanche, les bactéries a gram- sont génératedmstantes a cette enzyme grace
a la couche externe de lipopolysaccharide(LPS)egsucaractérise. Cette couche LPS couvre
la paroi muréique (par exemple, une couche de ggliicane) et la protege contre 'attaque

par le lysozyme en empéchant I'acces a cette enzyme

4-1-Bactéries a Gram+

Le lysozyme agit sur la couche de peptidoglycane laleparoi d’'une variété
d'organisme et il hydrolyse cette couche rigide.eAwles organismes a gram+ comme
Bacillus Mégathérium ou Micrococcus lysodéiktidascouche de peptidoglycane est exposée
a l'extérieur et il suffit simplement d’exposer seiganismes a l'action du lysozyme qui
converti ces cellules en protoplastes. Touteftastibn du lysozyme peut étre empéchée sur
ces cellules par la présence de certaines substancea paroi extérieure de ces cellules
rendant la couche sensible inaccessible a 'enzyme.

Des études concernant la structure chimique exictes parois ont montré que celle-
ci étaient loin d’avoir une structure homogéne oetenant qu’'une seule classe de polymeére.
En effet, de nombreuses bactéries a gram+ peuwarérir des quantités considérable de
phosphate organique dans leur paroi; c’'est ledsa$Staphylococcus Aure)salors que
d’autre n’en sont que tres peu pourvues ou pasodu (Micrococcus lysodéiktichsCes
composeés riche en phosphate ont été regroupédestarme générale d’acides teichoiques et
renferment essentiellement du Glycérol-phosphatguoidubitol-phosphate.

Concernant la lyse bactérienne, I'enzyme attagsigodptidoglycanes constituant la
paroi des bactéries (particulierement les bactégiesn positif). En effet, le lysozyme
hydrolyse les liaisons covalentgd{~4 glucosidique) entre I'acide N-acétyl-muramiquecav
le 4 atome de carbone du N-acétyl-glucosamitig.(8).
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Figure 08 : Action du lysozyme sur le peptidoglycajtg

La molécule de peptidoglycane se trouve associée lavsite de fixation de I'enzyme
(binding site) situé dans un creux entre les deomaines. Cela contraint la molécule de
substrat a adopter la conformation de I'état desttian. Les acides aminés Glu 35 (acide
glutamique, acide aminé numeéro 35), et I'Asp 5&@aspartique, acide aminé numéro 52)
se sont révélés étre indispensables a l'activiigneatique. La Glu 35 agit comme donneur de
proton au pont glycosidique, clivant la liaison Cdd substrat, tandis que I'Asp 52 sert de
nucléophile permettant la formation transitoireng@'enzyme glycosylée. Celle-ci réagit alors
avec une molécule d'eau, donnant le produit fimal'lydrolyse et I'enzyme dans sa forme
initiale (Strozyk ,1977).

4-2-Bactéries a Gram-

Le lysozyme ne manifeste aucune activité lytiqueeae sur les bactéries a gram-
comme il le fait sur les bactéries a gram+. Cepehdast possible de la provoquer si au
préalable on fait subir a ces bactéries un traitéroenvenable. Dans les bactéries a gram-, la
paroi présente une plus grande complexité conteteBt30% de lipides, des protéines et des
polysaccharides. Ici la couche de peptidoglycane ietercalée entre la membrane
cytoplasmique et la couche externe formée de lilyspocharide. Cette couche de
peptidoglycane n’étant pas exposée a I'extérieng, aertaine manipulation est nécessaire en
vue de démasquer le substrat de I'enzyme : chauaf00°C pendant 10min, utilisation de
chloroforme, d’acétone, PH alcalin, de 'EDT&trozyk ,1977).

5-Autres enzymes de dégradation du peptidoglycane
Le métabolisme du PG est un processus dynamiqegymiicette structure grandit et

se divise en parfaite synchronisation avec la samee et la division cellulaire. En effet, la
chaine polysaccharidique du PG est la cible de neusles hydrolas€Big. 09).

10
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R/

X La liaisonB-1,4 entre les résidus NAM et NAG est clivée palyBozyme et
par les transglycosylases lytiques (LT).

X La liaison B-1,4 entre les résidus NAG et NAM est hydrolysée gas
glucosaminidases et les amidases sont responshbtdivage de la liaison NAM-L-Ala

X Les lysozymes et les transglycosylases lytiquegeiatila méme liaison mais

génerent différents produits de réaction.

< Tandis que les lysozymes catalysent une réactidnohytique, les LT clivent
la liaison B-glycosidique par transglycosylationintramolécidaaboutissant a la formation
d’acide 1,6-anhydromuramique. Le role de cettectitre n'est pas connu mais il a été émis
I'nypothese que I'énergie de cette liaison poudti@ utilisée pour des réarrangements des

chaines de glycing®feiffer etal., 2006).

Figure 09 :Représentation du PG indiquant les liaisons chigsatlivée par les hydrolases
(Pfeiffer etal, 2006).

6-Les inhibiteurs du lysozyme

Les inhibiteurs du lysozyme sont assez nombreuxeffat, le lysozyme peut étre
inhibé par :

v Les dérivés d’indole qui ont la capacité de déreatle site actif du lysozyme
v L’imidazole qui induit la formation d’'un complexke transfert de charge
v Les agents de surfaces actives telles que le gbdétfate de sodium, le

dodécanate de sodium, et le dodécyl alcool.

11
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7-Application biotechnologique du lysozyme

Le lysozyme est la protéine du blanc d’ceuf quihéudre actuelle est de loin la plus
valorisée. Son intérét a été prouvé dans plusiglarmaines tels que l'industrie agro-
alimentaire, pharmaceutique, dans les laboratoitesrecherches et pour le diagnostic

médical.

7-1-Domaine pharmaceutique

Les propriétés antimicrobiennes du lysozyme soatedgent exploitées en industrie
pharmaceutique (Proctor efl., 1988). Le lysozyme est reconnu comme étant un agent
immunologique et a été surnommé « antibiotiquenogade». Grace a cette propriété, cette
enzyme est utilisée dans la thérapie virale etébp@cine notamment dans le traitement
d’angine de la gorge (lysopaine), des aphtes @ysonsi que des caries dentaires.

Le lysozyme est également utilisé comme analgésapez les personnes souffrant
de cancer et comme agent stimulant dans les trarttstpar les antibiotiques. Il peut étre
également incorporé a de nombreuses cremes afpmatiéger les peaux souples contre les
Iésions inflammatoiregLésnierowski et al. ,2007).

Le lysozyme se présente donc aujourd’hui commantibbactérien naturel de plus en
plus utilisé en pharmacie (surtout au Japon et #iX). Sa grande stabilité thermique aux
PH acides et le maintien de son activité en présdecsel et de sucres permettent sa mise en

jeux dans de nombreux domairjék

7-2-Domaine agro-alimentaire

L’application du lysozyme s’effectue a plusieurgediux. En effet :

Le lysozyme est connu pour son pouvoir bactérigidésqu’il tue les bactéries
notamment les Gram+ au nhombre des quels figunedtt®génes les plus communs comme le
staphylocoque, le streptocoque, ou le redoutabddidalu charbon8]. L'industrie agro-
alimentaire l'utiise comme conservateur naturelf@magerie pour limiter la prolifération
des bactéries butyriques dans les fromages (Prettal., 1988). Le lysozyme peut étre
également utilise dans la conservation de la viaddgoisson des fruits et léegumes fi[@ils

Le lysozyme sert également comme agent antibactéfie de contréler I'acidité
induit par les bactéries lors du brassage de le [fi@unningham eal. ,1991) ainsi que du

vin ; ce qui permet d’obtenir un vin de bonne a@alDaeschel dl., 1999).
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Le lysozyme est une partie du systéme immunitainée. Des niveaux de lysozymes
réduits ont été associés a une dysplasie bronclneepaire chez les nouveaux nés. En effet,
les enfants nourries au lait maternisé manquanysteyme dans leur alimentation ont un
taux de maladies diarrhéique trois(3) fois plusongnt. C’est pourquoi, en France Dubois-
Prévost a proposé en 1970 que le lysozyme puigee adsocié dans les formules de
fabrication d’aliment pour enfants ; de facon aeobtdes produits aussi proches que possible
du lait humain (Gerbaux at. ,1997).

7-3-Domaine de la recherche

Le lysozyme a la capacité de détruire non seuletagodroi des bactéries, mais aussi
de certaines cellules. Il est donc utilise dansdemaine pour I'extraction des molécules

protéigues ou d’'acide nucléiques tel que 'ADN gaemple[10].

