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QUELQUES APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE PRODUITS

ENTRANT DANS LA COMPOSITION DES FRUITS:
ENZYMES

P. DUPAIGNE™

Bien que pondéralement presque insignifiants par rap-
port aux constituants majeurs des fruits, comme eau ou
les hydrates de carbone, on sait que les enzymes ont un
role extrémement important dans I'évolution la maturation
et finalement la dégradation de ces constituants ; il en est
de méme dans les produits animaux. et 'on sait que la
plupart des enzymes se retrouvent a la fois chez animal
el chez le végétal.

Ce sont des protéines, dont le poids moléculaire est trés
variable, mais dont l'action est trés spéeifique sur un
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RESUME - Aprés avoir situé l'importance relative de la présence des
enzymes dans les fruits, par rapport a d’autres parties des végélaux, un
premier chapitre rappelle que, méme dans le traitement des produits
fabriques a partir des fruits, les enzymes, naturels ou ajoutes, peuvent
avoir leur utilité.

Le deuxiéme chapitre envisage le probléme inverse, ¢'est-a-dire 'usa-
ge que I'on peut attendre de certains enzymes qui se trouvent naturelle-
ment dans les fruits ; il s’agit avant tout des enzymes protéolytiques
que l'on peut extraire soit d'un latex, soit de la seve ou méme des
parties constituantes du fruit.

Dans une premiére partie, on étudie les travaux qui mentionnent a
la fois plusieurs usages ou plusieurs enzymes, sans les classer suivant un
ordre logique car on constate que les usages évoluent rapidement. La
deuxieme partie détaille les articles plus specifiques, en général plus
intéressants, qui traitent uniquement des trois protéases bien connues :
ficine, papaine et bromélaine, ’accent étant mis surtout sur la ficine et
la bromeélaine qui n’ont pas fait 'objet d’études récentes comme la
papaine dans cette revue.

En résume, on constate que la demande pour ce genre de produits
ne fait que s’étendre, alors que la production rencontre des difficulteés ;
mais il faut souligner que ces difficultés seront vite surmontées, grace
en particulier aux travaux de I'IFAC, si les prix atteignent des niveaux
permettant de rentabiliser la culture, la récolte de la matiére premiére
et la production d’un extrait actif.

substrat déterminé ; on a comparé cetle aclion 4 une
catalyse, pouvant induire ou accélérer des réactions chi-
migues, el leur nom vient en général du type de réaction
quiils sont capables de produire, dans des conditions
favorables.

Autrefois on admettait que les enzymes élaient des
composés solubles provenant du liquide cytoplasmique,
aprés une hypercentrifugation, ou au contraire restant
dans la matiére précipitée ; depuis on a montre qu‘ils
pouvaient se trouver sur divers constituants de la cellule,
le noyau, les chloroplastes, les mitochondries, les riboso-
mes ou la membrane, el éventuellement étre libérés sous
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forme soluble.

Les enzymes des fruits, comme ceux des autres cellules,
sont trés nombreux ; certaing onl une action rapide, pres-
que speclaculaire, dés quiils sont libérés, ou solubilisés,
par la destruction de la membrane et des divers organites
internes ; d'autres agissent lentement, mais n’en sonl pas
moins dangereux pour la stabilité. Par exemple les inver-
tases lransforment rapidement le saccharose en sucres
réducteurs, dés Uécrasement des fruils ; mais des traces de
pectine-estérase subsistant aprés une inactivation incom-
pléte par la chaleur provoquent des gélifications lentes et
progressives de lapectine dans les concentrés d’orange.

En géndral, une fois que le fruit est mar (grice a Paction
de beaucoup d'enzymes), on considére que l'ensemble des
enzymes des fruits est plus nuisible qu’utile a sa conserva-
lion surtout s'il n'est plus intact puisque enzymes et
substrals ont é1é mis en contact dans une méme solution ;
il existe des exceptions, lorsque certains enzymes peuvent
etre extraits des fruits el agir sur d’autres substrals, comme
on va le voir.

Les enzymes des fruits, comme ceux des aulres cellules
végétales ou animales, sont extrémement divers, bien que
les fruits soilent assez pauvres en protéines totales ; el
naturellement leur importance dépend de l'espéce et de la
variété. Leur role a été mis en évidence pour un certain
nombre de fruits et leur extraction, a P'état plus ou moins
purifié, a été effectuée dans un certain nombre de cas.

Un chapitre consacré aux enzymes dans Pouvrage
géndral sur la Biochimie des fruits de HULME, rédigé par
D.R. DILLEY. passe en revue une série d'enzymes
spécifiques ayant déja fait Uobjet de travaux sur les fruits
les plus connus (33).

Pectine-estérase : la pluparl des fruils, dont bananes,
papayes el agrumes.
- Polygalacturonase : tomaltes, péches, poires, avocats, ana-
nas, absence dans les agrumes,
- Cellulase : tomates, péches, pommes, p()ires.
- Amylase, phosphorylase : bananes, mangues, pommes,
poires.
Invertase : bananes, pommes, raisin.
- Enzymes intervenant dans la synthése de I'ARN :
pommes, poires.
- Enzymes intervenant dans le eyele de plyoxylate :
porres.
- Chlorophyllase : bananes, pommes, poires.
- Synthétase d’acide gras : avocals, pommes.
Lipase : avocals, pommes.
- Lapoxydase : pommes, poires.
- Phosphatase : agrumes, pommes.
- Ribonucléase : agrumes. avocats, pommes.
- Ethyléne synthétase : pommes, poires, bananes.
- Calalase : pommes, mangues,
- Péroxydase : mangues, tous les fruits tempérés,
- Phénolases diverses : pommes. lomates, bananes.
- Protéase : [igues, ananas, papayes.
- Transaminase : poires,
Aldolase : pommes. poires.
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- Acide malique-décarboxylase : pommes, poires.
- Pyruvate décarboxylase : bananes, pommes, poires.
- O-méthyl-transféraze : pommes.

Mais la plupart des travaux cités concernent la physiolo-
gie du développement, puis de la sénescence du fruit intact.

Ce qui nous intéresse spécialement ici est l'usage que
I'on peut faire de ces enzymes, aprés extraction et
purification.

