République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

UNIVERSITE ABOUBEKRBELKAID, TLEMCEN Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I’Univers
e A

Département Biologie SSA5

Laboratoire Antibiotiques Antifongiques: Physico-chimie, Synthese
et Activité biologique

Mémoire
En vue de I1’obtention du

Diplome de Master
En Sciences Biologiques

Option :
Biochimie Appliquée

Séme

Contribution a I’étude de I’activité catalytique
d’enzymes extraits a partir de végétal

Réalisé par:

Sarra Zoulikha SENOUCI

Soutenu le : 28 /07 /2019, devant le jury composé de :

Président Dr. Benariba N. MCA Université de Tlemcen
Examinatrice Dr. Brikci Nigassa A. MCB Université de Tlemcen
Directeur de recherche Dr. Bedrane A. MAA Université de Tlemcen
Encadreur Dr. Benmansour M. MCB Université de Tlemcen

> Année universitaire : 2018-2019 <
| |




Remerciments

Tout d’abord je remercie Dieu, tout puissant Seigneur des mondes, qui a guidé mes pas sur
le chemin de la science, et qui a accordé la santé, le courage et la force pour mener ce

travail a bout.

J’adresse mes remerciements les plus sincéres aux personnes qui m’ont apporté leur aide et

qui ont contribué a I’élaboration de ce mémoire.

Je tiens & remercier Mme Benmansour M., maitre de conférences classe B au département
de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de
I’univers, Université Abou Bakr Belkaid Tlemcen, pour avoir accepter de diriger ce travail,
pour ses conseils, son aide, ses suggestions sur la rédaction de ce mémoire ainsi que la

confiance qu’elle m’a témoigné tout au long de travail.

Mes remerciements vont également a Mademoiselle Benariba N., maitre de conférences
classe A au département de biologie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des
Sciences de la Terre et de I’univers de I’Université Abou Bekr Belkaid. Tlemcen, qui nous

a fait I’honneur d’accepter la présidence de ce jury de mémoire.

De méme, je remercie trés sincerement Mme Brikci Nigassa A., maitre de conférences B a
la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de I’Univers de

I’université de Tlemcen, pour avoir accepté d’étre examinatrice de ce travail.

Je remercie également Mr. Bedrane A., maitre assistant A, pour ses conseils, ses grandes
qualités scientifiques et pour le partage de ses expériences aussi que sa disponibilite.

Je remercie également tous les techniciens des laboratoires de biochimie, lila, Amine et

Salim pour leur collaboration.



Dédicace :

Je dédie ce modeste travail aux étres qui me sont chers au monde
A mes chers parents

Qui ont toujours été présents pour me soutenir et m’encourager a bien travailler dans
tout ce que j’entreprends

Que ce travail soit le ttmoignage de mon amour

A ma chére sceur et mon frere qui m’ont soutenu avec leur aide si précieux auxquels
je souhaite beaucoup de réussite et tout le bonheur du monde, qu’ils trouvent dans ce

travail la preuve modeste d’une reconnaissance infinie et d’un profond amour
A ma tendre grande meére, toujours présente a mes cotes
A toute ma famille

A mes encadreurs qui étaient présents a chaque instant pour me faire passer tout leurs

savoirs, je les remercie infiniment.

A mes chéres amies

A tous mes camarades de la promotion ensembles nous avons partages d’agréables
moments.



Résume :

La peroxydase (EC 1.11.1.7) est une enzyme qui catalyse un grand nombre de
substrats en réduisant le peroxyde d’hydrogéne H20O2 en H2O. Elle peut étre isolée
de plusieurs sources végétales : radis, navet, ail. Notre travail a pour objectif
d’extraire la peroxydase a partir des radis roses « Raphanus sativus » par broyage et
de procéder a sa purification partielle par précipitation au sulfate d’ammonium,
dialyse et par chromatographie d’adsorption. Ensuite, nous avons contribué a
étudier les méthodes cinétiques et aux activités enzymatiques aprés extraction et

aussi apres chaque purification.

Les résultats obtenues montre une augmentation des activités spécifiques (Extrait
brut 28.32 U.lI/mg, apres précipitation au sulfate d’ammonium 47.91 U.l/mg, aprés
dialyse 260.03 U.I/mg et aprés chromatographie d’adsorption 618.06 U.I/mg). A
des taux d’enrichissement de (pour I’extrait brut 1, aprés précipitation au sulfate
d’ammonium 1.69, apres dialyse 9.18 et apres chromatographie d’adsorption
21.82).

D’apreés les résultats les activités et de I’enrichissement on peut conclure que la

peroxydase a été purifié partiellement.
Mots clés :

Peroxydases — peroxyde d’hydrogene - Raphanus sativus — extraction — purification.
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Summary :

Peroxidases (EC 1.11.1.7) is an enzyme that catalyzes a large number of substrates by
reducing hydrogen peroxide H202 to H2O. It can be isolated from several vegetable
sources: radish, turnip, garlic. Our work aims to extract peroxidase from pink radish
"Raphanus sativus” by grinding and proceed to its partial purification by ammonium
sulfate precipitation, dialysis and by adsorption chromatography. Then, the Kkinetic study
made it possible to determine the enzymatic activities after extraction and each purification
step. The results obtained showed an increase in specific activities for the crude extract
(28.32 1U / mg), after ammonium sulfate precipitation (47.91 IU / mgq), after dialysis
(260.03 1U / mg) and after adsorption chromatography. (618.06 IU / mg). The enrichment
levels obtained for the crude extract is 1 for ammonium sulfate precipitation 1.69 and for
adsorption chromatography the rate is 21.82.

In conclusion.we prove approved that the processes used in our work allow for the
purification of peroxidase from pink radish.
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Peroxidases - Raphanus sativus - extraction - purification - activity.
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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Les enzymes sont connues comme étant molécules des protéiques indispensables au bon
fonctionnement du vivant et considérées comme outils essentiels dans la catalyse de I’ensemble
des réactions chimiques se déroulant au sein des cellules de I’organisme vivant. Elles peuvent
avoir diverses origines, enzymes animales, végétales ou microbiennes [(Sisecioglu et al., 2010),
(Zheng, 2012), (Rusida et al., 2014)].

Par cette propriété spécifique de catalyser plusieurs substrats par minute et leurs présence dans
différentes sources, fait d’eux des molécules biologiques de choix pour différentes recherches.
Suite au développement de multiples méthodes d’extraction, de séparation et de purification, la
recherche sur les enzymes a pris une grande place et un nombre considérable d’enzymes a été
découvert et étudié d’ou le développement de la classification et de la nomenclature par la
Commission des Enzymes de I’Union Internationale de Biochimie en 1961.

De nombreuses études réalisées sur des enzymes isolés a partir de différente sources ont permit
leurs utilisations dans de nombreux domaines a savoir: agroalimentaire, industriel,
pharmaceutique et médical [(kula, 1982), (Marouf et Tremblin, 2015)].

Les peroxydases sont parmi les premieres enzymes étudiées, elles possédent une grande
importance biologique par leurs pouvoirs d’oxyder les composés phénoliques étant toxiques pour
les cellules et I’environnement [(Delannoy et al., 2004), (Passardi et al.,2005), (Rampel, 2007),
(Kalin, 2014)].

Les peroxydases peuvent étres obtenus a partir de plusieurs sources végétales comme Allium
sativum, Raphanus sativus, Ipomoea batatas (Diao, 2012) mais celles qui sont considérées comme
les plus riches sont les radis, une plante riche en antioxydants qui permet la prévention du

développement de certaines maladies (Sakharov et al., 2000).

Notre étude a pour objectif d’extraire la peroxydase a partir du radis rose « Raphanus sativus » et
de contribuer a sa purification partielle afin d’étudier I’activité de I’extrait brut et purifié de la

peroxydase par méthodes cinétiques.

Le protocole expérimental s’est déroulé selon les étapes suivantes :

- Extraction de la peroxydase.