7-4-Diagnostique médicale

Le dosage du lysozyme, chez I'hnomme permet d'évedwegrée d'activité (production
et destruction) des lignées médullaires granuld®mgaet monocytaires. Les taux sériques et
urinaires normaux sont compris entre 3 et 15 mglee taux de lysozyme urinaire sont
Inférieurs a 2 mg/l. Ce dosage fait partie d'élénele diagnostic de certaines maladies telles
gue les leucémies (Karle at., 1974), certaines affections rénales (tubulopatfv@nder
Linde, 1981) et il participe également a la sutaaite de rejet de greffe d'organes (Jones et
al., 1999).

8-Inconvénients liés au lysozyme

Le lysozyme peut aussi étre la cause de patholdgresffet, une mutation sur le gene
du lysozyme peut étre a l'origine de la formatiendépots d'amyloide (amylose d'Ostertag).
De par sa nature protéique, le lysozyme a des igtéprimmunogénes et peut provoquer des
allergies et des réactions anaphylactiques (Le Mdli986). Ce potentiel semblant étre
modeéré, cette immunogeénicité représente un probiémeur chez 'homme (Bianchi, 1982).

Toutefois, quant a l'utilisation du lysozyme daasirhentation, il a été montré chez la
souris et le rat, que la tolérance orale du lysazwst de 4 g/kg (Bianchi, 1982). C'est suite a
ces études que les autorités ont pu conclure gddition d'une faible quantité de lysozyme
dans certains Produits ne présentait pas de damggfeste pour la santé humaine. En France
par exemple, l'utilisation du lysozyme dans l'indligs agroalimentaire est réservée a deux

grandes filieres que sont les technologies fromeageviticole (Masschalck, 2003).
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9-Propriété physico-chimique

Les propriétés des acides aminés (charge, hydbigitén..) Détermine la structure
de la protéine. On distingue entre autre :

9-1-Structure primaire

Toutes les protéines sont formées d'une succesg&aides aminés liés les uns aux
autres dans un ordre précis. Le lysozyme, par ebeerept formé de l'union de 129 acides
aminés Fig.10) .Le premier est la lysine, le second, la valladroisieme, la phénylalanine ...
Et le dernier, le 129e¢, est la leucine. La séqueeseacides aminés d'une protéine (quel acide
aminé est le premier, le second, le troisiemele.dernier) constitue ce qu'on appelle la

structure primaire de la protéiieig.11).

1 L 10 20 30 40 S50 60
KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSL (}I\:\V\f(lﬂ:\;\ KFESNFNTQATRNNTDGSTDYGILQINS

61 70 ' 80 20 ' 100 110 : 120
|<\\-'\‘\,'<' NDGRTPGSRNILC '\lP(.TS.-\l LSSDITASVNCAK KIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDV
121

QAWTIRC ‘.("H |

Figure 11 :Structure primaire du lysozyme (les acides amioéxrés en rouge et en bleu
corespondent respectivement aux acides aminéssagtid@sique ;les pointillés les ponts
disulfures ) (Michael,2008).

9-2-Structure secondaire

Certaines parties de la chaines d'acides aminépteadoune structure réguliere
appelée structure secondaire. On reconnait dewndgrgypes de structure secondaire : les
hélicesa et les feuillets plissés (Bernard, 2001).Le lysozyme est majoritairementstitue

d’hélicea ; elle représente 39% de la structure secondaitgshzyme(Tab.02).
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Tableau 02: Pourcentage d’Acides Aminés dans la StructucoSaaire du LYS

Structure secondaire Lysozyme
Hélicen 39(51% d’acides aminés)
Feuillef3 11(14%d’acides aminés)

9-3-Structure tertiaire

La structure tridimensionnelle du LYS s’organisedeux domaines Séparés par un
« Sillon » : Un de ces deux domaines, dénommé dwmaiest constitué majoritairement
d’hélice a, alors que le second domaine, dénommeé donfaise compose d’une hélice et
d’'un feuilletp antiparallele constitué de trois brif#sg. 12) (mckenzie eal., 1991)

La structure tertiaire de cette protéine est dta#@l par quatre ponts disulfures. Trois
de ces ponts disulfures impliquant les résidus s68yys127, Cys30-Cys115, Cys64-Cys80
du LYS sont des ponts disulfures intra domainess :deux premiers se situent au niveau du
domainea et le troisieme au niveau du domajhe.e quatrieme pont disulfure impliquant le
résidu Cys76-Cys94 du lysozyme est un pont diseiéumtre les domaineset (Permyakov,
2000)

domaine o

domaine B

Figure 12 : Structure tertiaire du lysozyme(Hamon ;2004)
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1-Matériel utilisés au laboratoire :

Plusieurs matériels ont été utilisés au laboratpaur la réalisation de cette étude (Voir

annexe 01)

2- Extraction du lysozyme

2-1-Description de la matiere premiére (ceuf de poel)

L’ceuf est un corps organique de dimensions vagabbnt I'objectif initial est d'assurer
aux especes ovipares la reproduction de leur espése trés riche en protéines, en vitamines, en
sels minéraux et son poids moyen est de 60g.

La majorité des protéines de I'ceuf y compris leokygne que nous avons décidé
d’extraire se trouvent dans le blanc d’ceuf en priogo variable comme le montre le tableau ci-

dessous.

Tableau 03 :Les protéines du blanc d’ceuf de poule

Protéines Proportion Masse | Glucides Point Propriété
(% de Moléculaire . Isoélectrique
I'extrait sec) (%)
Ovalbumine 54 45 3,5 4,5 Agent gélifiant, propriété
moussante
Conalbumine 12 77,7 2 6 Fixation de calcium
(Ovotransferrine) métallique inhibiteur de
bactérie
Ovomucoide 11 28 23 4,1 Inhibe la trypsine,
allergisante
Ovo globulinegl 4 49 - 55 Propriété moussante
Ovo globulineg2 4 49 - 5,8
Lysozyme 3,5 14,3 0 10,7 Lyse des polysaccharide
pariétaux des bactéries
Gram+, Propriété
moussante
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Ovo mucine 3,5 200-8000 25 4,5-5 Facteur de viscosité, agent
gélifiant

Ovo inhibiteur 15 49 6 51 Inhibe plusieurs protéases

Ovoflavoprotéine 0,8 32 14 4 Une mole de protéine fix
une mole de vitamine B2

Ovo 0,5 760-900 - 4,5 Propriété moussante,

macroglobuline inhibiteur de
I’'hnémagglutination virale

Avidine 0,5 68 - 10 Fixe fortement la biotine|

2-2- Préparation du blanc d’ceuf (précipitation)

D

L'albumine a été recueilli manuellement (4 ceuf49ml) et mis dans deux béchers

contenant chacun 100ml d’albumine. On dilue enstligque échantillon d’albumine trois fois

son volume avec une solution de Nacl a 0, 05M.

L'étape suivante consiste a agiter chaque échamfdendant 5min suivi d’'un ajustement

du ph a4 avec une solution d’acide acétique a 1N.

La derniére étape de I'extraction consiste a diliagis un premier temps uff échantillon

avec 20% d’une solution homogéne d’éthanol a (9%¥)) qu’on incube pendant 4h a 25%¢

dans un deuxiéme temps ufi"2échantillon avec 40% d'une solution d'éthanol &%9 (V/V)

qgu’on incube pendant 8h a 25°C; de fagon a favolésprécipitation des protéines.

2-3- Extraction du lysozyme

La protéine du lysozyme est séparée des extrditméliques du blanc d'ceuf (20% et

40%) par simple centrifugation. Une centrifugeusigifia) a rotor fixe a été utilisée pour séparer

le surnageant contenant le lysozyme du culot. lrarifegation a été effectuée a 6000trs/min

pendant 15minutes dans des tubes en plastiquendle ¥& surnagent ainsi obtenu est conserveé a

4°C.
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3- Dosage des protéines
3-1-La méthode de Bradford

> Principe

La méthode de Bradford est une méthode colorimériqui permet de doser la
concentration protéique d’'un échantillon. Cettehnde est basée sur I'adsorption d’'un colorant
le bleu de coomassie G250 qui se lie a des mokdderotéines a ph acide selon deux fagons.
Le groupe de triphénylméthane se lie aux résidusdphobes des acides aminés alors que les
groupes sulfonates anioniques interagissent avecHaines latérales cationiques des protéines
(les chaines latérales de l'arginine, de la lysinge I'histidine). Ceci entraine la formation d'un
complexe chromogéne présentant un maximum d'ali@orat595nm. Il existe une corrélation
entre la quantité de colorant formé dans une swidt la concentration en protéine.