A vrai dire, cet usage est extrémement restreint, soit
parce que les sources d’enzymes dans la nature sont par-
fois mieux connues, ou plus économiques (présure de la
caillette des bovidés, sue pancréatique, amylase du malt,
produits innombrables de cultures microbiennes), soit
parce qu'un catalyseur minéral, comme une mousse de
nickel ou de platine, est d’un emploi plus facile, plus stable
et facile & régénérer. EL pourtant les enzymes naturels sont
capables de provoquer des réactions chimiques |_'umpit‘,xes,
el de synthétiser ou de dégrader le nombre énorme des
composants des végétaux et animaux. Si les applications
industrielles des enzymes sont tellement limilées, c'est a
notre avis par manqgue d’une connaissance précise des mé-
canismes de leur action : mais & mesure que la science
enzymologique progresse, on pourra découvrir des ultilisa-
tions intéressantes autrement que par le hasard. Inverse-
ment, on saura mieux maitriser leur action lorsqu’elle se
révéle nuisible.

UTILISATION DES ENZYMES DANS LINDUSTRIE
FRUITIERE

Il convient el de remarquer que, méme pour les pm(iuils
de fruits, l'industrie fait appel de plus en plus a des réac-
tions enzymatiques controlées. Depuis longtemps, on con-
naissait l’impurlam:c des réductases en cidrerie, permettant
dratténuer les couleurs brunes dues aux polyphénoloxyda-
ses, par un cuvage a D'abri de lair. Dautres, comme le
groupe des enzymes pectiques, 'amylase, la cellulase, qui
existent dans les fruils eux-mémes, sonl trés couramment
utilisés pour les opérations dextraction ou de clarification
des jus ou pulpes de fruits, maiz Porigine industrielle de
ces enzymes est une fermentation de moisissure ou de
bactéries sur des milieux divers, et non une extraction a
partir de la pulpe des fruits. On a montré que les produits
aromatiques des fruits étaient souventl apparus a partir de
précurseurs non volatils contenus dans la pulpe -avant
maturité, en particulier des acides aminés, sous une action
enzymatique développée au cours de la maturation (2).
Rappelons aussi que addition de complexes enzymatiques
du commerce est capable de faire dégager de nouveaux
aromes a une poudre de fruit qui, par suite du processus
de dessiccation, a perdu ceux du fruit frais mais a conservé
ses précurseurs el qu'inversemenl on peut modifier le gotut
des fruits par destruction de composés nalurels amers sous
une action enzymatique (41, 42). On a pu liguéfier enticre-
menl, sans broyage, des fruits ou des légumes par action
successive de cellulases puis de pectine-estérase (11, 108).
ou au contraire séparer sélectivement les cellules des fruits
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sans les détruire pour obtenir une purée stable (54).

Autre utilisation dans 'industrie des boissons de fruits :
on sait combien elles sont sensibles aux traces d’oxygéne,
surtout lorsque la température dépasse 10°C et que le
stockage se prolonge plusieurs mois ; or ces boissons,
qu’elles soient emballées en boites de fer blanc ou en bou-
teilles et bocaux de verre, contiennent un peu dair dissous,
méme si on les a désaérées, et surtout restent en contact
dans le récipient avee de I'air,ou méme un gaz inerte conte-
nant des traces d'oxygéne. Evidemment la premiére idée
qui vienl est de leur ajouter un corps qui s'oxydera en
priorité (acide ascorbique, SO2, chlorure stanneux) : mais
ces corps sont des additifs qui, une fois oxydés, resteront
dans la boisson, ce qui nest pas toujours souhaitable. Un
procédé élégant consiste a introduire, au moment de
Pemballage. une trace de glucose-oxydase qui va catalyser
'oxydation d'une faible quantité de glucose, toujours pré-
sent. De celte maniére tout 'oxygéne libre est combiné et
n'a plus d’effet nuisible sur la couleur et le gout du fruit.

En ce qui concerne I'amélioration du rendement de
Pextraction d’'un moiat a partir des fruits, nous laissons de
colé les innombrables travaux sur 'emploi des enzymes
pectinolytiques ; de méme pour la clarification des jus de
fruits destinés a étre présentés limpides. Notons seulement
un brevel récenl sur un procédé de liquéfaction totale des
fruits par 'emploi de cellulases, celles-ci étant rigoureuse-
ment débarrassées d’enzymes pectiques qui risquent de
provoquer des précipitations (11).

PROTEASES

Travaux traitant de plusieurs protéases.

Il est connu que les broyats de plantes, puisquils réali-
senl la mise en solution partielle du contenu cytoplasmi-
que, présentent parfois une aclivité t'nzymﬂlique llrédn-
minante, dont on peut se servir pour I'expérimentation en
chimie biologique ; de méme le latex. excrétion des cellu-
les laticiféres, contiennent divers produits dont 'action ou
I'utilisation sont connues : caoulchouc de 'hévéa et de
quelques autres plantes, toxines de certaines Euphorbia-
cées.

Dans un travail de 1966, PANT (101) compare Tacti-
vité protéasique de quelques latex : il a trouvé par des
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tests simples de coagulation que le latex du figuier était le
plus actif, suivi de celui de la papaye et enfin de celui de
Calotropis gigantea (Asclépiedacée) qui est employé dans
le sud-est asiatique pour ses propriétés particulicres,
comme dépilatoire par exemple.

Selon TORRES de CASTRO (130) le latex d’Asclepias
mexicana est dans certaines conditions encore plus actif
que la Ficine ; on peul rappeler aussi que la fleur de
Cardon (Cynara) était utilisée en France pour faire cailler
le lait dans certaines campagnes pour remplacer la présure
animale.

Ces protéases, nous allons le voir, sont cnmp]exes : elles
ont pour effet de scinder progressivement les grosses
molécules protéidiques en molécules de poids moléculaire
plus faible, pour obtenir finalement, si leur action est
poursuivie, des molécules plus légéres, des polypeptides,
des dipeptides et en dernier ressort des acides aminés libres.

Mais chaque enzyme naturel (qui est en réalité un com-
plexe enzymalique) exerce son action dans des conditions
différentes de pH et de température, et sur des matiéres
premicres dont la constitution des protéines n’est pas tou-
jours identique ; il en est exactement de méme pour les
enzymes exlraits de tissus animaux ou de fermentations ;
le choix devra donc étre guidé par deux impératifs : la
qualité du produit désiré et le cout de I'opération.

