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Résumé : 

 

Glucoamylase (E.C. 3.2.1.3) sont des enzymes capables d'hydrolyser à la fois les liaisons α-

1,4 et α-1,6-glucosidiques, produisant des monomères de glucose, des disaccharides de 

maltose et des oligosaccharides. Ces enzymes possèdent le potentiel de libérer du glucose 

comme produit final principal pour diverses applications dans les industries alimentaires et 

des boissons. La structure de la glucoamylase, conservée à travers les espèces, lui permet 

d'hydrolyser l'amidon traité et non traité en β-D-glucose, lui conférant une importance 

industrielle mondiale. Néanmoins, les glucoamylase provenant de souches bactériennes sont 

les moins étudiées par rapport à celles provenant de souches fongiques. Dans cette étude, 

diverses analyses physico-chimiques, une analyse de la structure secondaire, des propriétés 

structurales incluant la modélisation par homologie, le raffinement et la validation de la 

qualité du modèle, ainsi que des analyses fonctionnelles de la glucoamylase de la bactérie 

Pseudomonas fragi ont été réalisées à l'aide de plusieurs outils de bioinformatique. Cette 

analyse est la première étude in silico à explorer les propriétés structurales et fonctionnelles 

de cette enzyme chez P. fragi, ce qui pourrait améliorer sa production et son utilisation dans 

divers secteurs industriels. 

 
Mots clés : 

Glucoamylase, Pseudomonas fragi, outils de bioinformatique, modélisation par homologie, 

analyses fonctionnelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract: 

 

Glucoamylase (E.C. 3.2.1.3) are enzymes capable of hydrolyzing both α-1, 4 and α-1, 6-

glucosidic linkages, producing glucose monomers, maltose disaccharides, and 

oligosaccharides. These enzymes possess the potential to release glucose as a primary end 

product for various applications in the food and beverage industries. The structure of 

glucoamylase, conserved across species, allows it to hydrolyze processed and unprocessed 

starch to β-D-glucose, giving it global industrial importance. However, glucoamylase from 

bacterial strains are the least studied compared to those from fungal strains. In this study, 

various physicochemical analyses, analysis of secondary structure, structural properties 

including homology modeling, refinement and validation of model quality, as well as 

functional analyzes of glucoamylase from the bacterium Pseudomonas fragi were carried 

out using several bioinformatics tools. This analysis is the first in silico study to explore the 

structural and functional properties of this enzyme in P. fragi, which could improve its 

production and use in various industrial sectors. 

 

Key words: 

Glucoamylase,     Pseudomonas fragi, bioinformatics tools, homology modeling, functional 

analyses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 :الملخص

 

-α-1,6و α-1,4( عبارة عن إنزيمات قادرة على التحلل المائي لكل من الروابط EC 3.2.1.3الجلوكوأميلاز )

، وثنائيات السكاريد المالتوز، والسكريات قليلة التعدد. تمتلك هذه الاحادية الجلوكوزجزيئات ، وإنتاج وكوزيدية الغل

الإنزيمات القدرة على إطلاق الجلوكوز كمنتج نهائي أساسي لمختلف التطبيقات في صناعات الأغذية والمشروبات. 

، مما يمنحه  β-Dحلل النشا المعالج وغير المعالج إلىالجلوكوزعبر الأنواع، بت المحفوظةالجلوكوأميلاز، تسمح بنية 

الأقل دراسة مقارنة بتلك  يعن السلالات البكتيرية ه ةأهمية صناعية عالمية. ومع ذلك، فإن الجلوكواميلاز الناتج

ائية، وتحليل البنية الموجودة في السلالات الفطرية. في هذه الدراسة، تم إجراء العديد من التحليلات الفيزيائية والكيمي

الثانوية، والخصائص الهيكلية بما في ذلك نمذجة التماثل، والتحسين والتحقق من جودة النموذج، بالإضافة إلى التحليلات 

باستخدام العديد من أدوات المعلوماتية الحيوية. يعد هذا  Pseudomonas fragiالوظيفية للجلوكواميلاز من بكتيريا 

، P. Fragiلاستكشاف الخصائص الهيكلية والوظيفية لهذا الإنزيم في in silicoنوعه في دراسة  التحليل هو الأول من

 والتي يمكن أن تحسن إنتاجه واستخدامه في مختلف القطاعات الصناعية.

 

 : الكلماتالمفتاحية

 .الوظيفية، أدوات المعلوماتية الحيوية، نمذجة التماثل، التحليلات Pseudomonas fragiالجلوكواميليز، 
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Introduction 

Les enzymes sont des biocatalyseurs dans les réactions métaboliques. Les micro-organismes 

constituent une source majeure d’enzymes car ils peuvent se développer en grande quantité en 

peu de temps et leurs cellules bactériennes peuvent être génétiquement manipulées pour 

augmenter la production d’enzymes. De plus, les enzymes microbiennes ont attiré plus 

d’attention que les enzymes végétales et animales en raison de leur activité et de leur stabilité 

(Anbu et al., 2017). Parmi ces enzymes, les amylases jouent un rôle crucial dans la dégradation 

enzymatique de l'amidon. Elles sont divisées en trois catégories : l'alpha-amylase, la bêta-

amylase et la gamma-amylase, ainsi que la glucoamylase (Farooq et al., 2021). 