- Purification de la peroxydase par différentes méthodes de purification.

- Détermination des parameétres cinétiques et des activités enzymatique avant et apres chaque
purification.

- Détermination de I’enrichissement.
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1. LaPeroxydase :
1.1. Historique :

La peroxydase fait partie des premiers enzymes étudiés, en effet, en 1810 Planche a observé une
coloration de racine de raifort en présence du peroxyde d’hydrogéne (H.Oz). Alors qu’en 1855
Schonbeina observé une oxydation intense d’extrait végétal ou animal en présence de solution
dilué de peroxyde d’hydrogéne (H20z) et de gaiacol. Plus tard, en 1898 Linossier a nommé un
extrait de pus humain ayant la méme capacité d’oxyder en détruisant les peroxydes « les

peroxydases ».

Enl1976 grace aux travaux de Braithwaite et Welinder que la premiére image cristalline a été
présenté, et la premiére séquence protéique de la peroxydase. Plus tard 1988 Fujiyama est arrivé a

déterminé la premiere séquence nucléotidique.

Ces premiers travaux sont des études de base sur la peroxydase végétale qui ont aide les

scientifiques a approfondir les recherches dans plusieurs domaines (Delannoy et al. 2004).

1.2. Définition :

La peroxydase est une enzyme ubiquiste étant largement répondue dans la nature, et possédant la
possibilité de catalyser en présence de peroxyde d’hydrogene plusieurs substrats donneurs

d’hydrogeéne tout en réduisant ce dernier (H202) en eau selon la réaction général suivante :

H>0>+ RH: (substrat réduit incolore) —— 2 H,O+ R (produit oxydé colore)

Cette oxydoréductase debarrasse les cellules végétales de I’exces de peroxyde d’hydrogéne qui
peut étres toxique en s’accumulant, en I’utilisant comme agent oxydant « substrat » ce qui va

permettre sa réduction en H2O et le rend inoffensif.

1.3. Nomenclature:

La découverte d’un nombre croissant d’enzymes a insisté les scientifiques a développer un moyen
de classification des enzymes : la nomenclature représentée par le sigle « EC » qui est Enzyme

Commission.

Cette nomenclature fut publiée par I’Union Internationale de biochimie en 1961, elle consiste a

classer les enzymes selon la nature de leur substrat et la nature de la réaction qu’elles catalysent.
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Chaque enzyme posséde son propre code, qui contient le sigle EC suivit de quatre chiffres séparés
par points. Chacun des chiffres représente une étape dans la précision de la classification de

I’enzyme.

La peroxydase a pour code EC : 1.11.1.7. Le premier chiffre indique la classe 1 de I’enzyme qui
est une oxydoréductase, le deuxieme chiffre 11 indique le substrat qui est en général le peroxyde ;
le troisieme chiffre indique le substrat spécifiquel implique I’utilisation de H.O, comme substrat
et le quatriéeme indique le numéro de série de I’enzyme (Dunford, 2000).

1.4. Sources:

Les peroxydases existent chez presque tous les étres vivants animaux, végétaux et micro-
organismes. En effet les peroxydases ont été isolées a partir de microorganime (burke et krawford,
1998) et d’Actinomycétes (Moudoub et Oumellil, 2018). Elles ont également été isolé a partir de
plusieurs espéces vegétal : d’Allium Sativum (Medjeldi-Merzougui, 2012), de Brassica Rapa

(Sakhri et Tatemante, 2018) et de Brassica oleraceae var. ramosa (Zahidi et al., 2018).

1.5. Classification :

Les peroxydases sont divisées en 3 classes (Welinder, 1992) :

1.5.1. Peroxydase de classe I :

Cette classe comprend les peroxydases intracellulaires, non glycosylées et sans calcium, inclue :

¢+ Les ascorbates peroxydases (AsP); enzymes qu’on trouve dans les cellules du chloroplaste,

cytosol, peroxysomes, mitochondries (Asada, 1999).

Utilise I’ascrobate afin de réduire I’exces d’H»O produit par photosynthese [(Asada, 1992),
(Smirnoff, 2000)].

+ Les cytochromes C peroxydases (CCP) se trouve dans la mitochondrie et élimine le peroxyde
d’hydrogéne en oxydant le cytochrome C [(Yonetani et Ohnoshi., 1966), (Erman et Vitello.,
2002)].

¢+Les catalases peroxydases (CP) est une enzyme présente chez les bactéries et quelques

champignons ayant une activité peroxydase moindre que I’activité catalase (Obinger et al., 1999).
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1.5.2. Peroxydase de classe I :

Cette classe renferme les peroxydases sécrétées par les champignons,et qui ont la propriété
d’oxyder les substrats ayant un potentiel oxydo-réducteur trés élevé. Les peroxydases de classe Il
(Conesa et al., 2002), s’organisent en trois types. La lignine-peroxydase qui oxyde les substrats
non phénoliques directement contrairement a la manganése peroxydase qui utilise des
intermédiaires (Pouloset et al., 1993) comme les ions Mn3* et Mn?* pour oxyder les molécules. Un
autre type, les versatiles peroxydases qui regroupent les deux exemples précédents c'est-a-dire
(Gold et Alic, 1993) ce type peut oxyder directement les substrats ou en utilisant des intermédiaire
(Ruiz duenas et al., 2001).

1.5.3. Peroxydase de classe Il1 :

Les peroxydases de classe Il sont secrétées a partir des plantes (Rani et al., 2006), ces enzymes
n’ont pas d’affinité aux molécules in vitro, raison pour laquelle peuvent oxyder un nombre

indéfinie de substrats et peuvent avoir aussi de nombreuse fonctions.
1.6. Structure :

La peroxydase vegétale est une enzyme proteéique de 300 a 330 acides aminés, et d’un poids
moléculaires d’environ 40 Kda (Gaspar et al., 1982) et de 29 a 54 Kda. Elle est constituée de trois
domaines importants ; deux dans la partie distale (N-Terminal) et le troisieme dans la partie
proximal (C-Terminal). Chacune de ces parties se lie & un ion Ca?*quia un effet stabilisateur sur la
protéine repliée. Cette apoenzyme se lie de fagcon non covalente a un heme ferreux, I’héme végétal
de type B se situant au centre de la peroxydase [(Szigeti et al., 2008), (Dunford, 1999), (Heriksen
et al.,1998)].

Zone proximale

af* B-domain

Zone distale

Figure n°01 : Structure tridimensionnelle de la peroxydase (Pettersen et al., 2004).
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1.7. Site actif:

Suite a I’étude cristallographique, sur I’interaction de la peroxydase avec sont substrat, des études

on permis positionner le substrat par apport au site actif.

Le substrat se lie a I’enzyme sur trois parties ; une partie de I’héme ferrique, une autre a la partie
hydrophobe de I’enzyme qui comporte le Phe 179, Pro 141, Ala 140, Pro 139, Phe 68, Gly 69,

eten dernier a la face polaire qui contient His 42 et Arg 38.

A fin de déterminer le réle des acides amines constitutifs du site actifs, plusieurs études ont été
réalisés par christallographie. En effet, ces travaux on montré que le remplacement de His 42 et de
I’Arg 38 a diminué I’affinité de I’enzyme pour le substrat, alors que le remplacement de Asn 70
par la Val a pour conséquence la diminution de la vitesse maximale de la réaction (Henriksen et
al., 1998).

1.8. Spécificité du substrat :

La peroxydase est une enzyme ayant un grand nombre de substrats oxydants, comme les
composés phénoliques, I’extensine, le 3-indole acide acétique et les porphyrines, ainsi que le

peroxyde d’hydrogene considéré comme le substrat le plus spécifique.
1.9. Meécanisme d’action :

La peroxydase est une hémoprotéine ferrique ionisée. Elle catalyse I’oxydation de multiples
substrat en présence d’eau oxygénée H>O, permettant la formation d’enzyme transitoire composés
I et Il. La réaction entre ces composeés et les donneurs d’hydrogénes donnera naissance a des
radicaux libres (Dunford, 1999).