Quelles sont les utilisations possibles et d’autre part
pratiques des protéases de fruits ? 11 est difficile d'en
faire le comple exact. Quelques articles généraux ne don-
nent qu'une idée partielle de ce qui était la réalité du
moment, mais clle varie selon les conditions économiques

(20, 23, 25, 126, 139).

Produits lessiviels.

C’est dans la fabrication des produits de nettoyage du
linge que I'on a pensé voir se créer un débouché important
pour les enzymes de toutes sortes. On sait que, vers I'année
1968, quelques grandes marques de produits lessiviels ont
annoncé a grand renfort de publicité la présence d’enzy-
mes, ayant pour effet de faire disparaitre les taches,
d’origine organique, sur le linge. Le mol enzyme avail un
effet publicitaire. sans qu'il soit besoin de préciser la natu-
re et les effets de chacun, si bien que la plupart des mar-
ques concurrentes ont di suivre le courant,et la Répression
des Fraudes a mis au point des méthodes permettant de

Propriétés de quelques protéases végétales (130).

Conditions optimales Pouvoir protéolytique

Nom de la plante Partie de la plante d’action relatif
Ficine Ficus carica latex a pHz2 7
Papaine Carica papaya latex du fruit vert entrepH25etpH 12 75
Bromélaine Ananas comosus fruit, feuille, tige stable & pH 2-3 6
Pinguinaine Bromelia pinguin fruit - 3 (lait)
Asclepaine Asclepias speciosa latex, racines, feuilles instable en milien

acide ou alcacin 5.5 (gélatine)

Euphorbaine Euphorbia cerifera latex - )
Solanaine Solanum eleagnifolium  fruit stable a pH élevé 8.5
Pomirine Maclura pomifera fruit

Mexicaine Pileus mexicanus

fruit, feuilles

- 6,5 (gélatine)
stable a pH 5.8 .
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prouver le bien-fondé de la publicité, sans jamais exiger
quune liste de composants ou que des quantités minima a
respecter soit obligatoirement portées a la connaissance
du public.

Par l'uulrr-:-uup. la plupart des machines a laver automa-
tiques ont été munies d'un programme de lavage «biologi-
quey. c'est-a-dire évitant un chauffage excessif afin de ne
pas inactiver les enzymes des produits lessiviels.

Depuis peu de temps, il semble que les grandes marques
se sont mises d’accord. pour ne plus faire porter leur
publicité sur les enzymes, tout en continuant a en utiliser.

Un argument publicitaire encore peu exploité serail
basé sur le fait que les enzymes sont bio-dégradables et
Lirés I'.Jpl(]t‘!"llt‘l]l o ¢lest une notion d'actualité qul ne peul
que prendre de importance.,

Les protéases onl évidemment un role a jouer dans le
lavage des textiles, mais comme on 'a vu, celles des fruits
sonl surtout intéressantes car elles ont une action progres-
sive sur les protéines, sans aller jusqu’a la destruction des
acides aminés ; il semble plus important pour nettoyer du
linge taché de faire disparaitre d’abord toute couleur
étrangere (anthocyanes des fruits, caroténes du jaune
d’oeuf, chlorophylle des végétaux, hémoglobine du sang),
ce qu on peul obtenir par u\)rl.llmn mt'.n.lgc e, en évitanl
la production d’autres couleurs apparues par les produits
de la décomposition (12).

Les protéases des fruits ne sont employées qu'épisodi-
quement dans ces lessives qui peuvent utiliser aussi des
polyphénols-oxydases, des peroxydases, des catalases, des
chlorophyllases, des lipzlsns; les protéases a large spectre
draction sont la plupart du temps obtenues par culture de
souches sélectionnées de Bacillus subtilis 5 elles sonl enro-
bées dans les grains de lessive comprenant des détergents
chimiques habituels : polyphosphates,perborates, azurants,
qui permettent de compléter Pélimination des salissures

(3, 12, 63, 123).

Traitements des résidus et boues des effluents.

Dans cerlaines industries alimentaires, la destruction des
boues des effluents, afin de pouvoir rejeter une eau
propre, pose des problemes difficiles, ou simplement
onéreux. Lorsqu'il s'agil de résidus riches en protéines, la
digestion bactérienne est parfois longue ou provoque
I'émission d'odeurs de putréfaction. L'emploi de protéa-
ses, lorsqu'il s’avére écom_mliquu, permel de solubiliser
rapidement la tolalité des matiéres protéiques : la aussi
nous voyons un débouché possible pour des quantités
nolables de protéases de fruits.

Industries alimentaires.

L'utilisation en fromagerie, qui utilise 1.300 tonnes de
presure rien qu'en France serail une possibilité, a condition
que enzyme soit bien adaplé aux produits laitiers et d’un
prix compétitif avee la présure (49) 5 pour la maturation
accclérée des fromages, addition d’une papaine, par exem-
ple. amorce le processus de dégradation des protéines, el,
selon un brevel récent, les golls ctrangers apparus au
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cours de cette dégradation peuvent étre éliminés par lavage
(79).

Une autre utilisation potentielle est la solubilisation
partielle des protéines qui ont tendance & précipiter dans
les biéres en formant un trouble peu agréable pour le con-
sommaleur moderne qui exige une boisson parfaitement
limpide ; c’est pourquoi on peut employer ces enzymes en
brasserie pour la clarification (92, 114, 115, 138).

Un brevet frangais propose la fabrication de boissons de
fruits @ haute teneur en protéines par addition d'une
protéine étrangére au jus de fruit, puis solubilisation de
celle-ci par une protéase, et enfin de I'inactivation de cet
enzyme pour obtenir finalement une boisson limpide
(10) ; un autre brevet couvre P'emploi d'un ou plusieurs
enzymes dans les gommes a macher et les dentifrices, afin
de nettoyer plus facilement la bouche (9).

Voiei encore un brevet, déposé en mai 1972 qui pourrait
intéresser aussi bien les gommes & micher que les confise-
ries et les boissons : il ’agit de Uextraction et de la purifi-
cation, a l'aide d'enzymes, d’un édulcorant naturel conte-
nu dans la pulpe d’une petite baie tropicale, Dioscoreo-
phyllum cumensii (15 bis). Cet édulcorant posséde une
structure polypeptidique pure ; ce n'est pas une gluco-
protéine et si l'on arrive a P'utiliser commercialement il
pourra constituer un édulcorant non glucidique et non
calorique idéal pour donmer le gout sucré aux aliments
pour diahc‘tiqlms o plc"llmriqucs; en effet il suffit d’en
utiliser une quantité infime puisque son pouvoir sucrant
est de Uordre de 3.000 fois celui du saccharose.