La glucoamylase (GA) (1,4-α-d-glucane glucohydrolase) catalyse l'hydrolyse des liaisons  

α-1,4- et α-1,6-glucosidiques pour produire du β-D-glucose (Sauer et al., 2000). Les GA étaient 

attribués comme EC 3.2.1.3 par la Commission des Enzymes. Ces enzymes appartiennent aux 

familles de glycosides hydrolase GH15 et GH97 (Wayllace et al., 2023).  

La glucoamylase est utilisée dans la biotechnologie de nombreux applications industrielles et 

de bioéthanol (production d’amidon et gestion des déchets alimentaires, production de sirop de 

maïs à haute teneur en fructose (HFCS,production de bioéthanol, aide digestive et la production 

de bioplastique ) (Marín-Navarro and Polaina, 2011). De plus, l'alpha-amylase est largement 

utilisée dans les industries agroalimentaires (Rharrabe et al., 2018). 

Les Pseudomonas sont des bactéries que l’on rencontre communément dans l’eau, dans les sols 

et, en particulier au niveau des rhizosphères. Pseudomonas fragi est un psychrophile aérobie à 

Gram négatif, en forme de bâtonnet.  Il est largement distribué dans la nature et communément 

associé à la détérioration de la viande et des produits laitiers (Awolope et al., 2021). 

Cependant, lorsque les structures tridimensionnelles de certaines protéines ne sont pas 

disponibles, l’analyse bioinformatique et la modélisation protéique à partir de la séquence 

primaire représentent des méthodes efficaces pour étudier les aspects structurels et fonctionnels 

des protéines d'intérêt (Bakli et al., 2020). Dans cette étude, une analyse in silico été utilisée 

pour prédire les paramètres physicochimiques, la structure secondaire et tertiaire de la 

glucoamylase, sa localisation subcellulaire, et l'analyse fonctionnelle, y compris la recherche 

des motifs fonctionnels ainsi que le site actif de cette enzyme glucoamylase de P. fragi. 
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1. Glucoamylase 

1.1. Définition 

Glucoamylase (GA), également connue sous le nom d’amyloglucosidase ou alpha-1,4-

glucosidase, est une hydrolase catalytique qui hydrolyse les liaisons alpha-1,4-glucosidiques 

dans l’amidon et les oligosaccharides associés, libérant des unités de glucose. GA présente 

également une activité alpha-1,6-glucosidase, bien que son rapport soit nettement inférieur à 

celui de l’activité alpha-1,4-glucosidase. L’activité alpha-1,6-glucosidase permet à GA d’agir 

sur les points de ramification de l’amidon, provoquant l’hydrolyse des polysaccharides en 

fonction de la réaction spécifique qu’elle catalyse. GA est désignée selon la classification des 

enzymes par le code EC 3.2.1.3 (Wayllace et al., 2023). 

La principale application commerciale de l’enzyme glucoamylase est la production de sirops à 

haute teneur en glucose à partir d'amidon. Cette enzyme est généralement de nature acide et 

sensibles à la température. Il est utilisé pour la saccharification des dextrines en sirops riches en 

glucose dans l'industrie (Xia et al., 2021). 

1.2. Classification de glucoamylase 

Les GA sont largement distribués dans la nature et son produit par divers organismes, 

principalement des bactéries, des champignons et les levures jouent un rôle important dans le 

métabolisme des glucides et la production d'énergie (Wayllace et al., 2023). Structurellement, 

elles sont classées dans la famille GH15 (Glycosides Hydrolases 15) et caractérisées par la 

présence invariable d'un domaine catalytique avec (α/α) 6 fois, souvent lié à un domaine non 

catalytique domaine d’origine et de fonction diverses. La classification de la famille des 

enzymes actives sur les glucides (CAZymes) et l'annotation des modules constitutifs des 

séquences primaires sont désormais principalement utilisées pour analyser, comprendre et 

comparer la capacité d'un organisme à assembler et à hydrolyser des glucides complexes  

(Drula et al., 2022). 

Selon la base de données Carbohydrate Active Enzymes (CAZy) (http://www.cazy.org), les 

glucoamylase appartiennent aux familles GH15 et GH97. En général, les membres de chaque 

famille GH partagent des caractéristiques communes et les résidus clés impliqués dans la 

catalyse et la stabilité structurelle sont conservés au sein de chaque famille (Wu and Xia, 2023). 

 

http://www.cazy.org/
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1.3. Propriétés structural de glucoamylase 

La structure tridimensionnelle de la glucoamylase de différentes sources : les champignons 

filamenteux, les levures et les bactéries ont été identifiées. Elle présente un élément essentiel 

commun : un domaine catalytique, souvent lié à un domaine non catalytique d'origine et de 

fonction variables. Les différents types structuraux de glucoamylase qui ont été caractérisés 

sont schématisés sur la figure 01 (Marín-Navarro and Polaina, 2011). 

 

Figure 01 : Différentes unités trouve dans la glucoamylase de différentes espèces 

(Marín-Navarro and Polaina, 2011). 

 

1.3.1. Glucoamylase fongique 

Aspergillus niger 

Selon l'analyse de la séquence des acides aminés, la glucoamylase GA possède deux domaines 

fonctionnels : un domaine catalytique amino-terminal de 471 acides aminés et un domaine 

carboxy-terminal de 115 acides aminés, qui a la capacité de se lier à l'amidon (Marín-Navarro 

and Polaina, 2011). 