La peroxydase a la possibilité de catalyser I’oxydation de multiples substrats représentés en 3

réactions selon la figure 2.

[T'rru\nln-«r an l't‘[hl\f l Compose€ | I
HO-0OH HoD
— -~
— Oxvdation @ 2 électrons

Figure n°02: Mécanisme d’action de la peroxydase (Plemont, 1998).
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En premier, le peroxyde d’hydrogéne est attiré vers la zone polaire de la peroxydase pour se lier
aux résidus His 42 et Arg 42 et a I’ion ferrique, qui constituent le site actif. Cette réaction permet
la formation du composé | étant instable par I’oxydation de I’héme ferrique en oxyférryl
(Fe**=0"). En seconde étape, le composé | entre en réaction avec le substrat donneur d’hydrogéne
pour donner le composé 1l portant un héme oxyferryl protoné (Fe**=0OH). En fin, le composé I

va étre réduit par le substrat en peroxydase a I’état native avec libération d’HO (Plemont, 1998).
1.10. Roles:

Aprés plusieurs études, les chercheurs ont trouvé que les peroxydases procurent des fonctions
importantes. Elles ont un rdle dans la croissance, la résistance, le développement et la
détoxification des plantes aussi par cicatrisation, régulation et déeveloppement cellulaire (Catesson
et al., 1986).

Elle contribue également a la régidification de la paroi qui se fait par sa constitution en
glycoprotéines riches en hydroxyproline et par formation des ponts phénoliques. Elle peut aussi
avoir un role dans la modification de paroi par augmentation de la synthése de lignine ou par
introduction de flavonoide (Zahidi, 2018).

1.11. Localisation :

Les peroxydases se trouvent dans tous les tissus végétaux. Apres les études histologiques de
coloration de co-substrats les chercheurs ont trouvés que les peroxydases se localisent dans
différents compartiments; paroi pecto-cellulosique, vacuole dictosome, réticulum endoplasmique
et mitochondrie. La localisation varie selon les saisons et les espéces (Mc lellan et Robinson.,
1987).

1.12. Utilisations :

La peroxydase est une enzyme utilisée dans plusieurs domaines suite a sa propriété d’oxyder un

grand nombre de substrats.

Dans la protection de I’environnement, utilisée pour le traitement des eaux usées en détruisant
les substances toxiques (phénols) [(Berry et Boyd, 1985), (Klibanov et Morris, 1981)].

En biochimie médicale, utilisée comme Kkits de diagnostique, exemple des kits de dosage
d’acide urique et du glucose sanguin et urinaire, du cholestérol total mais aussi comme marqueur
dans le test Elisa [(Regaldo, 2004), (Kawamura et al., 1989), (Agostini et al., 2002), (Ragland et
al., 2000), (Akyilmaz et al., 2003)].
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En biologie moléculaire : les peroxydases sont utilisées dans différents processus sous
différentes formes, soient comme sonde d’ADN et d’ARN, mais comme marqueurs de croissance
et de stress biotique et abiotique [(Dicko, 2005), (Grigorenk et al., 2001), (Ros Barcelo, 1996)].

Dans I’industrie du papier : utilisée pour le blanchiment du papier (Antonopoulouse et al.,
2001)

Dans I’industrie alimentaire ; les peroxydases sont utilisées comme colorants ou arémes pour
les jus (Egorov, 1995), mais également comme indicateurs de blanchiment des légumes ainsi pour
le contréle de la pasteurisation pour les produits laitiers (Regalodo, 2004).

En immuno-histochimie : I’utilisation de la peroxydase va aider a mettre en évidence les

anticorps tissulaires et cellulaires (Moudoub et Oumellil, 2018).
2. Techniques d’extraction et de purification des enzymes :

2.1. Extraction :

L’extraction est une étape indispensable, qui a pour but d’extraire et libérer I’enzyme du milieu au
sein du quel il se trouve ; que se soit dans le milieu extra cellulaire, intra cellulaire ou péri-
plasmatique, par différentes méthodes physico-chimiques. Le choix de la méthode est spécifique a

I’enzyme pour éviter toute dénaturation de la protéine.

Méthodes d’extraction : I’extraction se fais selon desméthodes chimiques: Détergents ou par
méthodes enzymatiques : lysozyme, ou par altération structural : choc osmotique, congélation-

décongélation. Ou en utilisant des méthodes mécaniques : hautes pression, broyage, sonication.
2.2. Purification :

La purification consiste en la séparation d’une enzyme des autres molécules, elle s’effectue sur le
milieu obtenue apres extraction selon les critéres suivants: le taille moléculaire, la solubilité,

charge électrique, affinité biologique, différence d’absorption.
2.2.1. Precipitation par sels :

Les protéines se dissolvent dans le milieu ionique jusqu’a saturation, ou la solubilité diminue et
elles peuvent précipiter. La précipitation a pour principe d’ajouter a I’extrait une solution saline a

un pourcentage de saturation déterminé.

Cette méthode est souvent utilisée comme premiére technique de purification (Hainque et al.,
2008). Il est préférable de faire suivre cette étape d’une dialyse ou ultrafiltration afin de diminuer
la concentration en sels dans la solution protéique (Kamoun, 1997).
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2.2.2. Dialyse:

La dialyse est une méthode qui permet de réduire la concentration dans I’extrait « dialysat » par
diffusion des molécules a travers la membrane semi-perméable du sac a dialyse contre une

solution dite « contre dialysat ».

La séparation des molécules se fait selon la taille en impliquant les mécanismes de diffusion et
d’osmose (Kamoun, 1997).

2.2.3. Chromatographie :

La chromatographie est un ensemble de techniques analytiques ayant la possibilité de séparer des
molécules d’un milieu en se basant sur la migration des composés dissous dans la phase mobile a
travers une phase stationnaire. Les molécules récoltes des les premiers tubes sont les molécules

ayant moins d’affinité avec la phase stationnaire (Kamoun, 1997).

La chromatographie se classe en différent types selon la nature de la phase stationnaire :

a. Chromatographie d’adsorption :

Cette technique est basée sur une séparation solide-liquide selon la polarité et la taille, en
traversant la phase stationnaire les molécules a séparer sont adsorber par le solvant.

b. Chromatographie par échange d’ion :

Les échangeurs d’ions sont des molécules insolubles hautement polymérisées, ces molécules
portent différentes charges sur les quelles se fixent les petits ions et les molécules polaires. Elle est
réalisé selon la nature de la substance soit porteuse d’anions ou de cations.

c. Chromatographie de partage :

Cette technique est basée sur la séparation de deux liquides non miscibles qui constituent la phase
mobile et I'autre la phase stationnaire. L’un des solvants se fixe sur le support interne est
constituera la phase stationnaire, le soluté soluble dans la phase stationnaire migre.

d. Chromatographie d’affinité :

Cette technique consiste a séparer les molécules selon une reconnaissance spécifique. Trois types
sont utilisés selon I’affinité des deux molécules : enzyme-substrats, ligand-récepteurs et anticorps-
antigenes.

e. Chromatographie d’exclusion :

Cette technique permet la séparation sur couche mince a travers un gel poreux selon la taille, la
forme de la protéine et le poids de la moléculaire.
Elle constitue a mettre une tache des billes de polysaccharide et de la laisser s’éluer par la phase

mobile qui est soit I’eau ou tampon.
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3. Radis rose:

3.1. Description :

Figure n°3: les radis roses.https://www.biaugerme.com/potageres/legumes-

racine/radis/fiches/radis-rose-de-sezanne.http://saulnois-moselle.com/arsenal-marsal/les-lequmes-du-

jardin/mes-legumes/41-radis-rose

Raphanus connu sous le nom de radis, se sépare en trois familles : les radis roses, les radis noirs et
les raids daikon.