La plllp{- des baies est traitée d'abord avec une pectinase,
puis le liquide est fractionné et concentré ; ensuite apres
dessiceation et reprise dans un tampon a pH 4.6, le résidu
esl soumis & une protéolyse partielle par de la bromélaine
4 0.2 p. mille, pendant 16 heures a 25°C, encore fractionné
sur colonne et enfin traité par de la papaine pendan! un
jour a 27°C. Le polypeptlde ainsi purifié peul avoir un
puids moléculaire ne dépassant pas 6.000, avee le plus
grand pouvoir sucrant ; il comprend 17 acides aminés.

Une grande industrie alimentaire est celle, pratiquee
surtout en Extréme-Orient, des sauces a base de poisson ;
nous y reviendrons a propos de lutilisation de la papaine.
En 1962, MURAYEMA a comparé divers produits protéo-
Iytiques du commerce utilisables dans cette branche (96).
Pour les sauces & base de viande (ou plutot de débris de
viande comestibles mais d'un usage difficile), c'est MIYA-
DA, des 1956, qui a comparé plusieurs protéases commer-
ciales (91) : la papaine et la ficine capables d’hydrolyser
I'élastine du muscle. la broméline, la ficine, la trypsine, la
papaine et le Rozyme P 11 ayant, dans Pordre de leur
efficacité, le pouvoir de solubiliser le collagene. En défini-
tive il serait utile d’employer simultanément plusieurs de
Ces enzymes.

L'utilisation de déchets, en bon état de frafcheur, de
poisson ou de viande permet de préparer des aliments
riches en protéines, a condition d'areéter a temps Uhydro-
lyse (46).

Pour 'instant, ces aliments sont réservés a lalimentation
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du bétail ; mais comme I'emploi des protéases permet
d’éviter les moyens brutaux d’hydrolyse, les liquides
extraits peuvent étre dégraissés et désodorisés el convien-
draient parfaitement a 'alimentation humaine a condition
d’étre présentés sous une forme attrayanle (par structura-
tion, c’est-a-dire reconstitution d’une apparence fibreuse
assez ferme). Dans la solubilisation de 60 p. cenl des
protéines de poisson, un enzyme expérimenté par M.B.
HALE (55) est une protéine produite par Streptomyces
griseus, en somme sous-produit de la fabrication de la
streptomyeine qui malheureusement reste prohibitif ; par
contre la ficine a prouvé qu'elle possédait la plus grande
activité a court terme, puis viennent la pepsine, la bromé-
line, la papaine et quelques autres.

De méme la solubilisation des déchets de poisson est plus
compléte avec la pepsine que la broméline (82). Dans
Findustrie de la gélatine, obtenue a partir des os frais
concassés, la présence des graisses et des débris de viande
est par conlre un inconvénient ; on peut les solubiliser
pour les récupérer a part, par un chauffage léger et une
adjonction de protéases (13).

Attendrissement de la viande.

Ce n'est pas a proprement parler une industrie alimen-
taire, mais seulement une pratique, faisant appel aux en-
zymes proléolytiques, aussi bien avant P'abattage que dans
les boucheries ou méme la cuisine, puisqu’il existe des
poudres toutes prétes pour attendrir soi-méme une tranche
de viande avant cuisson (62, 110). Comme d’habitude,
toutes les protéases n'ont pas la méme activité. D’aprés un
arlicle récent sur l'attendrissement des viandes, pour un
poids égal, la ficine semble supérieure a la broméline et la
papaine, et afin d’obtenir un effet complet on peut ajouter
de la Subtilisine et de la Pronase, tirée d'une culture de
Streptomyces (1).

Un autre article anonyme se contente de déerire un
procédé possible : on commence par injecter de 'azote
par les vaisseaux des quartiers de viande fraiche pour facili-
ter le passage, dans un deuxiéme temps, de la solution de
proléases ; ainsi, on évite Ltoute uxydaliun el ('hul:gemenl
de couleur de I'hémoglobine restante (4).

Me ANELLY (81) a breveté en 1969 un procédé permet-
tant d’'injecter une solution de papaine dans la veine
jugulaire des animaux avant leur abattage : en effet, il
faut éviter que cette solution entraine des troubles dans la
circulation sanguine, car on observerait rapidement des
oedémes et un ramollissement exagéré du foie et des
glandes. On arrive a diminuer ces inconvénients par une
oxydation de la papaine 4 un pH convenable. Un procédé
d’attendrissement des viandes par la papaine. la broméline
ou la ficine est décrit par un brevel de BEUK (24) : on
utilise environ 1 mg d’enzymes commercial par kg de
viande. Un autre brevel de CAYLE (31) montre que ces
enzymes peuvent elre relativement stabilisés dans une
solution de glyeérine ou de collagéne.

Celui de UNDERKOFLER (132) associe des protéases
drorigine fongique a la bromélaine, et précise les quantités
a utiliser dans un sirop de sucre injectable : 48 et 5 g
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respectivement.

Enfin deux articles signés WANG (136) montrent que
I"attendrissement des viandes par voie enzymatique peut
faire appel a des protéases d"nrigincs diverses : végétale,
fongique et pancréatique surtout ; WITAKER (137) re-
marque que ce traitement, appliqué aux viandes de pore,
laisse parfois un gott amer : c’est un inconvénient qui est
dt sans doute a une dégradation trop poussée des protéi-
nes, libérant certains acides aminés.

Comme on va le voir pour chaque fruit, lutilisation des
enzymes de fruits pour I'attendrissement des viandes a été
pendant longtemps le seul débouché commercial relative-
ment important, nécessitant une p(:.lilc mndustrie d'extrac-
tion el de séchage et surtout de nombreuses études agrono-
miques pour la sélection des variétés les plus riches, leur
culture et leur multiplication.

Produits pharmaceutiques.

La plupart du temps les produits contenant des enzymes
de fruits utilisent simplement leur pouvoir protéolytique
ménagé,en association par exemple avec d’autres molécules
actives. Parfois 'enzyme est employé car il peut présenter
des effets bénéfiques d'un autre ordre, que nous verrons
au fur et a mesure de cette étude ; les cas de contre-indi-
cation sont rares, mais pas inexistants ; une toxicité a
proprement parler est peu vraisemblable ; mais nous de-
vrons au passage noter la toxicité possible de certains
alcaloides qui pourraient se trouver dans les fruits et étre
extraits ou concentrés en méme temps que les enzymes.

