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Les protéases de type subtilisine

 Enzymes produites par des bactéries du genre Bacillus sp.

Bacillus subtilis: bactérie a Gram positif en forme de batonnet

 Plusieurs synonymes: alcalase, bacillopeptidase A/B, maxatase,
subtilopeptidase A/B/C, subtilisine de type Carlsberg

Numéro CAS: 1395-21-7; 9014-01-1 Wikiwand.com

https://lizahvanderaart.com/work/microbeprofile-bacillus
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Les protéases de type subtilisine

« Cliver les protéines en s’attaquant au lien peptidique > réaction d’hydrolyse

« Alcaline: conserve son activité a pH élevé

substrat ~ prodults
w Réaction w

enzyme d’hydrolyse enz'y.n'-le
(subtilisine) (subtilisine)

Figure tirée de shalom-education.com
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Les protéases de type subtilisine

 Utilisées dans plusieurs produits

Détergents, détachants

Cosmétiques;
nettoyant a verres de contact
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BAB(i)R YLATED ALCOHOL, CITRIC ACID, SODIUM HYDROXIDE, SODIUM

CLEANSING LIC COPOLYMER, POLYACRYLATE POLYMER,
{OISOTHIAZOLINONE, METHYLISOTHIAZOLINONE, SUBTILISIN
JODECANOL. SCJ FORMULA 35%35249

ENZYME BAUSCH +LOMB
CLEANSER

Boston.
v Gl One Step

Liquid Enzymatic Cleaner

Sodium Glutamate, Talc, Cellulose, Maltodeaxtrin IIIIIIIIIIIIII'

n, LIpase FREE Lens case Enclosed

« Convenient Liquid - No tablets required
« For use with Boston ADVANCE® Comfort Formula
* Works in lens case while disinfecting

i T i
dbadlg s

Rigid Gas Contact Lenses
S5mL 25Weeksupply  Sterile
R el e Ll L

DESCRIPTION: A sterile, aqueous solution containing proteolytic enzyme
(subtilisin) as the active ingredient, and glycerol. Preservative-free.



Les protéases de type subtilisine en SST

 Les milieux de travail concernés

« Production: enzyme, détergents/cosmeétiques, etc.

 Procédés: Industrie du cuir, transformation alimentaire

« Milieu hospitalier: agent de pré-stérilisation
(unités de retraitement des dispositifs médicaux - URDM)

https://avenirensante.gouv.qc.ca/

Marchand, G. (2016)



Les protéases de type subtilisine en SST

» Voies d’exposition et risques a la sante

-y ..
0 W

https://sphweb.bumc.bu.edu/otlt/mph-modules/exposureassessment/

 Irritation des yeux, de la peau et des voies respiratoires

» Sensibilisation respiratoire (asthme aux enzymes)

« Transpiration, maux de téte, douleurs thoraciques, symptomes grippaux,
toux, essoufflement, respiration sifflante

Répertoire toxicologique, CNESST
NIOSH
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Les protéases de type subtilisine en SST

 VEA

VEMP VECD/Plafond Notations et
remarques

60 ng/m?3 d’air

Substance |#CAS| m 3 m 3
(valeur plafond) PP mg/m pp mg/m

Subtilisines (enzymes [1395-21-7]
protéolytiques
exprimeées en enzyme

crystallin pur a 100%)
[9014-01-1] S,RP

S : L'exposition répétée a cette substance peut provoquer une sensibilisation.

RP : Substance dont la recirculation est prohibée (article 108).