Notre étude est réalisée sur les radis roses «Raphanus sativus », un petit Iégume asiatique annuelle
ou biannuelle de la famille des brassicaceaes. C’est une plante cultivée comme un Iégume de
racine rose, qui peut étre ronde ou allonge, charnus et qui se prolonge pour se terminer avec une
racine pivotante. Au dessus, une tige dressée creuse d’une hauteur de 20 a 100 cm portant une
touffe de feuille allant jusqu'a 8 cm de long, de couleur verte. Les fleurs sont en corymbe de 10a

50 cm blanches ou violettes.

3.2. Classification botanique :
Regne : Plantae.

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Ordre : Capparales.

Famille : Brassicaceae (Brassicacees).
Genre : Raphanus.

Espéce : Raphanus sativus.

Nom commun: Radis rose.
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3.3. Intérét:

Les radis sont consommés depuis longtemps, c’est un légume dont la racine et les feuilles sont
comestibles. La consommation de ces derniers va permettre de diminuer le risque de développer
certaines maladies (Cancers, maladies cardio-vasculaire, perte de mémoire..) par sa composition

en antioxydants, vitamines C et B, potassium, sodium et fibres alimentaires (Agostini et al., 2002).

11
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au Laboratoire Antibiotiques, Antifongiques : Physicochimie, Synthese et
Activités Biologiques (LAPSAB) & la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la
Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid - Tlemcen.

1- Détermination du coefficient d’absorbance molaire « £ » du gaiacol :

Pour déterminer I’activité de la peroxydase, la réaction est suivie par spectrophotométrie de

I’apparition du produit en fonction du temps.

L’activité est déterminée par mesure des absorbances du co-substrat oxydé (gaiacoquinone) en
fonction du temps.

C’est pour cela qu’on doit chercher d’abord la longueur d’onde « A » maximal ou absorbe le

gaiacol oxydé c'est-a-dire le gaiacoquinone.
1.1- Balayage spectrale :

La longueur d’onde maximal « A » c'est-a-dire la longueur d’onde ou le gaiacol oxydéa le

maximum d’absorption est déterminée par balayage spectrale.

Pour le faire, nous avons préparé deux tubes de milieux réactionnels a deux concentrations
différentes de gaiacol a partir de la solution mere a 8mM (les constituants sont représentés dans

I’annexe 1).
1.2- Détermination du coefficient d’absorption molaire « € » du gaiacoquinone :

Afin de déterminer le coefficient d’absorbance molaire « € » du gaiacoquinone nous avons réalisé
une gamme d’étalonnage a différentes concentrations a partir d’une solution mére de gaiacol a 8
mM.

Tableau n°01 : Gamme d’étalonnage a différentes concentrations de gaiacol.

N° de tubes 1 2 3 4 5 6 7

Dilution 1 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 1/64

Tampon phosphate

pH=6.2 (mL) 0 1 1 1 1 1 1
Garacol (mL) 2 1 1 1 1 1 1
Volumes finales (mL)| 2 2 2 2 2 2 2

13



Matériel et méthodes

En suite, nous préparons notre milieu réactionnel en apportant a chaque tube 1ml de tampon
phosphate a un ph de 6,2, 1 ml de H20, (10V) et 0.5 ml d’extrait enzymatique dilué au 1/5.

Tableau n°02 : Milieu réactionnel a différentes concentrations d’H,O-.

Dilution 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Garacol dilué (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tampon
1 1 1 1 1 1 1
Phosphate (mL)
H202 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Enzyme 1/5 (mL)| 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Volume final (ML) 5 5 35 | 35 35 | 35 | 35 | 35

Aprés agitation des tubes et incubation a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant

3min, les absorbances sont lues a la longueur d’onde « A » maximale recherché précedemment.
2- Dosage des protéines :

2.1-  Principe:

L’analyse des protéines totales dans I’extrait enzymatique est réalisée par la méthode de Biuret

(Gornall et al., 1949).

Cette méthode se caractérise par la formation d’un complexe entre les liaisons peptidiques et le
cuivre Cu®* pour donner une coloration bleu violette. La densité optique de ce complexe est

mesurée par un spectrophotometre a une longueur d’onde de 540 nm.
2.2- Préparation de la gamme d’étalonnage :

La détermination de la concentration des protéines par la méthode de Biuret est réalisée en
référence a une gamme d’étalonnage a différentes concentrations de gélatine a partir d’une

solution mere de gélatine (1g pour 100 mL).
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Tableau n°03 : Gamme d’étalonnage du dosage de protéine par méthode de Biuret.

Numeéro de Tube 1 2 3 4 5 6
Concentration (mg/ml) 0 2 4 6 8 10
Volume de la gélatine (ml) 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
Volume du tampon phosphate (m| 2 1,6 1,2 0,8 0,4 0
Volume final (ml) 2 2 2 2 2 2

Remarque : le tube 1 est un blanc.

Les tubes sont bien agités apres I’ajout de 3 ml de réactif de biuret (annexe), aprés une
I’incubation de 30 minutes a température ambiante et a I’obscurité, la densité optique est lue au

spectrophotomeétre a 540 nm.

2.3- Détermination de la concentration en protéines des préparations

enzymatiques :

Nous réalisons le dosage des protéines totales dans deux tubes a deux concentrations différentes ;

extrait brut et extrait dilué au 1/5.

Tableau n°04 : Gamme a deux concentrations différentes de protéines.

Numéro de Tubes 1 2
Dilution - 1/5

Volume d’extrait enzymatiqu 1 1

Solution tampon 1 1

Réactif de biuret 3 3

Apres I’ajout des réactifs, les tubes sont vortexer, incubés pendant 30 minutes a I’abri de la
lumiere.la lecture de la densité optique se fait dans un spectrophotomeétre a une longueur d’onde
de 540 nm. Les concentrations en protéines sont déterminées a partir de la courbe d’étalonnage

préétabli.
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3- Extraction de la peroxydase :

Dans notre travail nous avons procédé a un broyage de matériel végetal frais « les radis roses »

dans le tampon phosphate a fin d’extraire la peroxydase.

Dans un mortier, sont mis quatre radis rose, prées étre épluchés et coupés en petits morceaux. Ces
derniers sont broyés en présence de 100 ml de tampon phosphate a un pH de 6,2 pour obtenir un

homogénat qui sera ensuite filtré et centrifugé pendant 20 minutes a 3000 tours.

Apreés centrifugation le surnagent est récupéré et conservé au frais (- 4°C) pour les prochaines
étapes de purifications.

4- Purification de la peroxydase :

La purification d’une enzyme est une méthode d’isolement utilisée afin de séparer une enzyme
spécifique des autres composés qui se trouvent dans I’extrait brut pour obtenir une enzyme

purifiée qui pourrait avoir des utilisations analytiques ou pharmaceutiques.

Dans note travail on a purifié la peroxydase extraite de radis rose selon différentes techniques de

séparation.

4.1- Precipitation au sulfate d’ammonium :
4.1.1- Principe :

Le sulfate d’ammonium (NH4) SOs intervient entre I’eau et les protéines se qui empéche la
formation des liaisons hydrogenes est provoque une déshydratation des groupements hydrophiles
entrainant une précipitation de ces derniers. Ce phénomene est appelé le relargage ou « salting-

out »,
4.1.2- Mode opératoire :

Le sulfate d’ammonium saturé a 80% (annexe) est incubé a 120°C pendant une nuit et ensuite
ajouté a I’extrait enzymatique brut. Le mélange est agité doucement a 4°C, puis laissé précipiter
1 heure a la méme température, aprés centrifugation a 4000 tours pendant 45 minutes, le
surnageant est éliminé et le sédiment redissout dans un volume de solution tampon dans la quelle

I’enzyme a été extraite a I’origine.
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4.2- Purification par dialyse :

4.2.1- Principe :

La dialyse est une technique de séparation des molécules ou des ions selon leur taille par
diffusion selon le gradient de concentration a travers une membrane semi-perméable appelé

membrane de dialyse.