Articles spécifiques

Dans cette partie, nous envisageons les travaux qui
traitent d’une fagon plus précise un des trois principaux
groupes de protéases de fruits classés selon leur origine
botanique : figue, papaye et ananas. Pour éviter une
discrimination entre les valeurs relatives des articles, on
citera d’abord ceux qui ne portent pas de signature, dans
l'ordre de leur parution, puis les travaux signés, désignés
seulement par le nom du premier auteur et class
"objet de I'étude.

és selon

Tous les travaux qui concernent la nature exacte de
I'enzyme, son action, les méthodes d'évaluation de son
activité, ne sont pas relevées, a part quelques études mo-
dernes de base, afin de réunir une bibliographie homogéne
concernant surtoul les applications pratiques du produit :
extraction, purification, stabilisation, réactivation, condi-
tions d'utilisation, effets attendus sur divers substrats
protéiniques.

Nous avons constaté une énorme différence entre le
nombre des travaux consacrés a la ficine, malgré Pactivité
parfois plus importante de cet enzyme, el ceux qui
concernent la papaine ; ces derniers étant trop nombreux,
nous renverrons le lecteur aux articles de la revue FRUITS
(78), sur la papaye et la papaine pour étudier surtout les
derniers parus ; par contre comme les bromélaines n’ont
pas fait I'objet d'une étude comparable dans la Revue,
nous tenterons de fournir plus de renseignements.
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Ficine.

Sur le latex des figuiers et les protéases connues sous le
nom générique de ficine, peu de travaux sont parvenus i
notre connaissance : d’ailleurs parfois nous n'y avons en
acees qu'indirectement en raison de la langue des auteurs.

Selon BUTENKO (28), l'effet d’un trempage ou d’une
injection de ficine sur la viande, a raison de 0,05 a 0,2 p-
cent du poids de viande, en diminue la dureté ; par contre
en dépassant ce pourcentage, on obtient non une liquéfac-
tion, mais au contraire un durcissement de la viande. par
une coagulation de parties solubles.

En 1967, KRAMER (74, 75) a résumé les propriétés
prull?u]yliquvs de la ficime ; de méme LIENER (79), mais
en décembre 1970 ; MAKHRADZE (83) a étudié r:lpide-

ment ses propriétés physicochimiques et biologiques.

Parmi les plantes poussant en Hongrie et donnant des
sucs, dont l'effet peut étre protéolytique, le genre Ficus
tient évidemment la premiére place, selon POSZAR (103).

La ficine est considérée par THEODORE (129) pour
ses effets protéolytiques, comme précédemment dans
Particle de KRAMER. Quant aux espéces voisines de Ficus
carica, elles ont été étudices de ce point de vue par
WILLIAMS (140). Rappelons quiil existe environ 1.800
espéces dans le géne Ficus et 700 variétés dans la seule
espéce Ficus carica, mais peu onl présenté un pouvoir pro-
téolytique, d’ailleurs localisé dans le latex ; ni les fruits, ni
les feuilles, ni les tiges n"ont jamais pu présenter un pou-
voir du méme genre. WILLIAMS souligne que le genre
Ficus appartient a la famille des Moracées, parmi laquelle
on a trouvé quelques autres plantes dont le latex ou la séve
ont des propriétés protéolytiques : le fruit de Maclura, le
genre Morus, dans lequel se trouve le murier, le genre
Broussonetra, le Brosinum alicastrum (arbre a pain).
Quant a BOITEAU, connu pour ses travaux sur la flore
malgache, il voit dans un Ficus de Madagascar, Ficus coc-
culoides, une source possible de protéase pouvant pallier le
déficit en présure destinée a la fabrication des fromages.

Enfin WINNICK (141), dés 1944, s'est attaché a étudier
les moyens d'activer l'aclion proléolylique de la ficine,
comme on le fait couramment pour la papaine.
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Papaine.

Comme il a été expliqué plus haul, les enzymes protéo-
lytiques groupés sous le nom de !'Jil}lilﬁlt‘. el renfermés
dans le latex récolté aussitot apres incision des papayes,
sont connues depuis longtemps, toul au moins par leurs
effets sinon par la constitution exacte de leurs molécules,
et le plus simple est de renvoyer le lecteur a 'étude détail-
lée qu’a fait A. LASSOUDIERE (78) par une série darticles
parus de 1968 a 1969 dans la présente revue, sur I'arbre, le
le fruit et ses productions. Cette étude ne comporte pas
moins de 13 pages de références.

C’est pourquoi nous nous contenterons de ciler ici des
travaux non examinés par I'étude, en général trés récents ;
comme on pourra le constater, il s"agil principalement des
effets, bénéfiques ou non, de la papaine ulilisée dans les
préparations médicamenteuses, ainsi des solutions moins
purifiées utilisées pour traiter les viandes.

Fxaminons donc successivement ces articles, classés en
quelques grandes catégories.

Extraction du latex, purification, structure, propriétés
principales.

En avril 1972, FOYET (48) a rédigé une note sur les
procédés dextraction du latex, dans notre Station de
Nyombé ; elle compléte les acquisitions de 'FAC dans ce
domaine, qui ont commence sans doute avec la publication
de PATRON en 1952 dans cette méme revue.

I{.uppcluns un travail indien de KRISNAMURTHY (76),
en 1960, sur les procédés de préparation de la papaine
brute ; mais lJeaul'oup ont été pul)]iés dt:[mis Loune revue
compléte sur un des enzymes de la papave, la chymopapai-
ne, a été faite en 1970 par KUNIMITSU (77) dans les
Methods of Enzymology dont nous avons eu déja l'occasion
de parler. En Allemagne, MANECKE a décril la préparation
d’une papaine insoluble.

Auparavant nous avons lu un travail sommaire sur
'extraction du latex, a la Station de Campinas de TEXEL-
RA (127). montrant que la production peut inléresser le
Brésil, puis une étude de ZOCH (144) sur la richesse en
protéase des papaines plus ou moins purifiées vendues
dans le commerce.

me¢

FICUS GLABRATA KADOTA

CONADRIA BLANQUETTE

FIGURE 1 eElectrophoréses montrant la différence considérable de composition des pro-
téines du latex de quelques variétés de Ficus, (d'aprés réf. 14).
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En 1971, DRENTH, poursuivant la série de ses mises au
point sur la papaine déja citées par LASSOUDIERE, a
publié un article documenté dans une revue de chimie des
proléines sur la structure physico-chimique de I'enzyme,
tenant comple des acquisitions précédentes.