» Gamme étalon

La premiere étape de cette méthode consiste @alisation d'une gamme étalon a partir
de quelques tubes de concentrations connues. {Bye @énéralement de la BSA (Bovine Sérum
Albumine) comme protéine standard. Cette gamme gied¥tablir une courbe d’étalonnage de
la concentration en fonction de I'absorbance mesuré

Les concentrations utilisées pour cette gamme doitee comprises dans la zone linéaire
du colorant utilisé : ici entre 0.1 a 1.4mg/ml. Uinés les points correspondant a la gamme
positionnés sur le plan on les relie par une dipgroximant la linéarité de la courbe théorique.
Pour se faire, plusieurs réactifs ont été prépactamment le réactif de Bradford et la solution
Stock de BSA (Bobine sérum albumine) (voir anneXe 0

3-2-Protocole expérimental

« Préparation des dilutions de BSA

La premiere étape consiste en la réalisation d'séee de dilutions de différentes

concentrations connues a partir de la solutiorermémme I'indique le tableau ci-dessous.
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Tableau 04 :Préparation des Dilutions de la solution mére (vieé Totale- 2ml)

TO, 25 T0, 5 T1 T1, 4
BSA Stock 0,25ml 0,5ml Iml 1,4ml
(2mg/ml)
Eau Distillée 1,75ml 1,5ml Iml 0,6ml
Concentration 0,25 0,5 1 1,4
BSA en mg/ml

+«» Préparation de la gamme étalon

La deuxieme étape consiste a utiliser cing poitgr gracer la droite pour un volume

réactionnel total de 3.1ml par échantilimoir Tab.05).

Tableau 05 :Préparation des échantillons a doser (Volume Telanl)

N° du Tube | Volume de BSA [BSA] des Réactif de
Dilutions (mg/ml) Bradford (ml)
1(Blanc) 0,1ml H20 0 3
2 0,1 0,25 3
3 0,1 0,5 3
4 0,1 1 3
5 0,1 1,4 3

La mesure de l'absorbance a été réalisée avecelgrgphotometre évolution 600.
L'absorbance de tous les tubes est
obtenues a partir des tubes de la gamme étalonegemh de tracer une droite étalon:
absorbance= f (concentration) (voir annexe 2). &ptbportionnalité permet de déterminer la
guantité de protéine contenue dans un volume dee miessai de I'échantillon a doser. Les
échantillons sont préalablement mis a l'obscurigndant 15minutes avant de mesurer
'absorbance afin que I'équilibre de fixation Piotcolorant s’établisse. Le pigment forme
alors un complexe avec les protéines, sa struetrenodifiée par cette interaction et sa longueur

d’'onde d’absorbance maximale est déplacée de $685@m.
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3-3- Préparation des échantillons de lysozyme a dms

Pour évaluer la concentration des protéines qut gpo@sentes dans les surnageants
obtenus a partir des extraits éthanoliques du kdoeaif, il suffit d'utiliser le méme volume que
celui utilisé pour les points de la gamme (voluwtaltet volume du réactif), d'en lire I'absorption
a 595nm au spectrophotometre puis d'en reporteekure sur la courbe étalon qui nous donnera
la concentration correspondante.

Ainsi pour chacun des surnageants (20% et 40%ig titutions a différents volume
(10ul, 50ul, 100ul) ont été réalisées. Dans le petabe, on préleve 10ul du surnagent a 20%
ou 40% auquel on ajoute, 90ul d’eau distillée et @enBradford et ainsi de suite pour les autres
tubes (voirTab.06 et Tab.07).

Tableau 06 :Préparation des échantillons du Surnageant a 28¢batiol

N° du Tube Volume du Volume d’eau Réactif de
surnageant (20%) Ajoutée Bradford
10ul o0l 3ml
2 50l 50l 3ml
3 100ul Opl 3ml

Tableau 07 :Préparation des échantillons du Surnageant a 46¢batiol

N° du Tube Volume du Volume d’eau Reéactif de
surnageant (40%) Ajoutée Bradford
10ul o0l 3ml
2 50pl 50l 3ml
3 100ul Opl 3ml

Le calcul des concentrations protéiques de chéghantillon se fera grace a I'équation

de la courbe d’étalonnage suivante :

Y = aX+b (voir annexe 02)
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4-Précipitation du lysozyme

Dans le but de concentrer le surnageant en lysozyraesté procédé a une précipitation
par ajustement du ph a 10,7 ce qui correspond ia isoélectrique du lysozyme (PI) pour lequel
la charge net du lysozyme est nul. Par la suite cemrifugation a été réalisée comme
précédemment a 6000trs/min pendant 15min ; ce parmis non seulement d’éliminer I'éthanol
mais aussi, de récupérer le culot contenant leziyse.

Le culot est resuspendu dans 10ml de tampon Thisshd 7,5 dans un tube de 45ml et
conservé a 4°C. La détermination de la concentrates protéines a été effectuée par la méthode
de Bradford comme le montre le tableau ci-dessdbs. nouveau dosage a été effectué pour
déterminer la concentration globale de I'ensemld#s grotéines présent dans I'échantillon ;
principalement celle du lysozyme afin d’appréciefficacité de cette précipitation.

Pour la préparation des échantillons, elle a étdisée de la maniére suivante. On

préleve 50ul de I'échantillon auquel on ajoute 5@ghu distillée.

Tableau 08 :Préparation des échantillons (culot et surnage@eit 40%) pour la mesure de

I'absorbance
Nature du | Volume prélevé | Volume d’eau Réactif de
prélévement Ajoutée Bradford
Surnageant 50l 50l 3ml
20%
Surnageant 50ul 50ul 3ml
40%
Culot 20% 50l 50l 3ml
Culot40% 50ul 50ul 3ml

5-Protocoles d’électrophorese

5-1- Electrophorése SDS-PAGE

L'électrophorése est une technique séparative eBtlatilisée le plus souvent dans un but
analytique entre autre pour vérifier le degré defisations des échantillons protéiques a analysé

et donc d’évaluer la qualité des techniques dekibns des protéines.
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5-2- Théorie de I'électrophorese SDS-PAGE

L'électrophorese  SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfadbyfcrylamide  Gel
Electrophoresis) consiste a séparer les protégles $eurs poids moléculaires, par migration de
celles-ci sous I'effet d’'un champ électrique dansgel de polyacrylamide (Laemmli, 1970). La
SDS-PAGE s’effectue en conditions dénaturantes, ytdisation d’'un tampon Tris-Glycine
contenant du SDS (tampon de migration ou tampdradenmli).

Le SDS (CH3-(CH2)10-CH2-O-S03- Na+) est un détergaionique fort qui enveloppe
les chaines polypeptidiques des protéines de charggatives. Ces charges se repoussent et
déplient les chaines polypeptidiques. En conségudes protéines sont dénaturées; elles
perdent leur structure tridimensionnelle nativéeststabilises sous une forme déroulée. Ainsi, les
protéines ont toutes le méme rapport charge susenas ne sont plus séparées en fonction de
charges électriques uniformes. De plus, ces chatyed négatives, les protéines vont migrer
selon leurs poids moléculaires, de la cathode (thawgfel) vers I'anode (bas du gel).

La migration des protéines au cours de la SDS-PABHectue a I'intérieur d’'un gel de
polyacrylamide contenant du SDS. Le polyacrylaméi un ensemble de macromolécules
poreuses, résultant de la copolymérisation de 2omeénes : I'acrylamide (CH2=CH-CO-NH2)
et le N- méthyléne-bis-acrylamide (CH2=CH-CO-NH-GNBR-CO-CH=CH2) qui assure le
pontage entre les chaines d’acrylamide.

Le gel de polyacrylamide agit comme un tamis mdboel retenant plus ou moins les
protéines en fonction de leur taille et de cells peres. La distance de migration du polypeptide-
SDS est proportionnelle au logarithme de son poidculaire. Par conséquent, une protéine de
bas poids moléculaire migre plus loin a travers peses du gel qu’une protéine de poids
moléculaire plus élevé. Plus ce gel est de graade,tplus la résolution est importante en

affichant des spots bien séparés.

> Préparation des gels de polyacrylamide

Les gels discontinus de polyacrylamide sont camsditde 2 gels de réticulations

différentes, superposés I'un a l'autre.
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. Le premier gel, dit stacking gel ou gel de conaHiun, est de faible
réticulation, ce qui permettant aux protéines deépér facilement et de se concentrer a
I'interface avec le second gel.