 

 

 



Revue bibliographique 

 

4 

 

 

Rhizopus oryzae 

Ce type possède un domaine de liaison à l'amidon classé dans la famille CBM21 (Classification 

de CAZy) en position amino-terminale, lié au domaine catalytique via un site glycosyle, tel que 

déterminé par spectroscopie RMN (Marín-Navarro and Polaina, 2011). La structure 

tridimensionnelle du domaine de liaison à l'amidon de la protéine glucoamylase de Rhizopus 

oryzae complexée à l'isomaltriose. a été obtenue auprès de la banque de données sur les 

protéines (PDB) avec le code d'identification (4BFO) (Khedr et al., 2024). 

1.3.2. Glucoamylase de levure  

La structure unique de la levure Saccharomyces cervisiae  GA est un cas intéressant dans la 

famille de GA GH15, Il s'agit d'une GA qui présente la CD classique des GA fongiques, mais 

qui possède également un domaine N-terminal attaché à une structure inconnue, riche en acides 

aminés sérine.  La modélisation de ce domaine N-terminal a été tentée à l'aide de divers 

serveurs ou méthodes de calcul. Toutefois, les modèles protéiques obtenus ont démontré une 

qualité médiocre, ce qui suggère que la prédiction précise de sa structure est difficile  

(Wayllace et al. 2023). 

1.4. Biotechnologie de la glucoamylase 

La glucoamylase est l'un des types de produits industriels les plus importants enzymes 

produites suite à son utilisation, un acide aminé à chaîne latérale ramifiée est un acide aminé 

dont la chaîne latérale est un groupe alpha-bêta ramifié. La leucine,  l'isoleucine et la valine 

sont les trois acides aminés ramifiés protogènes. La glucoamylase produit des sucres solubles 

lors de la saccharification de l'amidon et est largement utilisée dans de nombreux aliments 

Production industrielle et de bioéthanol (Marín-Navarro and Polaina, 2011). Diverses les 

applications biotechnologies GA sont résumées dans la figure 02. 
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Figure 02 :Schéma montrant différentes applications des Glucoamylase(Wayllace et al., 2023). 

 

 

Figure 03 : Processus d’hydrolyse de l’amidon et utilisations biotechnologiques du glucose produit 

(Wayllace et al., 2023). 

Le processus d'hydrolyse de l'amidon est marqué en pointillés, avec l'étape de liquéfaction en 

rouge et l'étape de saccharification en jaune. Entre liquéfaction et saccharification une étape de 

refroidissement et un ajustement du pH est nécessaire. Le glucose libéré peut être isomère en 

fructose par la glucose isomérase pour produire des sirops de maïs à haute teneur en 

fructose(HFCS) pour l'industrie alimentaire ou il peut être fermenté par des levures pour 

obtenir bioéthanol pour l'industrie des biocarburants (voir la figure 03) (Wayllace et al., 2023). 
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1.4.1. Production d’amidon et gestion des déchets alimentaires  

L’une des utilisations les plus répandues des GA est dans l’industrie alimentaire. Les 

principales applications commerciales de ces enzymes  se trouvent à l'industrie de l'amidon. 

GA catalyse la saccharification de l'amidon (et de certains oligosaccharides associés) pour 

produire du glucose et de la maltodextrine, utilisés dans la transformation des aliments et de 

nombreux processus de fermentation. Cependant, pour une hydrolyse efficace nécessaire à la 

production de glucose à partir de l'amidon, une synergie est nécessaire non seulement avec GA 

mais aussi avec d'autres amylases et la glucose isomérase (Zong et al., 2022). 

1.4.2. Production de sirop de maïs à haute teneur en fructose (HFCS)  

Le sirop de maïs à haute teneur en fructose (HFCS) est une alternative commerciale au 

saccharose comme édulcorant dans les produits alimentaires. Différents HFCS sont fabriqués à 

partir de diverses concentrations de glucose et de fructose, offrant une douceur double 

comparée à celle du saccharose. Le HFCS est principalement produit par conversion 

enzymatique de l'amidon de maïs en glucose, puis par isomérisation du glucose en fructose 

grâce à une isomérase, ce qui permet d'obtenir une solution riche en fructose (Kognou et al., 

2022). 

1.4.3. Production de bioéthanol  

La fermentation microbienne est un processus naturel qui joue un rôle important dans la 

décomposition de molécules organiques complexes en petits monomères. Le bioéthanol est 

généralement produit par fermentation microbienne de sucres fermentescibles (tels que le 

glucose) en éthanol.  Les matières premières traditionnelles (par exemple les matières 

premières de première génération) comprennent les céréales,  la canne à sucre et la betterave 

sucrière (Tse et al., 2021). La fermentation alcoolique nécessite souvent la réalisation de 

processus de prétraitement pour préparer la biomasse à l'extraction et à la fermentation (Bušić 

et al., 2018). 

1.4.4. Aide digestive  

La digestion de l'amidon dépend d'une combinaison d'amylase pancréatique et salivaire et 

d'enzymes de bordure en brosse intestinale, la glucoamylase et la sucrase-isomaltase. La 

glucoamylase clive les molécules de glucose successives de l'extrémité non réductrice de la 

molécule d'amidon, ce qui est particulièrement important chez les nourrissons relativement 

déficients en amylase pancréatique (Lee et al., 2004). 
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1.4.5. Production de bioplastique  

Comme mentionné précédemment, les amidons font l'objet d'une attention particulière en 

raison de leurs propriétés respectueuses de l'environnement, de leur capacité de 

fonctionnalisation de surface, de leur reproductibilité, de leur abondance relative, de leur non-

toxicité et de leur biodégradabilité. Dans la nature, l'amidon est l'un des polymères 

biodégradables les plus courants et est largement utilisé dans diverses industries, notamment la 

production de bioplastiques (Ogunsona et al., 2018). 