D’un tout autre genre est P'étude comparalive des varié-
tés consanguines de papayer, en fonction du rendement en
papaine (FAZBULLAH) (44) : les rendements sont d’ail-
leurs différents suivant la variété et les conditions de cultu-
re ; le méme auteur avait été cité pour des travaux analo-
gues par LASSOUDIERE, mais trois ans avant dans une
autre revue.

Enfin nous avons trouvé sous la signature de SKELTON
(121) une enquéte rapide sur le rendement du latex de
papaye en proléases et la mesure de activité enzymatique
du produit.

Attendrissement de la viande, préparation d hydrolysats.

Nous avons déja envisagé plus haut lattendrissement de
la viande de boeuf ; maintenant il s"agit de celle des volail-
les, qu'on peul traiter de méme par une solution de papaine
brute (HALEM) (56) : sans doute une papaine purifiée
serait-elle trop onéreuse et provoquerail non un attendris-
sement mais une liquéfaction de surface.

Une méthode s'appliquant a toutes les viandes a été
décrite par JOSEPH : c¢lest simplement par l'ingestion de
papaine oxygénée que I'animal. avant abattage. acquiert
une meilleure qualité commerciale : un travail récent de
SMITH arrive a la méme conclusion, aprés expérience sur
de jeunes taureaux (121 bis).

Deux travaux sont a ajouter & notre chapitre sur les
industries  alimentaires de transformation ; il s'agit de
Femploi de la papaine dans la fabrication des hydrolysats
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de poisson ; le premier (111), indique comment préparer
la papaine, le second (116), explique la cinétique de la
dégradation des protéines et fournit les conditions d'une
meilleure utilisation. Entre les deux se présente un article
sur la préparation du procuit actif en vue d’une utilisation
pour la clarification de is biére (112). Dans un domaine
différent, un Japonais, TUTTYA (131) a montré qu'on
peut utiliser la papaine pour nettoyer la fibre de soie
naturelle, ce qui était une utilisation inédite.

Utilisation des propriétés de la papaine en pharmacolo-
gie.

Le premier auleur, dans Pordre alphabétique, est un
Américain ARNOLD (16), qui a montré récemment que
les piqures d'insectes peuvent étre rendues indolores et
sans conséquence par un traitement local immédiat avec le
latex.

Il convient de citer ici la mise au point d’ARNOLD
(17) dans la revue spéciale Methods in enzymology qui a
Lraité non seulement des propriétés el usages de la papaine,
mais de la structure, de ses activateurs et de ses inhibiteurs.

CALDWELL (29) en 1971, rappelant que enzyme pou-
vail provoquer dans certains cas un oedéme du poumon, en
a étudié les effets physiologiques et anatomiques sur le
poumon du lapin.

Avec larticle de COLOMBETTI (32), on peut se rendre
compte pourquoi la pulpe de papaye, est capable de guérir
ou d’améliorer des ulceres dans les pays tropicaux : cette
pulpe nettoie en quelque sorte la blessure, en solubilisant
les débris de tissus morts, ce qui évite une gangréne locale
et facilite 'action d’autres médicaments, si I'on en possede.
C’est encore I'emphyséme du poumon, provoqué artifi-
ciellement par la papaine chez le rat, dont I'évolution a été
suivie par JOHANSON (68) ; d’un autre coté, PUSHPA-
KOM (106) a étudié¢ le développement de cet emphyséme
expérimental induit par la papaine chez le chien.

Les poussieres d'oxyde de titane sont dangereuses car
elles se fixent dans les alvéoles pulmonaires ; FERIN (45)
est arrivé 4 les éliminer en provoquant un emphyséme
pulmonaire par la papaine, ce qui est une solution inatten-
due.

Le travaill d'une équipe de cancérologie de Villejuif,
présenté par Mme COUDERT (33) est arrivé a la conclu-
sion que les cellules tumorales de la souris leucémique
traitées par de la papaine brute acquiérent un pouvoir
immunogeéne et une résistance a la transplantation des
cellules cancéreuses, inhibant plus vite leur croissance que
si elles étaient traitées par la neuraminidase du vibrion
(:hulériqlle ; ¢'esl une a(:quisititm qui ouvrira peut-étre de
nouvelles voies i la connaissance du mode d’action de 'en-
zyme.

Le probléeme assez particulier des anti-enzymes a été
évoqué pour les protéases par METAIS (87, 88) en 1971
en réalité ces protéines de constitutions chimiques diverses
sont appelées inhibiteurs parce qu’elles arrivent a bloquer
complétement le pouvoir enzymatique par une transforma-
tion des sites actifs de la protéase en se fixant d'une
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maniére irréversible sur la molécule.Quelques-unes ont élé
isolées ; elles n'agissent que sur un enzyme bien détermi-
né ; on en a extrait du soja, des pommes de terre ou de la
farine, et METAIS a rappelé que le sérum sanguin posséde
une forte capacité dinhibition proteasique, ce qui empeche
toute coagulation en cas de passage évenluel des protéases
digestives dans le sang : en 1964, OKADA (98) a montré
quil existait une protéine antagoniste de I'action protéo-
Iytique de la papaine. La papaine entre parfois dans la
composilion de certaines spécialités indiquées pour amélio-
rer la cicatrisation de plaies ou traumatismes de faible
étendue, ou les affections oculaires (108).

SHIVPURI (120) a attiré I'attention sur un probléme
bien connu depuis longtemps chez les arboriculteurs, les
producteurs de fruits frais comme les récolteurs de latex :
un certain nombre de personnes sont ou deviennent
allergiques au contact d’une partie quelconque du papayer
branches, feuilles ou fruits ; dans quelques cas, allergie
peut prendre une forme trés grave. Or il ne s'agit pas. vrai-
semblablement.d’une action de la papaine (qui peut provo-
quer un oedéme du poumon), puisque Penzyme n'existe
pas, ou en quantités minimes, ailleurs que dans le latex du
fruit ; pour Iinstant le produit n’a pas été isolé.