La membrane semi-perméable se présente sous forme de sac a dialyse fermé des deux extrémités

appelé « Boudin de dialyse ».
4.2.2- Mode opératoire :

L’extrait enzymatique obtenu apres purification par sulfate d’ammonium est rempli dans le
boudin de dialyse fermé des deux extrémités, et placé dans un bécher contenant le tampon

phosphate contre le quelle s’effectue la dialyse pendant une nuit au réfrigérateur a 4°C.

Boudin de

dialyse

Extrait

d’enzyme

Tampon
phosphate A L A

Debut de Dialyse Fin de Dialyse
{farte concentration) (equilibra}

Figure n°04 : Purification par dialyse
4.3- Purification par chromatographie d’adsorption :
4.3.1- Principe :

Une colonne de chromatographie équipée d’un verre fritté ou d’un coton est remplie d’une
poudre de silice, qui constitue la phase stationnaire. En suite un mélange est placé en haut de la

colonne (phase mobile).
Le gel de silice a une tres forte polarité ce qui lui donne une forte capacité d’adsorption.
4.3.2- Mode opératoire :

La chromatographie est réalisée sur une colonne contenant du coton a la place du verre fritté,

de la silice comme gel de séparation équilibré avec du tampon phosphate a un pH de 6,2.
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L’élution de 6 ml de la solution enzymatique de peroxydase est réalisé a température ambiante.

Les fractions d’un volume de 1 ml sont collectées dans 50 tubes.

La détection des protéines dans les différentes fractions est mesurée a 280 nm et leurs activités
sont déterminées a 420 nm. Les fractions les plus actives sont rassemblées pour mesurer pour la
détermination des activités volumiques et spécifiques.

5- Détermination des activites volumiques et spécifiques des extraits
enzymatiques :

Une gamme de 6 tubes constituant le milieu réactionnel a été préparée a différents
concentrations en H>O» (tableau n°1) en annexe n°2. Cette gamme va nous permettre la

détermination des parameétres cinétiqgues Vmax et Km et de I’activité enzymatique a savoir

I’activité volumique, I’activité total et I’activité spécifique.
5.1- Etude cinétique de la peroxydase :
5.1.1- Détermination de la vitesse initiale :

La vitesse initiale d’une réaction est déterminée par la quantité de substrat transforme par unité
de temps mesure sur la partie linéaire de la courbe exponentielle : absorbance en fonction du

temps.

Do

I/ Vin _ Temps

La vitesse initiale est calculée a partir de I’équation suivante :

Do 60 + 1 106
Dt’ e L’

Vin =
Dt : Intervalle de temps.
Do : Intervalle absorbance.

L : Trajet optique (cm).

€ : Coefficient d’absorption moléculaire.
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5.1.2- Détermination des parameétres cinétiques :

a) La vitesse maximale (Vmax) :

C’est la vitesse obtenue lorsque I’enzyme arrive a saturation. Elle est déterminée a partir de la

courbe en doubles inverses de Lineweaver-Burk dont I’équationmathématique est de :

1 1 Km 1

— = X
Vin  Vmax * Vmax [S]
b) La constante de Michaelis (Km) :

C’est une caracteristique de la réaction enzymatique qui évalue la concentration du substrat

pour la demi-saturation de I’enzyme.
5.2- Détermination des activités volumiques totales et spécifiques :

L’ activité catalytique est la quantité d’enzyme capable de transformer le substrat en un

produit par unité de temps. Elle peut étre exprimé soit par :

- Unité international désigne la quantité d’enzyme capable de transformer 1umol de substrat

par minute.

-Unité Katal désigne la quantité d’enzyme capable de transformer 1mol de substrat par

seconde.
5.2.1- Détermination des activités volumiques:

La quantité d’enzyme présente dans le tube est calculée par I’équation suivante :

L ) Volume total ) )
Activité volumique = Vmax + S + Volumededilutuion
Volume d'enzyme

5.2.2- Activité enzymatique totale :
La quantité d’enzyme présente dans la solution est calculée par I’équation suivante :
Activité Total = Activité volumique x Volume total x 2.
5.2.3- Activité enzymatique spécifique :
C’est le nombre d’unités d’enzymes par milligramme de protéines dans I’extrait enzymatique.
L’activité specifique permet de mesurer la pureté de I’enzyme, elle est calculée par I’équation

suivante :

Activité total

Nombre de milligramme de proteine
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6- Détermination du rendement et de I’enrichissement :

6.1- Rendement de purification:

Le rendement est le rapport exprimé en% des activités totales entre I’étape 1 et I’étape 2 de

purification

Activité totale2 o
Activité totale 1

Rendement = 100

6.2- Taux de purification (enrichissement):

C’est le coefficient de purification par rapport a la premiére étape, calculé selon la formule

Activité spécifique2

Enrichissement = — =
Activité spécifiquel
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Source végetale : Radis rose « Raphanus sativus »

Extraction / Broyage au mortier.
Filtration Tampon Phosphate a pH= 6,2
|

Centrifugation 20 minutes a 3000 tours

7 Dosage des protéines.
) Dosage d’activité.
Extrait brut de peroxydase

Purlflcatlon + A 80% de saturation.
(NH4)2S04 Incubation une nuit &
1- Précipitation au 120°C.

sulfate d’ammonium : o
Précipitation 2 heures

Centrifugation pendant 45 minutes a 4000 tours

_ | R Culot + Dosage des protéines.
2- Dialyse : 7
Le boudin de dialyse remplis de I’extrait est mis dans un bécher
Contre une solution tampon phosphate a 4°C
v| Dosage des protéines.
Extrait enzymatique Rosaged ot
+
3- Chromatographie Gel de silice
d’adsorption : +

Tampon phosphate

Dosage des protéines.
Dosage d’activité.

N°1 N°2 N°3 N°4 N°50

Dosage des protéines.
Rassemblement des B

fractions actives

Figure n°05 : Diagramme d’extraction et de purification de la peroxydase de Raphanus
sativus

21



RESULTATS ET DISCUSSION



Résultats et discussion

1. Détermination de la longueur d’onde'"L" et du coefficient d’absorbance

moléculaire € du gaiacol:

1.1- Balayage spectrale :

Apreés la lecture de deux tubes a deux concentrations différentes de gaiacol au spectrophotomeétre
a une langueur d’onde allant de 400 nm a 600 nm, I’absorbance maximale a été déterminé a

A=420nm.
1.2- Détermination du coefficient d’absorption moléculaire « € » du
gaiacoquinone:

Les résultats de la lecture d’absorbance de la gamme d’étalonnage du gaiacol par le
spectrophotomeétre a 420 nm sont représentés sur le tableau n°02 dans I’annexe 2 et représenté

dans la figure n°06.

10 - y = 3.992x + 0.033
R2=0.994
£ 8
c
o
§
@ 6
[<B]
O
g
_Q 4
| -
2
Q
< 2
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
[Gaiacol] mM

Figure n°06 : Droite d’étalonnage du gaiacol pour la détermination du € (R>=1).

Le coefficient d’absorption molaire est déterminé a partir de la pente de la droite d’étalonnage du

gaiacol, en utilisant I’équation mathématique suivante : y = 3.947x + 0.000 et €= 3947 M-lcm™™.,

D’aprés la pente, e= 3947 M-cm™. Ce résultat est différent de celui rapporté par les travaux de
Medjaldi en 2012, ou € utilisé était 5570Mtcm™ lu & 470 nm.
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2. Dosage des protéines dans I’extrait brut :

La concentration des protéines dans I’extrait enzymatique est déterminée a partir de la droite

d’étalonnage de la gélatine (Figure n°07).

08 - y = 0.073x + 0.001
' R?=0.996
S
[
o
<
Lo
T
[«B]
[S)]
c
o
o]
| .
2
Q0
<
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
[Gélatine] mg/ml

Figure n°07 : Droite d’étalonnage de la gélatine pour le dosage des protéines par la méthode
de Biuret (R?= 0.996).

La concentration en protéines peut étre déterminée a partir de I’équation mathématique de la

droite : y =0.073x + 0.001.