 

2. Pseudomonas fragi 

2.1. Historique 

Pseudomonas a été observé dès les débuts de l'histoire de la microbiologie en raison de sa 

présence répandue dans l'eau et dans les graines de plantes telles que les dicotylédones. En 

1894, Migula a créé le nom du genre Pseudomonas pour ces organismes en des termes plutôt 

vagues, le définissant comme un genre de bactéries à Gram négatif en forme de bâtonnet avec 

des flagelles polaires. Peu de temps après, Pseudomonas a été isolé dans de nombreuses niches 

écologiques naturelles et un grand nombre de noms d'espèces ont été initialement attribués au 

genre (Kheira, 2011). 

2.2. Définition 

Les bactéries Psychotropes facultatives ou psychrophiles sont des micro-organismes qui se 

développent à basse température (de 25°C à 5°C), même si ce n'est pas leur température 

optimale. Ces bactéries sont responsables de la détérioration des aliments réfrigérés. 

L'application de la réfrigération peut prolonger la durée de conservation de la viande, ralentir le 

taux de prolifération des micro-organismes, ainsi que les processus d'altération intrinsèques et 

extrinsèques, tout en préservant les propriétés sensorielles et nutritionnelles des aliments. 

Pseudomonas n'est pas très virulent et plusieurs souches sont des agents pathogènes 

opportunistes chez l'homme, responsables de la détérioration de la viande, du poisson et des 

produits laitiers (Atika et al., 2023). 
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Une des bactéries aérobies psychrophiles à Gram négatif est Pseudomonas fragi. Elle se 

présente sous forme de bâtonnets et est très répandue dans la nature, étant fréquemment 

associée à la détérioration de la viande et des produits laitiers (Awolope et al., 2021). 

 

2.3. Isolement et caractérisation de Pseudomonas fragi 

Le genre Pseudomonas est le plus hétérogène et groupe écologiquement important de bactéries 

connues, grâce à la présence d'un complexe système enzymatique. Les besoins nutritionnels de 

Pseudomonas spp. Sont très simples, et le genre se trouve dans les habitats naturels comme le 

sol, l'eau douce, les environnements marins etc., mais il a également été isolé des instruments 

cliniques, solutions aseptiques, cosmétiques et produits médicaux (Franzetti and Scarpellini, 

2007). 

L’étude l'effet du FSAL sur la formation de biofilm de P. fragi afin de mieux appliquer le 

FSAL à la transformation et à la conservation des produits carnés. Le violet cristallin est un 

pigment alcalin. Expériences sur la quantité de formation de biofilm lorsqu'il est combiné avec 

du sucre et des acides nucléiques (Wang et al., 2023) (Voir figure 04). 

Après 24 heures d'incubation, les bactéries se sont accumulées et ont été observé. Après 48 

heures, les bactéries se sont regroupées plus étroitement et reliés les uns aux autres, formant 

progressivement une structure multicouche. Après 72 heures de culture, les agrégats sont 

devenus plus compacts et connectés, il existe des agrégats bactériens évidents en groupes 

(Wang et al., 2023). 

 

Figure 04 : Effet du FSAL sur la formation de biofilm de P.fragi (Wang et al., 2023). 
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Dans une autre recherche, effets des biofilms de Pseudomonas fragi ATCC 4973 sur Listeria 

monocytogenes ATCC 19115 et Compylobacter spp. Jejuni NCTC 11168 a été testé dans des 

bouillons et des homogénats alimentaires sur acier inoxydable à 5°C et 15°C (Sterniša et al., 

2023). 

 

Figure 05 : Nombre de cellules des pathogènes Listeria monocytogenes (A) et Compylobacter jejuni (B) dans 

le biofilm préformé de Pseudomonas fragi – pathogène. Le biofilm de P. fragi s'est formé à 5 °C et 15 °C 

pendant 24 h, 72 h et 168 h sur des coupons en acier inoxydable. Un inoculum de L. monocytogenes ou 

C.jejuni a été ajouté à ce biofilm préformé pendant 24 h (Sterniša et al., 2023). 

 

2.4. Morphologie de Pseudomonas fragi 

Dans une étude menée sur des souches de Pseudomonas à basse température isolées du sol, les 

gènes de la p. fragi étaient présents, des colonies blanches et opaques de p. fragi les cellules 

étaient Gram négatif, courts, en forme de bâtonnet et environ 0,5um X 2um (Bao et al., 2023). 

L'identification morphologique et biologique moléculaire de Pseudomonas fragi D12 est 

présentée dans la figure 06.  
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Figure 06 : Identification morphologique et biologique moléculaire de Pseudomonas fragi D12.(A) 

Morphologie des colonies ; (B) Coloration de Gram (microscope optique 400 ×); (C) micrographie 

électronique à balayage (40 000 ×) ; (D) Électrophérogramme et séquence d’ADN 16 s ; (E) Dendrogramme 

de jonction de voisins pour le gène de l’ARN 16S des souches de Pseudomonas (Bao et al., 2023). 

 

2.5. Écologie et pathogénicité de Pseudomonas fragi 

P. fragi joue un rôle important dans l'écologie microbienne et les effets de la viande, ainsi que 

des sources de fer liées à la viande, sur le comportement de croissance de nombreuses souches 

bactériennes différentes, suggérant que la viande pourrait constituer une niche écologique pour 

p. fragi, indépendamment de ses capacités protéolytiques et lypolytique. Des expériences in 

vitro montrent que différents types de molécules de viande peuvent libérer des molécules 

volatiles odorantes et jouer un rôle dont l'effet global est similaire à celui d'un agent d'altération 

de la viande (Ercolini et al., 2010). 