Pour montrer que la papaine est utilisable simplement
pour améliorer le bien-étre de 'homme, PARODI (102) a
observé le syndrome de I'indigestion, évitable par Iabsorp-
tion préliminaire ou immédiate d’un mélange denzymes.
Enfin VAISHWANA (133) a publié un travail expérimental
sur I'action de la papaine employée comme médicament,
sur le foie des animaux engraissés expérimentalement.

Bromelines

Sous cette appellation générique, on entend P'ensemble
des protéases produites par les végétaux de l'espece des
Broméliacées ; I'appellation plus restrictive de Bromélaine
sapplique aux protéases retirées de l'espéce comestible la
plus cultivée, Ananas comosus, parmi laguelle on ne pro-
duil plus guére qu'une variété, le Cayenne Lisse, lout au
moins pour la transformation en conserves et, de plus en
plus, pour la consommation directe ; d’autres variétés
peuvenl avoir beancoup d’avantages, mais leurs feuilles ne
sont pas inermes, ¢e qui est un inconvénient majeur. Celle
fois, ces protéines sont conlenues non dans un latex
(comme la ficine et la papaine), mais dans la seve, qui
imprégnc toutes les parties de la plante ; autrement dit,
on en trouve aussi bien dans la pulpe du fruit que dans son
écorce, la tige centrale, les feuilles, les racines ; cependant
on a constaté qu’il en existe plus dans la partie supérieure
de la plante et Uextrémité des feuilles. On a constalé que la
pulpe d'ananaz et la feuille éerasée étaient utilisées pour ses
propriétés - el I'est toujours - par la médecine indigéne des
Indiens d’Amérique du sud, et leurs propriétés protéolyti-
ques onl été mises en évidence dés la fin du siécle dernier.
Apres les premiers succes de Pemploi de la papaine pour
l'attendrissement des viandes et pour la elarification de la
biére. on a pensé pouvoir utiliser également les bromélaines
dans ce but (7) ; cependant la premiére usine d'extraction
a é1é montée aux Hawaii, comme annexe d'une grande
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conserverie, dans un but différent : celui de produire a
partir du jus frais des déchets une bromélaine purifiée a
usage pharmaceutique (8) ; c'est en effet dans ce dernier
domaine que les principaux débouchés de la bromélaine
onl é1é trouvés ; plusieurs spécialités onl é1é préparées a
partir de cet enzyme aussi bien en France qu’a 'étranger et,
comme on va le voir, les travaux sont nombreux sur ce
sujel.

Articles de portée générale sur les bromélaines.

En dehors des chapitres spéciaux des ouvrages sur
lananas, que nous n'examinerons pas ici (COLLINS, PY),
on peut citer, dans l'ordre alphabétique : HENNRICH
(60) qui nous a rappelé récemment les procédés dextrac-
tion et les utilisations des protéases d’ananas, MURACHI
(93) qui a fait une mise au point sur la structure el Pactivi-
té de ces enzymes et TORRES DE CASTRO (130) dont la
revue hil)lingraphiquc est abondante. 1°¢étude la plus in-
téressante, du point de vue des applications biologiques,
est cerlainement celle qu'a fait paraitre le Bulletin de
Madagascar en 1968 (6), étude anonyme mais a laquelle
ont certainement participé. MM. RATSIMAMANGA et
BOITEALU.

Un brevet de YOUNG (142) décrit 'obtention d’un
produit purifié, a partir dun liquide de pressurage des
ananas, destiné a attendrissement de la viande.

Les bromélaines du fruit lui-méme étant déja assez
connues, nous avons lrouvé surtoul des éludes récentes
sur d’autres bromélaines qui semblaient avoir des rende-
ments ou des propriétés Iégérement différentes : la pingui-
naine, protéase de I'espéce Bromelia penguin el les [;ru-
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nas pendant leur développement (par coagulation
du lait), (d'aprés réf. 58).

téases produites par la tige et les feuilles de l'ananas
commercial, dites bromélaines de tige.

Pinguinaine.

Cette protéase a été trouvée dans le fruit et les feuilles
d’'une broméliacée sauvage et son activité semble proche de
celle des bromélaines d'ananas. GOYO (52) a méme entre-
pris sa purification sur gel de silice et la détermination du
nombre des protéines actives ; pour l'instant aucune ex-
traction commerciale ne parait avoir été lancée pour
exploiter ce produit.

Brom.élaines de tige et feuilles d’ananas.

Comme il s’agit la d'une simple valorisation de sous-pro-
duits existant en grande quantité et ne nécessitant aucune
culture spéciale, les parties non desséchées des feuilles et
tiges apres la récolte des fruits, ces protéases font actuelle-
ment l'objet d'études ayant pour but de définir leur
constitution, leur qualilé, le rendement de leur extraction,
leur stabilité. Leur intérét a été souligné par HEINICKE
(57, 58), en 1957 et 1958, par MURACHI (94) en 1960,
par OTA (100) en 1964, qui a donné aussi des indications
sur les procédés d'extraction el les propriétés chimiques.
En 1959, SCOCCA (113) a pu élucider la structure des
glucides contenus dans ces bromélaines, et la séparation
des protéases constitutives étudiée par EL. GHARBAWI
(50) 5 apres purification, on ne trouve que deux protéases
actives (MINAMI) (89), mais la bromélaine brute, telle
que celle qu'on peut précipiter dans un jus déja clarifié,
contient  beaucoup d'impuretés et d’autres enzymes
(HWANG) (64) ; récemment SUZUKI (125) vient de
montrer que ces produits contiennent, outre les protéases,
au moins quatre cellulases ; c’est pourquoi en définitive
ce genre de bromélaine pourrait rendre des services dans la
dégradation ménagée d’un grand nombre de sous-produits,
contenant une série de composants différents des pures
protéines.

Extraction, rendement, purification.

Nous trouvons déja beaucoup de renseignements dans
les ouvrages généraux ou les articles déja cités traitant de
plusieurs groupes d'enzymes de fruits ; des brevets ont été
pris, dont nous parlerons par la suite. Néanmoins on doit
citer BALLS (20, 21) pour les Etats-Unis et DE SOUZA
(122) pour le Brésil, sans oublier les auteurs qui viennent
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d’étre examinés pour les pinguinaines et les bromélaines
obtenues de la plante et non du fruit.

Traitement de la viande et du poisson.

Ce probléme a déja été eavisagé dans les chapitres
précédents, et surtout comme application, déja ancienne,
de la papaine.