L’absorbance de I’extrait enzymatique brut est égale a 0.128, ce qui correspond a une

concentration en protéines de 60 mg/ml.

3. Mesure des activités volumiques totales et spécifiques de la
peroxydase dans I’extrait brut :
3.1- Determination des vitesses initiales :

Afin de déterminer I’activité de la peroxydase, nous réalisons une cinétique de celle-ci a

différentes concentrations en substrat.

La figure n°08 représente les absorbances du produit coloré a différentes concentrations en H20-
en fonction du temps, ce qui nous permet de déterminer les vitesses initiales de la réaction a

partir de la partie linéaire de chaque graphe.
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[absorbance a 420nm
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Figure n°08 : Absorbance de gaiacogquinone en fonction du temps de I’extrait brut.

Les vitesses obtenues sont représentées dans le tableau ci-dessous ou on constate une

augmentation de ces derniéres avec I’augmentation de la concentration en substrat.

Tableau n°05 : Vitesses initiales de I’extrait brut a partir de différentes concentrations en H,O5.

Dilution 1/460 1/ 320 1/160 1/80

1/40

1/20

Vin (U.1) 91,20 91,20 121,1 152,01

167,21

197,61

3.2- Détermination des parameétres cinétiques Vmax et Km

Les constantes cinétiques de la peroxydase sont calculées a partir de la courbel/ Vin en

fonction de 1/ [H20:]. Les valeurs données en doubles inverses sont représentés dans le

tableau n°06 et dans la figure n°09.

Tableau n°06 : VValeurs obtenues en doubles inverses de I’extrait brut.

1/Vin (U.1)? 0.010 0.010 0.008 0.006

0.005

0.005

1/[H:07] (mm)* | 1.81 1.26 0.63 0.315

0.157

0.078
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R 0,016 1 y = 0.004x +0.004
- R2=0.990
)
c
= 0,012 -
>
=
0,008 -
0,004 -
-1,500 -1,000 -0,500 0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
1/ [H,0O,] (mM )1

Figure n°9: Représentation en doubles inverses de Lineweaver-Burk de I’extrait brut.

D’aprés les points d’intersection avec I’axe des abscisses et I’axe des ordonnées nous avons
calculé :

Vmax = 200 U.1.

Km =0.909mM

3.3- Mesure de I’activité volumique totale et spécifique de I’extrait brut de la
peroxydase:

Aprés réalisation des différents dosages et parametres nous avons obtenu les activités
représentées dans le tableau n°07.

Tableau n°07: Activités enzymatiques de I’extrait brut.

Concentration Activité Activité Totale Activité
en protéines Volumique (Ul/ml) Spécifique
mg/I I/ ml) (Ul/mg)
60 24.5 1715 28.32
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4. Mesure des activités volumiques totales et spécifiques de la peroxydase apres

purification :
4.1- Précipitation différentielle par le sulfate d’ammonium avant dialyse :
4.1.1- Dosage des protéines :

Une fois la purification réalisée, la concentration en protéines peut étre déterminée selon la

méthode de Biuret a partir de I’équation mathématique de la droite : y = 0.067x + 0.002

L’absorbance de I’extrait enzymatique précipité au sulfate d’ammonium est égale a 0.08, ce qui

correspond & une concentration en protéines de 40.6 mg/ml.
4.1.2- Détermination des vitesses initiales :

Afin de déterminer I’activité de la peroxydase, on aura besoin de la vitesse initiale qu’on obtient

a partir de la partie linéaire des graphes représentée dans la figure n°10.

2 -

1,6
e
= —0—1/460
S12
S ——1/320
’2 —t—1/160
o 0,8
g —=1/80
O
S —=¥=1/40
80,4

O T T T 1
0 50 100 150 200

Temps (Sec)

Figure n°10 : Absorbance de gaiacoquinone en fonction du temps apres précipitation

au sulfate d’ammonium.

Les vitesses initiales déterminées a partir des courbes sont représentées dans le tableau n°08.
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Tableau n°8: Vitesses initiales de I’extrait enzymatique apres précipitation au sulfate

d’ammonium a partir de différentes concentrations en H2O5.

Dilution 1/460 1/320 1/160 1/80 1/40 1/20

Vin (U.1) 76 91.20 136.81 152.01 167.21 182.41

Ces résultats obtenus apres précipitation au sulfate d’ammonium permettent de constater une
augmentation des absorbances ainsi une augmentation des vitesses initiales avec

I’augmentation des concentrations en substrat.
4.1.3- Détermination des parameétres cinétiques Vmax et Km :

La courbe en doubles inverses représentée ci-dessous, nous permet de déterminer Km et Vmax.

Les données en doubles inverses sont représentées dans le tableau n°09 et la figure n°11.

Tableau n°09: Valeurs obtenues en doubles inverses aprés précipitation au sulfate

d’ammonium.
1/Vin (U.l)'1 0.013 0.0109 0.0073 0.0065 0.0059 0.005
1 /[H202] (mM)‘l 1.81 1.26 0.63 0.315 0.157 0.078
0,016 - y =0.004x +0.004
R2=0.989
0,012 -
\:—)’ 0,008 -
=
>
: /0;62\/_
1,5 1 0,5 0 0,5 1 1,5 2
1/[H,0,] (mM)*

Figure n°11: Representation en doubles inverses de Lineweaver-Burk aprées précipitation au

sulfate d’ammonium.
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D’aprés les points d’intersection avec I’axe des abscisses et I’axe des ordonnées nous avons
obtenu :

Vmax = 227 U.l.

Km = 0.900mM

4.1.4- Mesure de I’activité volumique totale et spécifique apres précipitation au

sulfate d’ammonium:

Aprés réalisation des différents dosages et parametres nous avons obtenu les activités

représentées dans le tableau n°10.

Tableau n°10: Activités enzymatiques de I’extrait précipité au sulfate d’ammonium.

Concentration en Activité Activité Totale Activité
protéines Volumique (Ul/ml) Spécifique
mg/I (Ul/ml) (Ul/mg)
40.6 0.794 1945.3 47.91

Aprés la réalisation des tests d’activités, nous avons obtenu une activité spécifique de
47,91U1/mg pour une concentration en protéines égale a 40,6mg/ml et qui est plus inférieurs que
I’activité de a peroxydase extraite a partir de navet « brassica rapa » et précipité au sulfate
d’ammonium saturé aussi a 80% a une solution tampon d’un pH de 6 (0.5M) (Sakhri et Tatmate,
2018).

4.2- Précipitation différentielle par le sulfate d’ammonium apreés dialyse :
4.2.1- Dosage des protéines :

Une fois I’extrait enzymatique dialyse, la concentration en protéines peut étre déterminée a partir

de I’équation mathématique de la droite :y = 0.16x.

L’absorbance de I’extrait enzymatique apres purification au sulfate d’ammonium et dialyse est

égale a 0.12, ce qui correspond a une concentration en protéines de 37 mg/ml.
4.2.2- Détermination des vitesses initiales :

Les vitesses initiales de la peroxydase sont déterminées a partirde la partie linéaire des

graphes représentée dans la figure n°12.
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Figure n°12: Graphe d’absorbance de gaiacoquinone en fonction du temps de I’extrait apres

purification au sulfate d’ammonium et dialyse.
Les vitesses initiales déterminées a partir des courbes sont représentées ci-dessous :

Tableau n°11: Vitesses initiales de [I’extrait enzymatique aprés purification au sulfate

d’ammonium et dialyse.

Dilution 1/460 1/320 1/160 1/80 1/40 1/20

Vin (U.I) 319.22 440.84 440.84 623.25 668.86 684.06

Aprés précipitation au sulfate d’ammonium et dialyse, nous observons que les vitesses initiales
augmentent proportionnellement avec I’augmentation de la concentration en substrat.
4.2.3- Détermination des paramétres cinétiques Vmax et Km :

Les constantes cinétiques de peroxydase sont calculées a partir de la courbel/ Vin en fonction de
1/ [H202]. Les valeurs données en doubles inverses sont représentés dans le tableau n°12 et

dans la figure n°13.
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Tableau n°12 : Valeurs obtenues en doubles inverses de I’extrait enzymatique apres purification

au sulfate d’ammonium et dialyse.