2.6. Effets des enzymes bactériennes sur les aliments 

La détérioration des aliments est causée par la propagation d'agents infectieux ou pathogènes 

tels que des bactéries, des virus, des champignons et des protozoaires, qui contaminent les 

aliments et provoquent des maladies d'origine alimentaire chez les humains. Des études 

antérieures menées par plusieurs chercheurs ont révélé que le micro-organisme spécifique 

responsable de la détérioration de la viande de volaille est Pseudomonas (Shaik et al., 2022). 

Par ailleurs, la détérioration enzymatique implique également différents types de détérioration 

des aliments, avec l'action d'enzymes hydrolytiques (impliquant l'eau) et d'oxydoréductases 
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(impliquant l'oxygène) dans les aliments, conduisant à des réactions d'hydrolyse et à des 

réactions redox de décomposition qui rompent les liaisons chimiques dans les ingrédients 

alimentaires.  

Les enzymes hydrolytiques telles que l'α-amylase, la β-amylase et la glucoamylase peuvent 

hydrolyser les liaisons α-1,4-glycosidiques, les liaisons β-1,4-glycosidiques et les deux types de 

liaisons (α-1,4 et β-1,4-glycosidiques).  

Ces liaisons sont individuellement extraites du glycogène de la viande pour produire des 

molécules plus simples telles que le glucose, le maltose, les dextrines et le maltotriose. La 

présence de glucose peut entraîner la détérioration des aliments car il constitue une source 

d'énergie importante pour la croissance microbienne (Shaik et al., 2022).
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1. Récupération de la séquence protéique requête  

La séquence protéique de la Glucoamylase de la bactériePseudomonas fragia été extraite au 

format FASTA à partir de la base de données UniProt (https://www.uniprot.org). Le numéro 

d’accession de la séquence est : A0A0X8EZM1 a été utilisé pour toutes les analyses 

bioinformatiques.  

2. Analyse de propriétés physico-chimiques 

Nous avons utilisé le serveur ExPASy ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html) 

(Gasteiger et al., 2005) pour estimer les différentes propriétés physico-chimiques de séquences 

de glucoamylase de Pseudomonas fragi, à savoir : 

- La composition en acides  aminés, l'indice aliphatique (AI), le point isoélectrique (PI), 

l'indice d'instabilité (II), le nombre de résidus chargés positifs et négatifs, la grande 

moyenne d'hydropathie (GRAVY) et le coefficient d'extinction (CE) ; 

- L’hydrophile ou l’hydrophobie d’une protéine est déterminée par la grande moyenne 

d’hydrophile GRAVY, C’est-à ’dire le rapport entre la somme des valeurs d’hydrophile 

de tous les acides aminés et le nombre total de résidus dans la séquence (Umang et al., 

2012) ; 

- Le coefficient d’extinction (CE) peut être utilise pour estimer la concentration molaire 

d’une solution en mesurant l’absorbance (Scientific, 2012) ; 

- La charge nette d’une protéine /peptide est égal à zéro au point pH (PI) , ce qui signifie 

qu’elle ne migrera pas dans un champ électrique (Smoluch et al., 2016) ; 

- La stabilité thermique de la protéine est affectée par l’indice aliphatique (AI), qui 

mesure le taux d’occupation des chaines latérales aliphatiques, d’une protéine (Panda 

and Chandra, 2012) ; 

- La stabilité de la protéine est calculée à partir de son indice d’instabilité (II), les 

protéines sont considérées comme stables lorsque la valeur de l’indice d’instabilité est 

inférieure 40, mais lorsque la valeur de l’indice d’instabilité est supérieur à 40, elles 

sont considérées comme instables (Guruprasad et al., 1990). L’indice aliphatique 

détermine la thermostabilité d’une protéine globulaire en déterminant le volume occupe 
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par la chaine latérale des acides aminés aliphatiques (Alanine, Valine, Leucine et 

isoleucine) par rapport au volume total occupé (Walker, 2005). 

 

3. Localisation subcellulaire 

La localisation subcellulaire des protéines glucoamylase de la bactérie Pseudomonas fragi a été 

prédite par le logiciel CELLO 2.5 (Subcellular Localization Preditor) 

(http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu et al., 2006). La composition en acides aminés, la 

composition de N-peptide, la composition de séquence voisine et la composition de séquence 

partitionnée de la protéine sont prédites par cet outil. 

4. Prédiction de signal peptide 

SignalP-5.0 est un logiciel en ligne (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Almagro 

Armenteros et al., 2019). Il a été utilisé pour identifier la présence de peptide signal et localiser 

la protéine cible glucoamylase de P. fragi. 

5. Analyse de la structure secondaire  

Pour prédire l’arrangement des éléments de la structure secondaire de la séquence d’acide 

amines de glucoamylase de Pseudomonas fragi, deux outil bioinformatiques : le programme en 

ligne Sel-Optimized Prédiction Méthode whith Alignement (SOPMA) (Geourjon and Deleage, 

1995) accessible sur le serveur Network Protein Séquence Analysis (NPS@) (https://npsa-

prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) a été utilisé. 