Annexe 1 du RSST, 1'¢" janvier 2024
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Connaissances sur l’analyse des protéases de type subtilisine

« Rapport de recherche -k

Etudes
et recherches

« Rapport R-927 - IRSST (2016)

i RAPPORT R-927

« Rapport RR972 - HSE (2013)

» Méthode d’analyse

n O n d IS p O n I b I e Méthode d’analyse des protéases de type subtilisine

et évaluation des concentrations de I'air ambiant

e . . . R de cinq centres hospitaliers
Subtilisines (enzymes protéolytiques en enzyme crystallin pur a 100%)

L'IRSST recommande la méthode suivante :

idve A Rym
Yves Cloutier Jacques Lavoie

Annie Castonguay Nicoias Doucet
N Carole Pépin Frangois Lépine
2> Méthode : -
Protocole d'échantillonnage @7’:

A survey of exposure to enzymes
in cleaning solutions used to clean
endoscopes

Prepared by the Health and Safety Laboratory
for the Health and Safety Executive 2013

Dispositif :
Paramétres :
Débit : -

Volume VEMP : -
Volume VECD : -

Remarques : Cette substance n'est pas analysée par nos laboratoires. Il est possible qu'elle le soit par un autre laboratoire. Veuillez contacter 'lRSST avant d'échantillonner.
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Développement de la méthode d’analyse des protéases de type subtilisine
» Objectifs - validation analytique

 Rapport R-927- IRSST

* Rencontrer les criteres internes de validation méthodologique

@ Récupération: = 75% acceptable, > 90% préférable

@ Précision (replicabilité et répétabilité): £ 10% (erreur)

@ Exactitude: £ 25% de la valeur attendue
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Développement de la méthode d’analyse - Principe analytique

« Dosage enzymatique par spectrofluorimétrie

Extraction

.

filtre

>< irsst

extrait

Dosage

Réaction d’hydrolyse a 37°C pendant 1h30

'/

L

Substrat: Caséine marquée
au BODIPY-FL

¢« - o

mmmmmm

EnzChek® Protease Assay Kits

E6638  EnzChek® Protease Assay Kit *green fluorescence*

Spectrofluorimeétre
(excitation/émission 485nm/528nm)



Développement de la méthode d’analyse - Principe analytique

« Dosage enzymatique par spectrofluorimeétrie

Inconvénients Avantages

- Non spécifique

Simple, rapide, peu colteuse
- Plusieurs interférences

Spectrofluorimetre

potentielles Données: R-927 IRSST

Enjeux
- Sensibilite?

- Reproductibilite?
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Développement de la méthode d’analyse - Validation

» Courbe standard et limite de détection estimée

40000

35000

E'E Concentration Log
=) 30000 STD (ng/mL)  Concentration
S 1 1000 3,00
2 2 200 2,30
S 50000 3 40 1,60
8 4 8 0,90
8 15000 y =12196x + 424,12
o R? =0,9994
S 10000
= LD estimée - extraits
o 10 ng/mL
0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50

Log de la Concentration de Protéases

Source: Protéase de Bacillus licheniformis (Sigma P5380) (CAS : 9014-01-1)

Criteres d’acceptabilité:
* Négatif: valeur d’UFR, 2-3X plus bas que celle de la conc. la plus faible sur la courbe STD (8 ng/mL)
e Coefficient de détermination: R2 > 0,990
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Limite de détection estimée et dispositif d’echantillonnage

» Modification de la méthode d’échantillonnage pour accommoder la LD analytique

LD estimée- extraits

10 ng/mL
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R-927 IOM
e Filtres de FV

e 10 L/min, 15min
e 3 mL d’extraction

LD estimée: 200 ng/m? d’air

P g
[ ¥ 30cm
4 \ C — (. breathing
= zone

>300% de
la VEA

SASS 3100

e Filtres « bioaerosols »

(Microfibre PP electret)
e 300 L/min, 30 min
e 10 mL d’extraction

LD estimée: 11 ng/m3 d’air

18% de
la VEA

Filtr
« bioaerosols »

SASS 3100



Validation - Efficacité d’extraction des filtres (récupération) @

« Exemple 800 ng/mL L /

Absorbé, puis
0’ Iml extrait dans 10 mL \

Concentrations testées

(ng/mL)

80 000 ng/mL

800"
800 ng/mL

Vortex 3000 RPM, 20sec X8 100

20
0,1 mL
8*
dans 10 mL * Les deux extrémes (ou preés) du
800 ng/mL j domaine de linéarité de la courbe STD
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Développement de la méthode d’analyse - Validation analytique