1/ Vin (U.1)* 0.0031 0.0022 |  0.0022 0.0016 0.00149 |  0.00146
1/ [H20;] (mM)™: 1.81 1.26 0.63 0.315 0.157 0.078
0,004 - y = 0.000x + 0.001
R2=0.974
S
g
>
S
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2

1/[H202] (mM)

Figure n° 13: Représentation en doubles inverses de Lineweaver-Burk aprés précipitation au

sulfate d’ammonium et dialyse.

D’aprés les points d’intersection avec I’axe des abscisses et I’axe des ordonnées nous avons
calculé:
Vmax =714 U.I.

Km = 0.641mM

4.2.4- Mesure de I’activité volumique totale et spécifique apreés precipitation
de I’extrait enzymatique par sulfate d’ammonium et apres dialyse:

Aprés réalisation des différents dosages et parametres nous avons obtenu les activités
représentées dans le tableau n°13.
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Tableau n°13: Activités enzymatiques de I’extrait purifié par sulfate d’ammonium et dialyse.

Concentration en Activité Activité Totale Activite
proteines Volumique (UI/ (Ul/ml) Spécifique
mg/l ml) (Ul/mg)
37 87.46 9620.6 260

L’utilisation de la dialyse aprés précipitation au sulfate d’ammonium est nécessaire afin de

déconcentrer la protéine du sulfate d’ammonium.

Les tests d’activité de la peroxydase sur les radis roses par méthode de dialyse ont été réalisés

aprées incubation d’une nuitdans une solution tampon d’un pH de 6,2.

Les résultats obtenus montrent une activité specifique de 260 U/mg pour une concentration en
protéines de 37 mg/ml dans notre extrait. Cette valeur est inférieure a celle obtenue par la
méthode d’ultrafiltration réalisée par Sakhri et Tatmante, 2018, qui est de 166660,75 par 0,115
mg/ml d’extrait de navet rose. Cette valeur reste inferieur a ceux obtenus aprés précipitation au
sulfate d’ammonium suivie de dialyse et traité de triton X-114 qui est de 1627 U/mg dans une

concentration en protéines de 37,6 mg/ml de Medjeldi Marzougui, 2012.
4.3- Chromatographie sur colonne :

Une fois la colonne préparée et contenant les deux phases (mobile et stationnaire), I’élution par
le tampon permet de récupérer 50 fractions d’un volume de 1 ml chacune. La détection de la
présence des protéines et I’évaluation de I’activité de chaque fraction est réalisee au
spectrophotomeétre a 280nm et 470nm respectivement et les valeurs obtenues sont représentes

dans le tableau n°03 de I’annexe n°02 et dans la figure n°14.
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Figure n°14: Profil d’élution de la peroxydase aprés chromatographie sur gel de silice.

Les résultats de la figure n°14 montre que la lecture a 280 nm nous donne un pic de la fraction
12- 32 ou il ya présence de beaucoup de protéines. Parallelement les résultats de la lecture de
I’activité de la peroxydase a 420 nm a montré aussi la présence d’un pic représentant un

maximum d’activité de 28 U. Ce résultat peut indiquer la présence d’un seul isoenzyme.

Cette méthode est réalisé a fin d’essayer une nouvelle technique de purification par
chromatographie que I’on compare avec chromatographie échangeuse de cations(CMC) par cette
méthode Medjeldi Marzougui, 2012 ont eu moins de fractions, pic de faible activité. Ensuite les
résultats sont comparésa une chromatographie échangeuse d’anion par résine de DEAE-
cellulose,et par résine tambérlite réalisé par Sakhri et Tatmante, 2018 et qui avais montré deux

pics distingue.

4.3.1- Détermination de I’activité dans la fraction récuperée apres
chromatographie d’adsorption :

Les fractions 12 et 32 formant le pic de la figure n°14 obtenu aprés dosage de protéines a 280 nm

sont récupérées en une seule fraction.
Une fois la fraction récupérée, La concentration en protéines peut étre déterminée a partir de

I’équation mathématique de la droite : y = 0.225x.
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L’absorbance de la fraction récupérée est égale a 0.01, ce qui correspond a une concentration

en protéines de 0.88 mg/ml.

A- Mesure des activités catalytiques volumiques et spécifiques de la

peroxydase apres chromatographie sur colonne :
a- Détermination des vitesses initiales :

Les vitesses initiales de la peroxydase sont déterminées a partir de la partie linéaire des

graphes représentée dans la figure n°15.
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Figure n°15 : Graphe d’absorbancedu gaiacoquinone en fonction du temps de la fraction

récupérée apres chromatographie sur colonne.
Les vitesses initiales déterminées a partir des courbes sont représentées ci-dessous :

Tableau n°14 : Vitesses initiales aprés chromatographie sur colonne.

Dilution 1/460 1/320 1/160 1/80 1/40 1/20

Vin (U.1) 45.60 60.80 76 76 76 106.4

Apres chromatographie sur colonne nous avons observé que les vitesses initiales augmentent
proportionnellement avec I’augmentation de la concentration en substrat ensuite elles se

stabilisent de 1/160 — 1/40.
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b- Détermination des parameétres cinétiques Vmax et Km :

Les constantes cinétiques de peroxydase sont calculées a partir de la courbe 1/ Vin en fonction
de 1/ [H202]. Les valeurs données en doubles inverses sont représentés dans le tableau n°15 et

dans la figure n°16.

Tableau n°15: Valeurs obtenues en doubles inverses de I’extrait apres chromatographie sur

colonne.
1/Vin (U.I)? 0.021 0.016 0.013 0.013 0.013 0.009
1/ [H202] (mM)? 1.81 1.26 0.63 0.315 0.157 0.078
0,025 - y = 0.006x + 0.009
R2=0.977
0,02 - b4
’I;.‘ 0,015 - ¢
)
<
2 0,01 -
—
0,005 -
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
1/[H202 ]( mM)L

Figure n°16: Representation en doubles inverses de Lineweaver-Burk aprés purification par

chromatographie sur colonne.

D’aprés les points d’intersection avec I’axe des abscisses et I’axe des ordonnées nous avons

obtenu:
Vmax = 111 U.1.
Km =0.66 mM.
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c- Mesure del’activitée volumique totale et spécifique obtenue apres
chromatographie sur colonne:

Aprés réalisation des différents dosages et parametres nous avons obtenu les activités

représentées dans le tableau n°16.

Tableau n°16: Activités enzymatique apres chromatographie sur colonne.

Concentration en Activité Activité Totale ActivitéSpécifique
proteines Volumique (Ul/ml) (Ul/mg)
mg/I (Ul/ml)
0.88 13.59 543.9 618.06

Les résultats obtenus apres chromatographie sur colonne sur gel de silice montrent une activité
specifique de 618.06U/mg pour une concentration en protéines de 0.88mg/ml. Cette activité est
de 2534 U/mg par 0.24 mg /ml de protéines, aprés séparation sur colonne CMC. (Medjeldi
Marzougui, 2012), alors qu’elle est de 14304.31U/mg pour une concentration de 0.17mg/ml pour
la résine ambérlite. La méme équipe a également rapporté une chromatographie par résine
DEAE-cellulose I’activité obtenu été de 14911.83U/mg pour une concentration en protéines de
0.15 mg/ml (Sakhri et Tatemante, 2018).

Le tableau n°6 rassemble les différentes activités de la peroxydase obtenues au cours de notre
étude, cela va permettre d’évaluer I’efficacité des processus de purification appliqués dans ce

travail.

L’activité spécifique permet de suivre I’évolution de la purification de la peroxydase et aussi

d’évaluer la pureté de I’enzyme.