Le deuxième logiciel en ligne utilisé est PSI-BLAST-based secondary structure PREDiction, 

PSIPRED 4.0(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (McGuffin et al., 2000). Il est basé sur une 

méthode qui intègre deux réseaux à réaction neutre, qui effectuent une analyse de sortie acquise 

à partir de PSI-BLAST (Buchan et al., 2013). 

6. Analyse de la structure tertiaire : 

6.1. Prédiction de la structure tertiaire 

Utilisation du logiciel  en ligne SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse 

et al., 2018) pour la modélisation par homologie de la structure tridimensionnelle de la 

glucoamylase de Pseudomonas fragi, 

En effet, selon la disponibilité de modèles structurels pour une séquence protéique donnée, la 

modélisation peut être réalisée par modélisation comparative ou par homologie ou par des 

http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://swissmodel.expasy.org/
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indices impliquant l’identification de replis protéiques et l’adéquation structurelle entre 

séquences spécifiques (Singh et al., 2016).  

La modélisation moléculaire d’homologie est une méthode de prédiction de la structure 

tridimensionnelle d’une protéine à l’aide de séquences similaires à celles de protéine dont les 

structures ont été déterminées expérimentalement par cristallographie aux rayon X ou par 

résonance magnétique nucléaire (RMN) et est répertoriée dans les données sur les protéines. 

Protéine data base  (PDB), (https://www.rcsb.org/) (Pellequer, 1999). 

La modélisation d’homologie est une méthode très précise conçue pour produire des modèles 

fiables de structure protéique et est largement utilisée dans de nombreuses applications 

biologiques (Bordoli et al., 2009). 

6.2. Raffinement 

Le serveur de raffinement de structure protéique à haute résolution ModRefiner 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) a été utilisé pour améliorer la qualité 

physique de la structure tridimensionnelle prévue de la glucoamylase de Pseudomonas fragi 

(Xu and Zhang, 2011). 

6.3. Validation 

Le serveur d’analyse et de validation structurelle SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu) et 

l’outil d’analyse PROCHECK prédisent et affinent la sterio-chimie des modèles structurels 

tridimensionnels du diagramme de Ramachandran produits par la glucoamylase de p. fragi, il a 

été utile pour évaluer la qualité du produit. 

Après raffinement et validation, le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL version 2.5.4 

(DeLano, 2002), a été utilisé pour visualiser et optimiser les modèles structurels 

tridimensionnels de la protéine glucoamylase de Pseudomonas fragi. 

7. Analyse fonctionnelle 

7.1.  Recherche de motifs protéique 

Une requête de la séquence de la protéine d’intérêt a été soumise à l’outil de recherche MOTIF 

finder (http://www.genome.jp/tools/motif/) en sélectionnant la base de données d’annotation 

Pfam, afin d'analyser les motifs fonctionnels communs et de déterminer les familles auxquelles 

appartient la glucoamylase de Pseudomonas fragi. 

 

 

https://www.rcsb.org/
http://www.genome.jp/tools/motif/
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7.2. Analyse du site actif 

La prédiction des sites potentiels de liaison du ligand actif dans le site actif de l’enzyme 

glucoamylase de Pseudomonas fragi a été réalisé l’aide du serveur COFACTOR 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/) (Roy et al., 2012). Ce serveur prédit la 

fonction biologique d’une protéine cible en fonction de sa structure. 
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1. Récupération de séquence protéique 

Après avoir recherche dans la base de données UniProt, la séquence protéique glucoamylase de 

Pseudomonas fragi a été extraite au format Fasta. Les propriétés des protéines extraites sont 

indiquées dans le tableau  01. 

Tableau01 : Les propriétés de la séquence protéique récupère de la glucoamylase de p. 

fragi 

 

Nom Numéro d’accession 
Nombre d’acides 

aminés (aa) 

Poids moléculaire 

(Da) 

Glucoamylase 
UniProt : A0A0X8EZM1 

NCBI : gi|984706454| 
608 68653.87 

 

2. Analyse de propriétés physico-chimiques 

Les caractéristiques physico-chimiques telles que le nombre de résidus d’acide amine (AA), le 

poids moléculaire, le nombre de résidus charges négativement (Asp+Glu), le nombre de résidu 

charges positivement (Arg+Lys),le coefficient d’extinction (EC) ,le point isoélectrique, l’indice 

d’instabilité(II), l’indice aliphatique (IA), la demi-vie et la grand moyenne d’hydropathie 

(GRAVY) ont été évaluées pour l’enzyme glucoamylase de Pseudomonas fragi et sont donnée 

dans le (tableau 02). 

Tableau02 : Caractérisation de la séquence protéique de glucoamylase de P. fragi. 

 

Propriété Valeur 

Le point isoélectrique (PI) 5,31 

Nombre total de résidus charges négativement (Asp+Glu) 80 

Nombre total de résidus charges positivement (Arg+Lys) 60 

Coefficient d’extinction  (CE) 124955 

La demi-vie 30 heures 

Indice d’instabilité (II) 40,83 

Indice aliphatique (AI) 90,71 

Grande moyenne d’hydropathie (GRAVY) -0,203 
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La protéine glucoamylase a une séquence de 608 acide aminés et un poids moléculaire de 68,65 

kDa, la valeur théorique de point isoélectrique (PI) est de 5,31 suggérant que la protéine cible 

est de nature acide (inférieur à 7). 

Le nombre total de résidus charges négativement (Asp+Glu) ; 80 acides aminés, le nombre total 

de résidus charges positivement (Arg+Lys) ; 60 acides aminés, c’est-à-dire  que le nombre total 

de résidus charges négativement de glucoamylase est plus élevé que nombre total  de résidus 

charges positivement. 