. Le second gel, appelé gel de séparation, a une fféticulation et permet

aux protéines d’étre séparées par SDS-PAGE.

Les volumes des différents constituants du gebditicu sont indiqués ci-dessous:

En effet, le gel permettant la séparation est Uinlgé 0% d’acrylamide. Il est composé de :

- 20ml de la solution A

- 15ml de la solution B

- 0,6ml d’'une solution SDS 10%

- 24ml d’eau distillée

- 300! d’'une solution persulfate d’ammoniuml, 5%
- 20pl de TEMED

NB : pour la composition des solutions A et B, (voir exa 03)

Le gel de concentration dit stacking a 4%d’acryt#miest un gel a pore large concentrant

les échantillons avant leur migration. Il est cosgpde :

- 2,66ml de la solution A

- 5ml de la solution C

- 0,2ml d’'une solution SDS 10%

-12,2ml d’eau distillée

- 100l d’'une solution persulfate d’ammonium 1,5%
- 10ul de TEMED

» Préparation des échantillons

Les échantillons (les surnageant des extraits ettgge du blanc d'ceuf a 20% et 40%, le

témoin Hexalyse et I'albumine) sont mis en suspandans le tampon de charge.
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lIs sont préalablement dénaturés a 100°c pendant Bm présence d’'un réductefr (

mercaptoéthanol) et un détergent anionique (SDS) &nexe 03).

» Préparation de la SDS-PAGE

Le gel non polymérisé a été coulé a laide d’'unpetie entre des plaques de verre
préalablement assemblées. Un peigne 10 dents #&ecBsdl inséré entre les plaques de verre.
Puis, le gel a été laissé a polymériser a temp@&ramnbiante (23-25°C) pendant 1h. Avant de
commencer la SDS-PAGE, le peigne a été retirésgblits formes ont été soigneusement rincés
a I'eau distillée, puis séchés avec du papiekefiltr

La cuve d'électrophorese a été remplie avec le tenge migration Tris-Glycine- SDS
(tampon TGS) (voir annexe 03). Les échantillongu(p@ont déposés dans les puits. Le gel est
alors soumis a un courant de 50 ma pendant 1h30tesirpermettant la concentration et la
migration des échantillons.

Migration, le gel est démoulé. Les protéines sixdels et révélés dans le gel par une
solution au bleu de coomassie qui contient aus$étieanol et de I'acide acétique. En effet, le
gel est transféré dans un bac rempli de bleu denassie. On laisse colorer penda®heurs.
Aprés ce temps, le colorant est vidé et le gel dstoloré par une solution de décoloration

préalablement préparée jusqu’a éclaircissement ldrdp fond du gel.
6- Etudes microbiologiques
6-1-les Espéces Bactériennes étudiees

» L’especeEscherichia coli

Ce sont des bacilles ou coccobacille a Gram- appant a la famille des
entérobactériaceaes. Ills sont responsables dungrogantérite infantile (GEIl) apres

consommation des aliments contaminés tel que lleaatande.

» L’especeStaphylococcus Aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériguesra+, appartenant a la famille des
micrococcaceae.ll sont immobile, peuvent étre sseléamas ou en grappe de raisin.
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lIs produisent des antérotoxines apres injectiamdiliment contaminé tel que le lait, la

viande.
6-2-Milieux de cultures utilisés

Suivant les techniques employées et les souchdgésy les milieux de cultures utilisés

sont :

- Gélose Nutritive (GN) :c’est un milieu d’isolentemon sélectif. Ce milieu est utilisé pour le

repiquage des souches.

- Muller Hinton (MH) : cette gélose est reconnummme étant le milieu de référence pour
I'étude de la sensibilité des germes aux antibiatiget toute autre substance qui posséde une
activité antimicrobienne.

6-3- Etude de I'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne du lysozyme a été étadiar la méthode de diffusion en puits
et par turbidimétrie.

6-3-1-Préparation des suspensions bactériennes

Les suspensions bactériennes sont préparées adestcultures pures et fraiches. Les
souches sont d’abord cultivées sur gélose nutrgl@e pour avoir des cultures de moins de
24h. Les suspensions bactériennes sont obtenudifuant plusieurs colonies pures dans 9ml de
gélose nutritive liquide. Dans le cas 8eAureus, la mesure de la densité optique a 660nm doit
étre comprise entre 0,8 et 1,0. Ces valeurs qmrekent & une population de®XDellule / ml.

A-Méthode de diffusion en puits
» Principe

Pour la mise en évidence de l'action lytique dozyse par les souches tests, nous avons
choisi la méthode de diffusion des puits.
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Cette méthode est basée sur le principe que celtstasice protéique est capable de
diffuser dans un milieu de culture solide qu'ondule préalablement avec une souche cible.
Cette action lytique se manifeste par I'apparitd zones d’inhibition autour des puits (voir
Fig.14).

> Protocole

Cette méthode est réalisée sur la gélose MH, lieurde culture stérile et fondu est versé
aseptiquement dans les boites de pétri avec unesépa de 4mm dans chaque boite. Aprés
solidification, et a I'aide d’un écouvillon stérjlia surface du milieu de culture est ensemencé par
'une des suspensions de souches bactériennegquitessont réalisé a la surface a I'aide d'une
pipette pasteur, par la suite une quantité de 1QQsbzyme ou comprimé) est dépose
aseptiguement dans ces puits. Les boites sontéesuttans une étuve a 37°C pendant 24h.Trois
répétitions sont réalisées pour chaque test. Limtmn de I'inhibition est réalisée par mesure du

diameétre d’inhibition.

A Boite de pétrie
Ensemencement de la Gélose en ; ) )
nappe par 1ml de I’inoculum Q Gélose Muller Hinton
Elaboration d’un puits et dépot A
aseptique de 100ul de lysozyme
-2 & Z = zone d’inhibition
,' .‘ Croissance microbienne

Figure 13: Schémas Représentatif de la méthode des puits
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B -Turbidimétrie

La turbidimétrie est la mesure du degré de turdiditine suspension. Elle est déterminée
grace a un systéme optique qui mesure la diminudioe a I'absorbance, de l'intensité d'un rayon
lumineux traversant une suspension bactérienneeften, les bactéries intactes forment une
suspension homogéne qui absorbe a 660 nm, tandisegsolution contenant un lysat bactérien
présentera une absorbance inferieur & la mémedongionde.

La turbidimétrie a été utilisée pour étudier, dpaxametres a savoir :

» L’effet de la concentration du lysozyme sur la IgesS. Aureus.

o L’effet du temps sur la lyse d& Aureus.

by-l'effet de la concentration du lysozyme sur la lye deS. Aureus

v' Préparation de la suspension microbienne

Une suspension microbienne &e Aureus est ensemencée dans 10 ml de bouillons
Nutritif liquide et incubé & 37° pendant 24h. Lared'absorbance mesurée a 660 nm est évaluée
a0, 8 - 1,0 correspondant & une concentrationlagt de 18 cellules/ml, elles sont récupérées
par centrifugation a 3900trs/min pendant 10min. Celules subissent ensuite une série de
lavage avec de I'eau distillée (5ml) dans le bétidiiner toutes traces du milieu de culture.

v Protocole du test

Un volume de 1 ml de la suspension microbienn& d&ureus ont éte traitées avec une
gamme de 10-100 pl de lysozyme, a 1 mg / ml, pbtenir des concentrations finales de 10 a
1000 pg. Cette série de solution ont été incubées AC / 90 min. L'absorbance est mesuré a
660 nm en utlisant le spectrophotomeéetre (JENWAY0H3 (voir Tableau 9). Enfin, le
pourcentage d'inhibition a été déterminé a patipdurcentage de réduction de la turbidité par

rapport au témoin "blanc”. La formule est la sutean

Inhibition (%) = (Abs du témoirs. Aureus — Abs du tesB Aureus) X 100 / Abs du témoirS
Aureus
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D'un autre cote, l'activité catalytique du lysozyest mesurée par la diminution de
I'absorbance a 660 nm d’'une suspensiorSdaureus due a la lyse des bactéries. Une unité de
lysozyme correspond a l'activité enzymatique quvpgue une variation de 0,001 absorbance
par minute dans des conditions opératoires bignidéf(ph = 7,4 température 37°C).