La production de sous-produits solubles, riches en pro-
téines dégradées a partir des déchets ou excédents de
harengs, a pu utiliser des bromélaines, tout au moins au
stade de la recherche industrielle, en Colombie britannique
(82).

Pour l'attendrissement des jambons et mélanges pour
saucisses, I'emploi direct du jus d’ananas frais aux Philippi-
nes a donné de bons résultats, en méme temps qu’une
intensification de arome (85) : ce dernier effet est-il da
simplement a la présence ajoutée de 'arome propre du
fruit, considéré comme agréable, ou a une production par
voie enzymatique de composés volatils a partir de précur-
seurs contenus dans la viande ?

La chose n'est pas précisée ; mais il est probable que les
deux effets existent, puisque les maticres protéiques sont
transformées en composés moins complexes et partielle-
ment, en acides aminés libres, dont certains ont une odeur
caractéristique.

Effats biologiques.

En relation avec les applications thérapeutiques des bro-
mélaines que nous envisagerons au chapitre suivant, notons
quelques travaux de recherche destinés & une meilleure
connaissance des effets de celles-ci, postérieurs a ’étude
déja systématisée publiée dans le Bulletin de Madagascar en
1968.

Avec Mrs BURROUGHS (27) des essais conduits sur six
adultes, accompagnés de nombreuses observations et ana-
lyses, utilisaient dans la ration journa.liérc soit de la pulpe
fraiche, soil des tranches en conserve, soit, pour les té-
moins, des péches au sirop ; ils avaient surtout pour but
de savoir si le transit intestinal était modifié par I'absorp-
tion des matiéres cellulosiques indigestes ; mais la conclu-
sion a €té négative pour les quantités entrant dans la
ration.

Signalons trois brevets pris récemment protégeant les
produits suivants : un dentifrice anti-inflammatoire con-
tenant du jus ou de la pulpe d’ananas frais, c’est-a-dire des
bromélaines, un lait anti-inflammatoire renfermant les
mémes produits et un sucre anti-inflammatoire imbibé de
jus ou pulpe d’ananas pour I'alimentation infantile (38,
39, 40).

Il est curieux de rapporter a ce sujet la demande de
brevet frangais par une société japonaise (14): c’est le
produit de la réaction d’un sang avec une protéase qui
serait par lui-méme anti-inflammatoire, et ce produit per-
mettrait d'éviter des effets secondaires indésirables.

La coagulation du sang est évidemment un risque de
l'introduction, par injection ou méme ingestion, d’enzy-
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mes proléolytiques ; une équipe japonaise a étudié le
pouvoir agglutinant éventuel des bromélaines dans diffé-
rents groupes sanguins du poulet (65). Quant a l'oedéme
du poumon provoqué artificiellement par injection d’adré-
naline, il peut étre évité ou diminué par ingestion de
bromélaines chez I'animal (90, 119) ; enfin si lon injecte
directement une bromélaine dans le cartillage d’une articu-
lation chez le lapin, on observe une dégénérescence des
cellules provoquant une arthrite artificielle (104).

Applications médicales,

Cest encore dans ce domaine que les travaux sont les
plus nombreux, sans doute parce que les autres, a part le
traitement des viandes, sont peu exploités. Nous n'en
citerons que quelques-uns pour montrer la diversité des
modes d’action.

Quelques articles généraux provenant de divers pays
montrenl que ces enzymes peuvent rendre des services,

aussi bien en médecine générale qu'en chirurgie (37, 59, 61).

Les désordres digestifs, soit par insuffisance de séerétion
des protéases, soil par exces d'alimentation, soit venant de
causes locales, peuvent étre résolus dans certains cas par
Fabsorption de bromélaines, parfois associées avee d'aulres
enzymes ou des sédatifs (34, 66, 97, 117).

Dans un tout autre genre d’affections, les bromélaines
peuvent aussi étre utiles, par le fait quelles sont anti-infec-
lieuses et unialgiquus, permettant la résolution d’oedémes
et de traumatismes, aussi bien en petite chirurgie (30, 143)
quen médecine générale (61), en obstétrique (71), en chi-
rurgie dentaire (53) ou en phlébologie (128) ; comme nous
I"avons vu avec la papaine, des uleéres chroniques de la
jambe peuvent étre améliorés par les bromélaines. De
méme les affections oculaires ou nasales (67, 139).

Enfin leur associalion avec un antibiotique permet
d’augmenter l'action de celui-ci, quand ce ne serait que
par un nettoyage complet des déchels el tissus mortifiés
d'une plaie, permettant a lantibiotique de se trouver
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directement en contact avec les tissus vivants a protéger
(107, 135) : pour le traitement des bronchites on a méme
propos¢ une association anlibiotique-expectorant-bromé-
laine, l'enzyme ayant un role protecteur et potentialisa-
teur pour les produits associés (19).

CONCLUSION

Est-l possible de tirer un enseignement pratique de ce
nombre de travaux d’informations et de brevets, d'intérét
trés variables, sur les tendances de la production et de
Futilisation des enzymes protéolytiques de fruits 7

De lensemble se dégagent quelques indications : ces
enzymes ou plutol mélanges d’enzymes, exercent une
aclion intéressante, sinon irremplacable, dans un certain
nombre de cas ou leur utilisation est recherchée : en parti-
culier pour 'attendrissement des viandes. leur solubilisation
partielle pour en tirer des pmduils alimentaires, pour la
valorisation des déchets de poisson, pour le traitement des
boues de certains effluents, dans l'industrie du fromage et
de la biere, dans celle des produits lessiviels et finalement
dans les spécialités pharmaceutiques qui font appel i la
papaine et la bromélaine. La ficine est cerlainement inté-
ressante, mais sa production est presque inexistante. Ces
enzymes entrent en compétition avec les protéases extrai-
tes de cultures microbiennes, mais leurs propriétés respecti-
ves ne sonl pas forcément identiques, et le choix d’une
protéase, toul en tenant compte de son prix de revient,
devra se porter sur le produit le plus adapté a son usage.

Au cours de cette étude nous avons eu l'oceasion de lire
un ouvrage édité en 1658 sur les Antilles ; il traite en
particulier de nombreux végétaux, dont la figue, la papaye
el Iananas, soulignant, en termes de I'époque, quelques
propriétés du suc, du lait ou de la pulpe de ces fruits : on
y trouve déja des observations sur leur pouvoir a la fois
anti-infectieux et «corrosif».
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