Le coefficient d’extinction molaire ou coefficient d’absorption molaire (CE) est une mesure de 

la capacité d’une protéine à absorber la lumière (McNaught and Wilkinson, 1997), sa valeur 

pour la protéine est de 0,00012 nm. La  valeur de l’indice d’instabilité (II) de la glucoamylase 

est de 40,83 (>40), classant cette glucoamylase comme une protéine légèrement instable. De 

plus, l'indice aliphatique (AI) détermine la stabilité thermique des protéines globulaires; un 

indice aliphatique (AI) plus élevé indique la résistance thermique. Par conséquent, la valeur AI 

de la glucoamylase de P. fragi est de 90,71, ce qui est relativement élevé et, indique que 

l'enzyme est thermostable, La valeur moyenne globale de l'hydropathie (GRAVY) représente 

l'interaction de la protéine avec l'eau. La valeur GRAVY pour la glucoamylase de P. fragi est 

négative (-0,203), indiquant la nature polaire (hydrophile) de cette protéine. 

3. Localisation subcellulaire 

Le programme CELLO a prédit que la composition en acides aminés, la composition en peptide 

N, la composition de la séquence de partition, la composition physique et chimique et les 

valeurs de composition de la séquence adjacente de la protéine gi|984706454| P. fragi étaient 

respectivement de 0,865, 0,423, 0,761, 0,374 et 0,558 (Figure 07). 

De plus, la fiabilité du programme CELLO pour prédire la localisation subcellulaire de la 

protéine gi|984706454| de P. fragi, y compris la membrane externe, le périplasme, la membrane 

interne, le cytoplasme et la localisation extracellulaire, est (grande valeur, petite valeur) 2.632,  

1.440,  0.606,  0.173,  0.150 respectivement. 
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Figure 07 : Analyse de prédiction de la localisation subcellulaire de la glucoamylase de P. fragi.CELLO a 

prédit que la localisation subcellulaire de la protéine était extracellulaire. 

 

4. Prédiction de signal peptide : 

Le serveur SignalP n'indique la présence d'aucun peptide signal dans la glucoamylase de P. 

fragi (voir la figure 08). 

 

Figure 08 : Analyse de prédiction de signal peptide de la glucoamylase de P. fragi. 
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5. Prédiction de la structure secondaire : 

Le serveur de prédiction de structure secondaire SOPMA montre que la structure de la 

glucoamylase gi|984706454| Pseudomonas fragi est principalement constituée d'hélices α 

(hélice α), puis de boucles (Random coils), et de brins β (Extended strand) (tableau 03). 

 

Tableau 03 : Prédiction de la structure secondaire de glucoamylase de P. fragi par 

SOPMA 

 

Alpha hélix Extended strand Random coils 

43,26% 13,82% 42,93 % 

 

Les prédictions de structure secondaire PSIPRED pour la glucoamylase de P. fragi semblent 

être cohérentes avec les résultats de SOPMA, et les valeurs de confiance des prédictions sont 

élevées (voir Figure 09). 

(A) 
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(B) 

 

Figure 09 : Résultats de la prédiction de la structure secondaire de la glucoamylase de P. fragi par le 

serveur PSIPRED 4.0. (A) Diagramme d'annotation de séquence, (B) Représentation graphique. 

 

 Les couleurs représentent les éléments de structure secondaire des protéines (jaune pour les 

brins β, rose pour les hélices α et gris pour les boucles). La confiance de la prédiction observée 

dans toute la structure secondaire prédite était élevée, indiquant une grande fiabilité de cette 

prédiction. 
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6. Analyse de la structure tertiaire 

6.1. Prédiction de la structure tertiaire 

Puisqu’il n’existe aucune structure pour cette protéine dans la base de données PDB, la 

structure tridimensionnelle de la glucoamylase de Pseudomonas fragi a été prédite à l’aide d’un 

modèle d’homologie. Dans ce cas, le serveur SWISS-MODEL est utilisé pour générer un 

modèle tridimensionnel de la protéine. Les résultats de cette prédiction de structure sont 

présentés dans le tableau 05. Le meilleur modèle pour la protéine glucoamylase de P. fragi 

proposé par SWISS-MODEL (alignement du modèle) était celui d’AlphaFold DB model of 

A0A7Y1C1G9.1.A avec une identité de 82,73 % et une couverture de 100 %. 

Tableau04 : Prédiction de la structure tertiaire de glucoamylase de P. fragi par SWISS-

MODEL. 

 

Model A0A7Y1C1G9.1.A 

Identité (%) 82,73 

Couverture (%) 100 

 

6.2. Raffinement 

Le raffinement du modèle est une étape importante pour améliorer la qualité des modèles 

structurels prédits et se rapprocher de la précision expérimentale des études informatiques 

ultérieures. Pour la protéine glucoamylase de P. fragi, le modèle 3D prédit par SWISS-

MODEL a été amélioré à l'aide du programme en ligne ModRefiner (Adiyaman and McGuffin, 

2019). Après raffinement, les structures tridimensionnelles prédites ont été visualisées et 

optimisées à l’aide du logiciel de visualisation moléculaire PyMOL (figure 10). Il s’agit d’une 

étape cruciale dans la validation et l’interprétation des résultats des analyses de structure et de 

fonction des protéines. 
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Figure 10 : Structure 3D prédite de la glucoamylase de P. fragi  produite par SWISS-MODEL, raffinée par 

le serveur ModRefiner et visualisée par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.5.4. Prédiction de la 

structure secondaire de la glucoamylase montrant les hélices α (Bleu), les feuillets β (flèches jaunes) et les 

boucles (rose). 