Tableau 09: Préparation des échantillons avec le lysozyme2a g@ur la mise en évidence de
I'effet de la concentration

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suspension (ml 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Lysozyme (pl) | 100 | 200 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 & 900 | 1000

Eau distillee (ulI] 900 | 800 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 @ 100 0

Dans l'objectif d'évaluer I'efficacité des techmgul'extraction sur l'activité catalytique du
lysozyme, il a été entrepris de mesurer l'actiytéqgue d'un témoin, I'Hexalyse, qui est un
comprimé a base du lysozyme (Voir annexe compaosdio comprimé Hexalyse). Le protocole
de mise en ceuvre du test de I'effet des concenmtgate I'Hexalyse sur la lyse 8eAureus est
identique a celui du lysozyme (voirableau 10Q. Mais préalablement il fallait dissoudre un
comprimé d'Hexalyse dans 5 ml de tampon Tris-Hgh&,5 et les dilutions variés de 100-1000
pl de lysozyme, a 5 mg/ ml, pour obtenir des eatrations finales de a 500 a 5000 pg.

Tableau 10:Préparation des échantillons avec le comprimé(kisgapour la mise en évidence
de I'effet de la concentration

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suspension 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(mli)
Comprimé 10 20 30 40 | 50 60 | 70 | 80 | 90 | 100
(k)
Eau distillée | 990 980 970 | 960 | 950 | 940 | 930 H 920 | 990 | 900
(k)
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b,-Effet du temps sur la lyse deS. Aureus par le lysozyme

Un volume de 1 ml de la suspension microbienneSd@ureus contenant environ £0
cellules /ml (absorbance a 660nm = 0,8 a 1,0) &r&itée avec 100 pl de lysozyme (1 mg /ml) et
incubé a 37°C pendant différentes périodes de teaitqst de 0 & 120 min. A chaque intervalle
I'absorbance est mesurée a 660 nm (Vableau 17).

Tableau 11 Préparation des échantillons avec le lysozym@%a gour la mise en évidence de

I'effet du temps

Temps (min) |10 20 30 45 |60 90 120

Suspension (ml) 1 1 1 1 1 1 1

Lysozyme (ul) |100 |100 100 100 |100 |100 |100

Eau distillée (1) 900 900 900 900 |900 |900 |900

Aussi il a été entrepris un test témoin avec |'Hesaaet le protocole de mise en ceuvre est
identique a celui de l'effet de temps sur la lys&ddureus par le lysozyme (voilTableau 12.

Tableau 12 préparation des échantillons avec le comprimé fg mise en évidence de I'effet

du temps

Temps (min) |10 20 30 45 |60 90 120

Suspension (ml) 1 1 1 1 1 1 1

Comprimé (ul) |100 |100 100 |100 100 |100 |100

Eau distillée (1) 900 900 900 900 |900 |900 |900
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1-Précipitation des protéines du blanc d’ceuf

Le lysozyme représente environ 7 a 8% des prot@nelslanc d’ceuf et a un pHi =11,
nettement supérieur a celui des autres protéindsdase d ‘ceuf. Par conséquent I'extraction du
lysozyme s’effectue grace a une diminution de latstité des protéines totale du blanc d'ceuf.
Ainsi, I'extraction du lysozyme du blanc d’ceuf awde I'éthanol a 20 et 40 % a donné de tres
bon résultats puisqu’elle a permis de précipitenégeure partie des protéines.

En effet, si les protéines sont électriquement gées de la méme facon, elles auront
tendance a se repousser, donc a ne pas s'agragezoniaire, si elles sont électriquement
neutres, cette répulsion disparait, et l'agrégatmrnent possible. On peut utiliser ce phénomene
soit en jouant sur le pH de la solution ou avecélestrolytes. En effet cette précipitation a été
d’autant plus favorisée par le pH acide des édlamg ajusté préalablement dans ce but (voir
protocole expérimental). De plus, une phase dergtiso effectuée en présence de Nacl permet
d'accélérer ce processus de précipitation.

Au cours de cette phase, il y'a une compétitioneelies protéines et les ions sodium qui
finissent par se substituer aux protéines fixéaul' Cette alternance est basée sur la force iniqu
du sodium supérieur a celle des protéinescentrifugation appliquée par la suite a perngs d
séparer une majorité des protéines "précipitéeseauque le lysozyme. Le tableau ci-dessous

donne les résultats de cette centrifugaiair Tableau 13)

Tableau 13: Présentation des résultats de la centrifugation

Volume Totale (ml)| Surnageant obtenu (m Culot obtenu
Précipitation a 496 188,6 Grande Quantité
20% d’éthanol
Précipitation a 666 283,6 Grande Quantité
40% d’éthanol

2-Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le dosage des protéines est réalisé par la métboldeimétrique de Bradford. Pour
doser les protéines des diverses fractions, ilnésessaire de disposer d’'une référence que

constitue la courbe d’étalonnage absorbance (595rn@ng de protéine par tube).
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Cette courbe d'étalonnage réalisée a partir delléien de sérum albumine bovine (BSA)
a 2 mg/ml (voir annexe 02) nous a permis de aédidquation de la droite a partir de laquelle
les concentrations protéiques de nos échantillohgté calculées.
Cette équation se présente sous la forme de :
Y = 38,906 X (avec Y = absorbance et X = conediun protéique).
Etant donné que les échantillons ont été diluésalieul de la concentration protéique doit

prendre en considération le facteur de dilutiom®ee cas :

[X] = Y _ xFd (Fd : facteur de dilution)

38,906

Une fois cette équation déterminée, le calcul decdmcentration protéique des
échantillons inconnu se fait aisément comme le nedat tableaux ci-dessous.

Tableau : 14 Absorbance et concentration protéique des échamgilla 20%

Absorbance | Facteur de Dilution Concentration [g/ml] Concentration [g/l]

10ul 0,0379 0,1 0,000097 0,097
50ul 0,0475 0,5 0,000610 0,61
100pl 0,1258 0 0,0032 3,2

Tableau 15 :Absorbance et concentration protéique des édbas a 40%

Absorbance | Facteur de dilution | Concentration [g/ml] Concentration [g/I]

10ul 0,0124 0,1 0,0000317 0,0318
S0ul 0,0433 0,5 0,000556 0,556
100pl 0,1601 0 0,00411 4,115

Les résultats obtenus sont satisfaisants puisgéilélent d’'une part, la présence d’'une
guantité importante de protéines dans les deuxnéilbas. D’autre part, ils montrent également
gue la précipitation avec de I'éthanol a 40% alét@lus efficace puisqu’elle a favorisée la
précipitation d’'une plus grande quantité de pragin

La seconde précipitation a été effectuée a un Riteé&g10,7. Cette valeur correspond au
point isoélectrique du lysozyme.
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Ce réajustement du pH a favorisé la précipitationygdozyme et a donné lieu a de tres
bons résultats puisqu’il nous a permis de récupéigres la centrifugation une quantité
importante de culot donc du lysozyme.

Les résultats des deux échantillons (20 et 40%4)mrsignés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 16 :Absorbance des échantillons (culot et surnageart 20%)

Nature du Absorbance mesurée Concentration en [g/ml] Concentration en [g/| FD
prélevement
Surnageant 0,183 0,0023 2,35 0,5
20%
Surnageant 0,207 0,0026 2,66 0,5
40%
Culot 20% 0,073 0,00093 0,93 0,5
Culot40% 0,102 0,0013 1,31 0,5

3- Electrophorese verticale

Pour vérifier I'efficacité de l'extraction aprégtape de précipitation du lysozyme au
point isoélectrique, nous avons décidé de préparemgel d’électrophorése sur un support
acrylamide/bis-acrylamide en présence de SodiumebBgdSulfate (SDS). En comparant les
méthodes mise en ceuvre par des travaux précédiéigstrophorégramme nous a permis de
mettre en évidence la présence des protéines. ipella que toutes les protéines sont chargées
négativement par les SDS et de cet fait, les coéyples plus |éger vont migrer le plus loin c’est
a dire vers I'anode [+].

On observe que pour les puits FO (albumine), F18se), F2 (culot 20%), F3 (culot
40%), les bandes de migration sont identiques. @atiuit la présence de protéines de poids
moléculaire identique ; c’est le cas pour les baridie1, N° 2 et N°3. Ces bandes traduisent belle
et bien ce qui était attendu. En effet, d’apresréssiltats obtenus le dosage protéique a indiqué
des valeurs supérieur a la concentration du lysezguin est estimé aux alentours de 3 g/l, ce qui

veut dire que des protéines autres que le lysosgneencore présentes et non éliminés.
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On peut donc supposer que les protéines qui séaéptes correspondent au :
» Conalbumine "ovotransferrine" (82000 daltons)
» ovalbumine (46000 dalton)
» lysozyme (14600 dalton)

Le faite d'observer une différence d'intensité lsiesde du puit F3 et F4 traduit bien la réussite de

I'extraction du lysozyme suite a I'élimination paktdes protéines du blanc d'ceuf.