Apres chaque éetape de purification, on remarque une augmentation de I’activité spécifique avec
une diminution des concentrations en protéines correspondant & une perte d’enzymes. On
constate aussi que le taux d’enrichissement augmente apres chaque étape de purification, ce qui

se traduit par une purification partielle de la peroxydase.

Les étapes de purification de peroxydase extraite a partir de radis rose et les résultats obtenus

sont résumées sur le tableau n°17.
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Tableau n°17: Etude de I’activité enzymatique de la peroxydase avant et apres

purification.
Nombre Activités | Activites | Activités
de mg de totales | spécifiques
protéines | Volumiques (U.l/mg) | Enrichissement
(mg/ml) (Ul/ml)
(Ul/ml)
Extrait brut 60.55 24.5 1715 28.32 1
Sulfate
d’ammonium 40.6 27.79 1945 47.91 1.69
avant dialyse
Sulfate
d’ammonium 37 87.46 9620.6 260.03 9.18
apres dialyse
Chromatographie | g9 1359 | 5439 | 61806 21.82
sur Gel de silice
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Conclusion

Le travail présenté dans ce mémoire porte sur I’étude de peroxydase extraite des radis rose
«Raphanus sativus ». Dans la premiere étape nous avons essayé de déterminer les vitesses
initiales, les paramétres cinétiques ensuite I’activité volumique, totale et spécifique de I’extrait
brut. Pour la suite du travail, nous avons purifié la peroxydase par des processus différents a fin
de purifier I’enzyme. Aprés chaque étape de purification on a détermine les vitesses initiales,

les parametres cinétique et les différents activités.

En premier, L extrait enzymatique brute a été précipité au sulfate d’ammonium saturé a 80%
ce qui nous a donnés une activité spécifique de 47.91 U.I /mg a une concentration en protéines
de 40.6 mg/ml.

Ensuite, la dialyse aprés la précipitation au sulfate d’ammonium a permis d’obtenir une activité

spécifique de 260.03U.1 /mg a une concentration en protéines de 37 mg/ml.

La chromatographie d’adsorption sur gel de silice a montré la présence d’activité enzymatique
par un pic allons de la fraction 12 — 32. La fraction obtenue aprés mélange de ces fractions a
montré une activité spécifique de 618.06 U.l/mg a une concentration de 0.88 mg/ml. D aprés
I’augmentation des activités spécifiques on peut constater que la peroxydase a été partiellement
purifié.

De cette étude on peut conclure que le radis rose « Raphanus sativus », est une plante riche en

peroxydase et est une source importante pour cette enzyme.

En perspective, nous souhaitons continuer dans cet objectif et essayer d’autres moyens de
purification pour un meilleur rendement a partir des radis roses.ll serait également intéressant
de voir I’effet du pH sur I’activité de la peroxydase et I’étude d’inhibition de I’activité

enzymatique de la peroxydase.
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Annexe 1:

Préparation de la solution garacol 8mM :

1 ml de garacol dans 1000 ml de solution tampon.
Préparation de solution tampon :

Solution tampon phosphate a 0.1 M, pH = 6.2, pKa =7.20

KH2PO4 > KoPOs& + H*

Solution A : KH2PO4
e Mettre 5.579 g de KH2PO4 dans 500 mL d’eau distillée dans une.
Solution B : Na2HPO4
e Mettre 1.574 g de Na2HPO4 dans 500 mL d’eau distillée.
Annexe 2 :
Réactif de biuret(NH,-CO-NH-CO-NH,) :
Préparation de réactif de biuret :
3 g de sulfate de cuivre CuSOe..
9 g de tartare double de potassium et de sodium.
0.2 M de solution de soude. A la fin on compléte a 1 L
5 g d’iodure de potassium.

Tableau n°1 : Constituants de milieux réactionnels de la gamme de détermination des
parametres cinétiques et des activités de la peroxydase.

N° de tubes 1 2 3 4 5
H202 10V (mL) 1/460 1/320 1/160 1/80 1/40
1 1 1 1 1
Tampon phosphate pH= 1 1 1 1 1
6.2 (mL)
Garacol 8mM (mL) 1 1 1 1 1
Extrait enzymatique dilué 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
au 1/5 (mL)




Tableau n°2 : Absorbances de la gamme d’étalonnage du gaiacol a A = 420nm

Tubes 1

Do 0.1396 0.2981 0.6256 1.2627 2.2507 3.2148 3.4362

Tableau 3 : Table de saturation en sulfate d’ammonium a 0°C

TABLE DE SATURATION EN SULFATE D' AADMONIUM A 0°C

Quantité de sulfate d"ammoninm (en g) 2 ajonter pour chague 100 ml. de solution

% SATURATION FINALF EN SEL

% 2 23 30 35 40 45 30 3 60 65 T0 75 S0 85 90 93 100

0 10.7 13.6 16.6 19.7 329 262 9.5 33.1 36.6 40.4 442 483 523 %6.7 611 659 70.7
% 2 80 109 139 168 200 232 26.6 30.0 33.6 373 411 450 49.1 333 578 62.4 67.1
S 10 54 82 111 141 170 203 236 27.0 30.5 342 379 41.8 458 30.0 344 589 636
*1*! 15 26 55 83 111 143 174 20.7 24.0 275 310 348 386 426 46.6 510 555 60.0
U 20 17 56 84 115 145 17.7 210 244 280 316 354 392 433 476 519 365
E % 27 57 85 117 145 182 214 245 254 321 360 401 442 485 529
T 30 18 57 87 119 150 184 217 253 289 328 36.7 408 451 495
é, s 28 58 885 12.0 153 187 221 258 20.5 334 374 416 459
T 19 59 90 122 155 190 22.5 262 30.0 34.0 381 424
1 48 29 60 91 125 155 193 229 26.7 306 34.7 388
5;' 20 30 61 93 127 161 197 233 272 312 353
T % 10 62 94 129 163 200 238 277 317
1 60 31 63 9.6 131 166 204 242 283
L 68 31 64 95 134 170 208 247
E 7 12 66 100 136 17.3 212
E 75 32 67 102 139 176
N s 13 68 104 141
5 85 34 69 106
E 90 34 71

05 s



Tableau n°3 : dosage des protéines et détermination d’activité apres récupération des
fractions de la chromatographie d’adsorption.

Détection de protéines a Activité a 420 nm Do/Ddt
280 nm

1 0.024 0 0

2 0.024 0 0

3 0.026 0 0

4 0.024 0 0

5 0.021 0 0

6 0.023 0 0

7 0.024 0 0

8 0.026 0 0

9 0.023 0 0
10 0.022 0 0
11 0.025 0.062 0.48
12 0.030 1.077 8.41
13 0.037 2.079 16.24
14 0.045 3.61 28.2
15 0.051 3.31 25.85
16 0.059 2.65 20.7
17 0.073 2.14 16.71
18 0.099 1.59 15.32
19 0.117 1.27 9.92
20 0.121 0.91 7.1
21 0.126 1.01 7.89
22 0.108 0.90 7.03
23 0.095 0.59 5.39
24 0.088 0.63 4.92
25 0.075 0.60 4.68
26 0.065 0.642 5
27 0.056 0.677 5.05
28 0.048 0.57 4.45
29 0.047 0.62 4.84
30 0.042 0.52 4.06
31 0.038 0.57 4.45
32 0.037 0.544 4.21
33 0.034 0.42 3.81
34 0.033 041 3.2
35 0.032 0.39 3.04
36 0.023 0.45 3.51
37 0.026 0.35 2.73
38 0.025 0.37 2.89
39 0.0239 0.40 3.12
40 0.0234 0.426 3.32
41 0.027 0.422 3.29
42 0.021 0.38 2.96




43 0.0205 0.37 2.89
44 0.0206 0.36 2.81
45 0.0211 0.37 2.89
46 0.0208 0.36 2.81
47 0.0226 0.38 2.96
48 0.0234 0.36 2.81
49 0.0228 0.47 3.67
50 0.0333 0.43 3.35
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