 

6.2. Validation: 

Après un processus de raffinement de la structure, la qualité stéréochimique du modèle initial et 

modèle raffine de glucoamylase de P. fragi a été évaluée à l'aide de diagramme de 

Ramachandran. L'évaluation a été réalisée à l'aide du programme PROCHECK sur le serveur 

SAVES v6.0, qui analyse et vérifie la qualité structurelle des modèles protéiques (figure 11, 

Figure 12). 
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Figure 11 : Diagramme Ramachandran du model initial de glucoamylase de P. fragi de PROCHECK 

(serveur SAVE 

v6.0).  

 

Figure 12 : Diagramme Ramachandran du model raffiné de glucoamylase de P. fragi de PROCHECK 

(serveur SAVE v6.0). 
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Le pourcentage de résidus présent dans la  région de diagramme Ramachandran du modèle 

protéique prédit (initial et raffiné) de la glucoamylase de p. fragi a été rapporté dans le tableau 

05. 

La structure de modèle 3D raffinée de cette protéine a été validée par le diagramme de 

Ramachandran de glucoamylase de Pseudomonas fragi, car ils suivent les angles dièdres du 

diagramme de Ramachandran occupés dans les régions favorables. 

Table 05 : Validation de la prédiction de structure tertiaire initiale et raffinée de p. fragi 

par le diagramme de Ramachandran. 

 

Type de 

modèle 

Région 

favorisée (%) 

Région autorisée 

supplémentaire (%) 

Région généreusement 

autorisée (%) 

Région non 

autorisée (%) 

Initial 92,1 7,0 0,9 0,0 

Raffiné 92,4 6,8 0,7 0,0 

 

7. Analyse fonctionnelle 

7.1. Recherche de motif protéique 

À partir d'une étude fonctionnelle de la glucoamylase de Pseudomonas fragi gi|984706454|, le 

serveur de recherche MOTIF finder a détecté deux  motifs fonctionnels, comprenant la 

glycosyle hydrolases de la famille 15 (PF00723) et Trealase-like, N-terminal (PF19291) 

(Figure 13). 

 

Figure 13 : Résultat du MOTIF finder montrant le motif fonctionnel de la glucoamylase de P. fragi. 
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7.2. Analyse du site actif 

Les résidus d'acides aminés du site actif de l'enzyme glucoamylase de Pseudomonas 

fragidéterminés par le serveur COFACTOR sont ; Tryptophane 271, Arginine 273, Aspartate 

274, Isoleucine 399, Tryptophane 400, Glutamate 401. 

Le « score BS » est une mesure de la similarité locale (séquence et structure) entre le site de 

liaison du modèle et le site de liaison prédit dans la structure de requête et est de 1 (> 0,5) pour 

cette protéine, représentant le site de liaison prédit et la liaison du modèle (voir la figure 14).  

 

 

 

Figure 14 : Site actif de la glucoamylase de P. fragi avec son ligand. Prédit par COFACTOR et visualisé par 

le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.5.4montrant les sites de liaison avec le ligand (Trp-271, Arg-

273, Asp-274, Ile-399, Trp-400, Glu-401). 

 

La recherche de motifs protéiques et l'analyse du site actif de la glucoamulase de Pseudomonas 

fragi montrent que les résidus tryptophane et les groupes carboxyles étaient importants pour 

l'activité catalytique et sont strictement conservés dans les glucoamylase d'Aspergillus et de 

Rhizopus (Kumar and Satyanarayana, 2009). 
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La glucoamylase (GA) est une hydrolase catalytique qui hydrolyse des liaisons α -1,4-

glucosidique dans l’amidon, produit par différentes espèces microbiennes, notamment les 

champignons, les levures et les bactéries. Il existe de nombreux domaines de l’industrie 

notamment la production de sirop de maïs à haute teneur en fructose, la production de 

bioéthanol, l’aide digestive et la production de bioplastique. 

Les GA ont été largement caractérisés, en utilisant des techniques d'ingénierie des protéines 

pour étudier les questions fondamentales liées au mécanisme et à la spécificité et pour 

développer davantage les applications industrielles des GA. 

Cette étude représente la première caractérisation structurale et in silicod'une glucoamulase 

provenant de Pseudomonas fragi, fournissant ainsi des connaissances précieuses sur cette 

enzyme. Cette enzyme se caractérise par sa stabilité thermique. 

L’analyse in silico de l’enzyme glucoamylase de P. fragi a révélé plusieurs propriétés physico-

chimiques notamment la nature acide; sa thermostabilité; sa hydrophilicité et sa localisation 

extracellulaire, la structure secondaire de glucoamylase est principalement constituée d'hélices 

α (αhélix), de boucles (Random coils), et de brins β (Extended strand), nous avons réalisé aussi 

la prédiction de structure tertiaire de la protéineainsi que l’analyse fonctionnelle. 

Cette étude bioinformatique ouvre des perspectives prometteuses pour le développement de 

glucoamylase industrielles. Une production à grande échelle de cette enzyme sera nécessaire 

pour répondre à la demande croissante dans le secteur industriel. En effet, les outils 

bioinformatiques proposés pour la caractérisation de la glucoamylase de P. fragi sont essentiels 

pour prédire ses caractéristiques structurales et fonctionnelles, facilitant ainsi les futures 

analyses expérimentales. 
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