Bande N°1

.- 1
L.~
< Bande N°2
s Bande N°3
N

Figure 14 : Présentation du gel d’électrophorése

4- Etude de I'activité antibactérienne du lysozyme
a-Méthode diffusion en Puits

Nous avons étudié 'activité antibactérienne dwiysne du blanc d’ceuf sur des souches
bactériennesS. aureus et E. coli respectivement en tant que représentant des hect&rgram
positif et gram négatif, par la méthode de diffasem puits sur un milieu gélosé Muller Hinton
(MH).

L'activité antibactérienne du lysozyme expriméeneifligrammes par unité de volume
(ml) est estimée en termes de diametre de la z6nkildtion autour des puits contenant le
lysozyme. Nous avons considéré une souche serssitdediametre de la zone d'inhibition est
supérieur a 10 mm ; résistante si le diametre deoiee d'inhibition est inférieur a 10 mm. La

sensibilité est intermédiaire si le diametre esl &gl0 mm.
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Les résultats de I'évaluation de I'activité antinoigsienne, ont permis de constater ce qui
suit :

La souche microbienne & aureus testée est sensible a I'action inhibitrice defedihts
extraits du lysozyme obtenue apres ajustement da p®i7 et précipitation. L’effet antibactérien
du lysozyme est plus important avec I'échantillan rdilués et il diminue avec les dilutions

successives. Les résultats des diameétres sont éésdans Iéableau 17.

Les diametres d’inhibition mesurés sont respectar@ de 1,8 cm pour le lysozyme
contenu dans le culot & 20% et de 3,4cm pour llet éu40%. S. aureus est une souche poly-
résistante aux antibiotiques et I'activité inhilziér du lysozyme sur cette souche est excellente
avec la solution mére et la dilution a 75%. PartiegrE. coli est totalement résistante aux
différentes dilutions. Cette insensibilité s’explegpar le fait que le lysozyme attaque beaucoup
plus la paroi des bactéries Grafig(15). Les bactéries a Gram- comrgecoli, nécessitent un
traitement préalable a la chaleur ou a 'EDTA ce euplique donc leur insensibilité. Les
résultats du test avec I'hexalyse révelent uneilsbtésdes souches vis-a-vis du lysozyme du
comprimé. Mais cette sensibilité est beaucoup moingortante que celui du lysozyme extrait
avec le culot correspondant a l'extrait de I'éthado40%. Cette difféerence de sensibilité
s’explique par la nature du solvant, celui de ldigse est constitué d'un tampon Tris-Hcl ; alors
gue dans I'échantillon de 40% la présence de léha certainement favorisé la diffusion du
lysozyme. L’éthanol n’a aucun effet sur la résistanu la sensibilité des souches étudiées dans
le milieu Mueller Hinton. L'éthanol entre dans laneposition de plusieurs préparations
thérapeutiques (Brehon ak 2000). Son efficacité dans I'étude de l'activitétibactérienne est

confirmée (Drago etl 2000). Pour cette raison, L'éthanol a été utiieénme solvant pour

I'’étude de l'activité antibactérienne.

g

(a) (b) () (d)

Figure 15 : Diametre d’inhibition du lysozyme s@aureus (a) ; du comprimé suB.aureus (b) ;
du lysozyme suE. coli (c); du comprime suUg. coli (d)

34



Chapitre IV Résultats et Discussions

Tableau 17 :Diametre d’inhibition des souches testées pardedyme

Souches Bactériennes Tube 1 Tube2 Diametre d’inhibition

Escherichia Coli +Lys a 20% - - -

Escherichia Coli +Lys a 40% - - -

Saphylococcus A. +Lys a 20% + + 1,5cm ; 1,8cm
Saphylococcus A. +Lys a 40% + + 3,8cm ; 2,4cm
Saphylococcus A. +Hexalyse + + 1,3cm ; 1,4cm

Escherichia Coli +Hexalyse - - -

b- Turbidimétrie

L'effet de deux parametres sur la lyseSlaureus par le lysozyme a été étudié. Cette
étude a pour but darriver & mettre en place upneépiure standard pour la détermination des
parametres critigues qui influent négativement laucroissance d&. aureus. Le premier test
réalisé a pour objectif de déterminer I'effet dedacentration du principe actif "le lysozyme" sur
la lyse deS aureus. Les résultats obtenus sont consignés dansidsaux 18 et 19

Tableau 18: Absorbance des échantillons (Lysozyme a 40%) [zoumise en évidence de I'effet
de la concentration

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DO 0,390/ 0,354/0,349|0,262|0,235/0,226| 0,146 0,102/ 0,065| 0,014

% de diminution | 64,54|67,78|68,27|76,18| 78,63| 79,45/ 86,72 90,72/ 94,09/ 98,72
de la turbidité
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Tableau 19 Absorbance des échantillons (comprimé) pour laeran évidence de l'effet de la

concentration
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DO 0,497 0,460 0,453/0,309|0,295/0,287|0,279/0,163| 0,155 0,143

% de diminution |54,81|58,18 58,81|71,90| 77,18 73,90| 74,63/ 85,18/ 85,9087
de la turbidité

Une augmentation presque linéaire dans le pourgenda réduction de la turbidité de
64% a 98% a été observée avec l'augmentation aentzentration du lysozyme, de 0,13 mg/mli

a 1,3 mg/ml. Dans ce cas de figueegconcentration d’activité enzymatique qui permme¢ telle

-1
réduction du pourcentage de turbidité (98%) est2®l.mL . Comme le montre l&gure 16,

pour une suspension cellulaire dé @@ S. aureus cellules/ml qui a été traité avec I'hexalyse, le
pourcentage de réduction de la turbidité est paesé4,81% a 87% pour une gamme de

concentration allant de 0,5 mg/ml a 5 mg/ml. Saié woncentration de l'activité enzymatique

-1
maximale qui est égale a 10,63 Ul.mL

120

100

80

60
== |ysozyme

40 == comprimé

20

Pourcentage de turbidité

Figure 16 : Effet de la concentration sur la lyse$laureus

Concernant le deuxieme test qui a pour objectimadtre en évidence l'effet de la lyse

induit par le lysozyme en fonction du temps eteledmparer avec celui du comprimé.
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Les résultats obtenus sont consignés darnsidsaux 20 et 21

Tableau 20: Absorbance des échantillons (lysozyme 40%) pounigse en évidence de l'effet du

temps
Temps (min) 10 | 20 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120
DO 0,789 0,775 0,081 |0,073|0,070| 0,055 0,037

% de diminutiondela |28,27|29,54/92,63 |93,36/93,63|95 96,63
turbidité

Tableau 21: Absorbance des échantillons (comprimé) pour laeren évidence de I'effet du
temps

Temps(min) | 10 | 20 | 30 | 45 | 60 | 90 = 120

DO 0,432 0,400| 0,375|0,351/0,280/0,255 0,151

% de diminution de | 63,69|66,38|68,48 | 70,50|76,47| 78,57 87,31
la turbidité

Les résultats obtenus avec les échantillons tradiéesc le lysozyme montrent une
réduction brusque de la turbidité qui passe de 282% apres un temps d'incubation de 10 mn a
30 mn. Aprés ce temps de 30 mn peu de changemastldgoourcentage de turbidité a été

observgvoir Figure 17)
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Figure 17 : Effet du temps sur la lyse de S.aureus

Pour la suspension @& aureus qui a été testé avec I'nexalyse on observe uneufiion
linéaire de la réduction de turbidité qui varieG869% a 87,31% apres un temps d'incubation
de 10 mn a 120 mn. Ces résultats démontrent beléer que le lysozyme du blanc d'ceuf et
celui de I'hexalyse permettent la destruction dptigeglycane de la paroi bactérienne Se
aureus en catalysant I'hydrolyse de la liaison osidiquerglie la N-acétylglucosamine et l'acide
N-acétylmuramique.

D'un autre c6té, les différences qui ont été aléseavec les valeurs de pourcentage de
diminution de la turbidité des souches traités dgdgsozyme extrait du blanc d'ceuf et celui de
I'hexalyse pourrait s'expliqué par le non-respees @onditions optimale de stockage du
médicament "hexalyse". En effet une augmentatiotadempérature pourrait nuire a la stabilité
du lysozyme du médicament et par conséquent suacvité catalytique.
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Conclusion et Per spectives

Aujourd’hui, méme si le lysozyme reste encore matesnu du public, elle est
néanmoins l'une des protéines les plus valoria@evonde surtout dans le domaine médicale
ou elle constitue une source fiable des principtifsade plusieurs médicaments.