@- Récuperation: = 75% acceptable, > 90% preférable

» Recupération, précision, incertitude et exactitude

@- Exactitude: £ 25% de la valeur attendue

@ Efficacité d’extraction des filtres (récupération): 90,6%

@ Précision (réplicabilité-méme analyste): 7,1%

Incertitude (CVa) : 10,3% o Domaine de linéarité:

(répétabilité- différents analystes): 14,0% 8 a 1000 ng/mL
o LD:2 ng/mL
@ Exactitude (justesse): 95,9% o LQ:7ng/mL

* Comparaison avec deuxieme source: Neogen Megazyme
e Protéase subtilisine A de Bacillus licheniformis

CAS : 9014-01-1 —
e 15 valeurs ! VMR : 8.9 ng/m3 d’air
— 15% de

Megazyme
PROTEASE la VEA

1. For TDF and Stao*
*Jtyrosine equiv. Ut
44T or dry befow -10%"

> irsst —

o VMR: 8 ng/mL



Développement de la méthode d’analyse - Validation de I’échantillonnage
« Reésultats preliminaires

1) En laboratoire - Essais de génération 2) En milieu de travail - URDM

2
)

Savon/
Subtilisine
Air/

comprimé

https://avenirensante.gouv.qc.ca/
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Développement de la méthode d’analyse - Validation de I’échantillonnage

1) Essais de génération en laboratoire

Savon/
Subtilisine

Air
comprimeé
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Développement de la méthode d’analyse - Validation de I’échantillonnage

1) Essais de génération en laboratoire - Récupération

uantité uantité , L
Savon/Solution Q, . . : Récupération
Concentration generee obtenue par (%) z ;-
estimée (ng) filtre (ng) * Récuperation entre 18 et 32%
a4 N
Solution subtilisine * Pertes évaluées:
20 000 ng/mL 44 000 14 000 32
1 14 5 e Parois internes du montage:
Savon A - 500 0 3 négligeable a ~ 10%
~ 650 ng/mL _ )
L0l 250 18 e Air expulsé du SASS 3100:
o 0
Savon B 69 000 16 000 23 négligeable (<1%)
~ 30000 ng/mL 72 000 21 000 29
¢
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Développement de la méthode d’analyse - Validation de I’échantillonnage

2) En milieu de travail (URDM)

* Produits utilisés: Résultat , .
# échant. échantillon dilué mni::::;'(':;';mu Fps ~ Cone. attendue (ng/mL)
(ng/mL) min max
1 33000 8,2E+06 0,1-1% [ 1E+06  1E+07 ]
2 21000 [ 2,6E+06 ] 0,1-1% 1E+06  1E+07
3 1000 6,3E+04 below report. limit NA NA
4 930 1,2E+05 below report. limit NA NA
5 2600 6,5E+05 below report. limit NA NA
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Développement de la méthode d’analyse - Validation de I’échantillonnage

2) En milieu de travail (URDM)

Concentration Concentration

* Air ambiant: extrait air
Echantillon (ng/mL) (ng/m’) Commentaire
Filtre 1 15 15 Prélévement pendant brossage
Filtre 2 7 7 Prélévement pendant brossage; LQ
Controle négatif <6 <VMR

w -
><Irsst VMR: < 8 ng/m® d'air



Conclusion - Résume, limitations et prochaines actions

« Validation analytigue complétée

* Critéeres de validation satisfaits

« LD etLQ (et VMR) obtenues permettent de quantifier la subtilisine dans I'air (avec SASS 3100)
(domaine d’application)

- Méthode peu spécifigue (importance de consulter FDS)
- Prochaines actions: travaux de caractérisation d’interférants

« Essais préliminaires - Dosage de la subtilisine dans l'air

 URDM: résultats encourageants; subtilisine détectée, sous la VEA -> Davantages de mesures

» Génération: recupération maximale de 30% - Amélioration du montage/essais

- Publication de la méthode a venir
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