Cette étude a pour objectif, d’extraire dans umee lieu le lysozyme présent dans le
blanc d’'ceuf de poule par précipitation a I'éthadoPOet 40%, dans un deuxiéme lieu de
vérifier I'efficacité de I'extraction grace a un&eérophorése verticale et enfin de tester son
activité par une méthode de diffusion en puits at furbidimétrie sur des souches
bactériennes telles qu&aphylococcus A. et Escherichia C. connu pour leurs pouvoirs
pathogenes.

Les résultats obtenus ont révélés la présence djuaatité importante de lysozyme
dans le blanc d’ceuf. Néanmoins, la proportion dezyme présente dans I'échantillon extrait
avec de I'éthanol a 40% est supérieure a cellenabta 20%. Les concentrations respectives
des protéines sont de 4,119/l et 3,2 g/l. Apréeguséament du pH au point isoélectrique du
lysozyme la concentration protéique mesuré est,8&gll pour le culot a 40% d'éthanol et
0,93 g/l pour le culot & 20% d'éthanol. L’électropse a révélé non seulement la présence du
lysozyme mais aussi d’autres protéines telle quzolealbumine et I'ovalbumine.

Les tests microbiologiques effectués dans ce traeait tres promoteurs vu que le
lysozyme a révélé une activité antibactérienne Suaureusalors que cheZ. coli, une
résistance au lysozyme a été observée. Cetteamsistis-a-vis du lysozyme résulte du fait
gueE. coli est une bactérie a Gram- et donc nécessite uanrant préalable avec I'acide, de
'EDTA, etc....

Les tests de turbidimétries révelent égalementpouarcentage de diminution de
turbidité en faveur des souches traités avec lyme extrait du blanc d'ceuf qu'avec ceux de
I'nexalyse. Ces valeurs sont respectivement de P8Ys le lysozyme contre 87% pour
I'hexalyse. Le temps d'incubation est estimé a 3@our I'inhibition de 92% des souches

traités avec le lysozyme du blanc d’ceuf.

Bien qu’ayant une valeur nutritionnelle élevée,ufadans son entité a une mauvaise
image a cause de la présence de cholestérol dgsie .Cette image tant de plus en plus a
disparaitre et disparaitra totalement d’autant plue les recherches ont prouvé que les

composants de I'ceuf, plus particulierement le lysoz peut avoir un grand intérét.



Conclusion et perspectives

En perspective, une purification par chromatograpBchangeuse de cation du
lysozyme permettrait d'étudier les propriétés ptorshimiques de cette protéine et d’élargir
son potentiel ou d’améliorer ses applications @@&@anues. Nous sommes persuadés que le

lysozyme est loin d’avoir livré tous ses secretg| les années avenirs pourraient voir un
« boom » de ses applications.



Résumé

Résumé

Le lysozyme est une enzyme capable de détruiradai pactérienne. Cette lyse est
beaucoup plus efficace sur les bactéries a Gramrs gjue celles a Gram- nécessitent un
traitement préalable a I'acide ou a 'EDTA. L’objiéde notre étude est d’extraire d’'une part
le lysozyme présent dans le blanc d’ceuf par pritiph avec de I'éthanol a 20% et a 40 %,
d’apprécier I'extraction grace a une électrophoreéseicale, et d’autre part d’effectuer sa
guantification par la méthode de Bradford et emfintester son activité antibactérienne sur
des souches pathogenes ; a sa@aphylococcus A. et Escherichia C.  La proportion de
lysozyme présente dans le culot de I'échantillamaéxavec de I'éthanol a 40% est la plus
élevée. La concentration protéiqgue mesurée est3day/l L'électrophorése a révélé pour sa
part la présence du lysozyme ; mais aussi d'aytretines telles que le Conalbumine et
'ovalbumine. Cette étude a révélé la présenceuamtifé importante du lysozyme dans le
blanc d’ceuf. Néanmoins, l'extraction avec de I'etha 40% a été plus efficace puisqu’elle
nous a permis d'observer une quantité de lysozymles élevée. Le test de l'activité
antibactérienne du lysozyme est réalisé sur gdltidler Hinton par la méthode de diffusion
en puit et par turbidimétrie. Ces expériences wmntrés d’'une part, une sensibilité
remarquable d&. aureus vis a vis du lysozyme alors dul’ coli a affiché une résistance a
cette protéine. Aussi, il faut noter que le poutaga turbidimétrique le plus élevé a été
observé avec le lysozyme précipité a 40% d'éthaswt 98%. Le temps d'incubation
nécessaire pour l'inhibition de 92% des souché®sravec le lysozyme du blanc d'ceuf est

estimé a 30mn.
Les mots clés

Hexalyse, lysozyme, méthode de Bradford, paroi ésemine, Saphylococcus A. et
Escherichia C.



Abstract

Abstract

Lysozyme is an enzyme capable of destroying tloeebal wall lysis .This is much
more effective on Gram + bacteria, while Gram- orexguire prior treatment with acid or
EDTA. The aim of our study is to extract on one chdysozyme present in egg white by
precipitation with 20% ethanol and 40%, on the othmend to perform its quantification by
the Bradford method and finally to test its antileai@l activity on pathogenic strains; namely
Saphylococcus A. and Escherichia C. Lysozyme proportion in the base of the sample
extracted with 40% ethanol was the highest. Measpmtein concentration was 1,31g/l.
Electrophoresis has revealed the presence of Lysezyut other proteins also, such as
Conalbumine and l'ovalbumine. This study revealbd presence in large quantities of
lysozyme in egg white. However, the precipitatiothw40% ethanol was more effective
because it enabled us to observe the highest anodupsozyme. The test of antibacterial
activity of lysozyme is performed on Muller Hintaagar by well diffusion method and
turbidimetrically. These experiments showed a réumale sensitivity ofstaphylococcus A.
towards lysozyme whil&scherichia C. displayed a resistance to this protein. Alscs ivorth
noting that the highest [] Percentage that wasrebdgewith the 40% precipitated ethanol, that
is, 98%. The necessary incubation time for thehitioin of 92% of strains treated with egg
white Lysozyme is estimated at 30 minutes.

Key words

Lysozyme, Bradford method, bacterial w&laphylococcus andEscherichia A. C
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Annexe 01

Annexe 01

1-Matériels utilisés au laboratoire :

-Agitateur magnétique
-Bécher en verre (1000ml, 400ml, 250ml, 100ml)
-Balance de précision
-Bain marie

-Burette

-Bec bunsen

-Boites de pétri

-Cylindre Gradué de 100ml
-Centrifrigeuse
-Electrophorese
-Eprouvette

-Flacon de (120ml, 500ml)
-Hanse de Platine
-Incubateur

-Micropipette

-Papier buvard

-PH métre
-Spectrophotométre
-Tubes a essais

-Tube en plastique de 45ml

2-Les réactifs :

-Acide Acétique : 100ml|

-Bleu de Coomassie : 19

-Ethanol: 1I

-Glycine: 10g

-Mercaptoéthanol: 5¢g

-NAOH: 10g

-Nacl : 10g

-SDS (Dodécyl Sulfate de Sodium)
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-TRIS-Hcl: 1g
-Serum Albumine Bovine (BSA) 29

3- Les Milieu de cultures

-Gélose Nutritive
-Gélose Muller-Hinton
-Agarose

-Tryptone

-Extrait de viande
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1- Préparation du Réactif de Bradford

Dissoudre 50 mg de bleu de Coomassie G250 dansl 2Bthanol a 95%. A cette
solution, ajouter 50 ml d'acide phosphorique a §p%v). Diluer la solution concentrée avec

425 ml d'eau distillée (volume total 500 ml) puisd sur papier Wattman N°2.

» Composition du Réactif de Bradford

. Bleu de coomassie G250..........ovvviiieie e 50mg
. EtNAN0OI & 95%0.....eeiiiiiiiiiiieiee et 25ml
. Acide Phosphorique(H3PO4) @ 85%..........ccceveeeeeiiiiininiininnnennn. 50ml

. EaU DiStllEe......ccoiiiiiii e 500ml

NB : conserver a I'abri de la lumiére a 4°C.

» Composition de la solution mére Stock

Tableau 14 :Absorbance des échantillons de la Gamme EtaloruwelTotale=3,1ml)

N° du Tube [BSA] des | Absorbance mesurée
Dilutions (mg/ml)

1(Blanc) 0 -
2 0,25 0,0092
3 0,5 0,0146
4 1 0,0249
5 1,4 0,0351
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2-Tracgé de la courbe détalonnage

courbe d'étalonnage
1,4 4
y = 38,906x
1.2 R2=0,9857
1 24
0,8 ¢ courbe
d'étalonnage
0,6 Linéaire (courbe
¢ d'étalonnage)
0,4
0,2 ¢
O T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

Figure 21 : Courbe d’Etalonnage [protéine]=f(Absorbance)

3- les autres solutions préparées pour I'électrophése

« Solution SDS 10%

S D S ittt ————— e a4 e ettt e e e e e e Rttt et e nn et e e e e e e e e nnarreeaeeaan 19

22 T PRSPPI 10ml
+ Solution persulfate d’ammonium

Persulfate d’ammoOniUum.............ouuiiiiiiecree e e 1gou 1mi

[ 22 PR ERPRROPPPRRR 10ml

LI TR LA R
Ajuster le pH a 8
Eau distillée...........oooooiiiiiii e 100rj
A 8 ml de ce tampon, ajouter :
(€)Y ol T (o | F PR 1mli
S S e ——————— bbbttt ettt ettt e e a e e bbb bbb e n e e e e 0,19
EDTA (0,5M) ittt oo sttt e e e e e e e e e e e e e e s e b a e e e e eeees 1,89
B-MercaptoBthanol..........couiiiiiiiiieiiee e e e 0,5ml

Bleu de bromophenol...........ccuuiiiiiiiiiieeeee e e 0, 1g
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X/
L X4

X/
°e

X/
°e

X/
°e

Solution A: Acrylamide-bis-acrylamide

Y F= U0 o = SR 39
BiS-aCIYIamIde. .......ccooieieiieee e e e e e 0,8
EaU dISHIIEE... ..o 100ml

Solution B: Tampon Gel de Séparatidiiris-Hcl1, 5M ; pH 8,8)

LI ST = L= 31,39
22 SRR 150ml
L (o 0 0 PP UURRPPPPPPRRRRRP pH7,8
Solution C: Tampon gel de concentration (Tris-Hcl 0,5M ; pj8)6
TS DA .. e ————————— 39
[ 22 OSSP SP 150ml
[ o 0 N PP UUPPPPPPPPPPPTRRP pH 8,8
Solution D:Tampon d’électrophorése(Tris0, 025M ; Glycine @9, SDS01% ; pHS8, 3)
LIS = L= 49
€Yo T 1= 12,49
S S e ————— ettt e e et et e e e ettt tnnn e eeeeerna e aeeennas 19



Liste des Références bibliographiques

Liste des références bibliographiques
1- Bernard A.,2001 : les enzymes biocatalyseurgmoes .€d .ellipse :23, 28, 101p.

2- Beintema J. J.; Terwisscha van Scheltinga. A1896: Plant lysozymes Extraction, 75:75-
86.

3- Bloomfield A. L., 1919: The fate of bacteria intiuced in the upper air passages, 12:317-
322.

4- Brehon S., et al. 2000. L'alcool dans les méderasn: analyse des risques et de
I'information des spécialités administrées par woae ou injectable. J Pharm Clin 19 : 32-
48.

5- DacostaY. , 1993: “Extraction Process”, 108048.7

6- Daeschel M.A., Bruslind L., Clawson J., 1999: Aggtion of the enzyme lysozyme in
brewing Technology. Q., 36, 2, 219-222.

7- Drago, L., Mombelli, B., De Vecchi, E., Fassidy,C., Tocalli, L. & Gismondo, M. R.
(2000). In vitro antimicrobial activity of propoldry extract. J Chemother 12, 390-395.

8- Dubois-Prevost., 1970 : Aliment Yie; 58, 4449
9- Fastrez J, 1996. Phage lysozymes Extraction 5/643

10- Fleming A., 1922: On a remarkable bacteriolytengent found in tissues and secretions,
93,306,317p.

11- Fouquier Hélene; Lenka Grunclov; Vaclav Hyps;rRatpasek, 2003: Lysozyme from the
gut of the soft tick Ornithodoros moubata ( theusagre, phylogeny and post-feeding

regulation; Developmental & Comparative Immunolafptume 27), Pages 651-660.

12- Hamon Véronique, 2004: Influence de la PressioniasDynamique du Lysozyme, éd :
université D’Orléans, 138 :25-28.

13- Holtje J. V, 1996: Bacterial lysozymes Extracti@b:65-74.
14- Hultmark D., 1996: Insect lysozymes Extractioh;87-102.

15 Jolles P., Jolles J., 1984: What's new in lysczyesearch? Always a model system,

today as yesterday, 165-189.



Liste des Références bibliographiques

16- Jones J. W.; Jones B. T.H. K.; 1999: Serum Lyswzwgctivity can differentiate infection
from rejection in organ transplant recipients, 84:-1.37.

17- Karle H.; Hansen N. E., 1974: Lysozyme and leuleDiagnostic, prognostic and
pathogenic significance of lysozyme measuremeli.2851-2455.

18 Laemmli U. K., 1970: Cleavage of structural pneseduring the assembly of the head of
bacteriophage T4, 227, 680 — 685.

19- Laschtschenko P., 1909: Uber die keimtétendeamtaiicklungshemmende Wirkung von
Huhnereiweil3. Z. Hyg. Infekt. Krankheiten, 419-426.

20- Lesnierowski G., 1997: Isolation of lysozyme from heyg white using the
crystallization, ultrafiltration and ion exchangetmods.

21- Liu M., Zhang S., Liu Z., Li H. and Xu A., 2006 haracterization, organization and
expression of Amphi Lys C, an acidic c-type lysorygene in amphioxus Branchiostoma
belcheri tsingtauense , 367:110-117.

22- Meyer K. and Hahnel E., 1946: The estimationysbkyme by a viscosimetric method,
163, 723-732.

23 McKenzie H. A., 1991: Lysozyme andlactalbumin: structure, function, and

interrelationships. Advances in Protein Chemistdy, 173-315.

24- Michael Nigen, 2008 : Interactions et assemblagese I'alpha lactalbumine et le
lysozyme ; mécanismes, structures et stabilité Biéoules. Ed : Agro campus - Ecole

nationale supérieure d'agronomie de rennes.

25 Permyakov E. A.; Berliner L. J., 200@:Lactalbumin structure and function. FEBS
Letters, 473.

26- Proctor A.; Cunningham F.E., 1988: The chemisfrlysozyme and its use as a food

Preservative and a pharmaceutical, 359, 395.
27- Salton M. R.J.; John Wiley, 1960: Microbiologicall walls, 269-274.

28- Vanderlin R. E., 1981: Urinary enzyme measurdmanthe diagnosis of renal disorders,
11:189-201.



Liste des Références bibliographiques

Sites Web

[1] : Http : /www.bactérioblog.over-blog.com-12387#tiwl (structure de la cellule
bactérienne et coloration de Gram) ; consulté {©2P2015.

[2] :http:/www.bacterio.cid.fr/bacdico/bacteriogeneisture-html#morphologie (cellule

bactérienne) ; consulté le 08-03-2015.

[3] : http://www.ebiologie.fr/cours/5/7/ (la-paroi-li@denne) ; consulté le 17-02-2015
[4] : www.Antibiotique.eu/leur-fonctionnement.htmlgresulté le 18-04-2015

[5] :http://www.ebiologie.fr/cours/5/7/ (la-paroi-badenne) ; consulté le 17-02-2015
[6] : http://fr.m.wikipedia.org/wiki/lysozyme (lysozyen consulté le 08-02-2015.

[7] : http : www.google.com/search ?q=Proctor et Cogimam. Client=ms-android-lge&gws-
rd=cr&oq (biotechnologie sanitaire) ; consulté ed2-2015.

[8] : http://www.inra.fr/Grand-public/Alimentation-aanté/Tous-les-dossiers (blanc d’ceuf

contre les bactéries) ; consulté le 21-02-2015.
[9] : http/www.wikipedia.com (protéine) ; consulté le 08-2015.

[10] :http://www.google.com/search?g=duboisprevost+yste&btnG=&hl=fr&client=ms-
android-lge&gws-rd=cr (Utilisation Actuelle et Patelle des Protéines du Blanc d’ceuf de
poule) ; consulté le 02-03-2015.

[11] :https://www.lifetechnologies.com/order/cataloghut/90082.Consulté le 12-04-2015.



