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Résumeé:

Cette étude a pour objectif l'analyse de [lactivité enzymatique de la
peroxydase extraite a partir des tubercules du navet rose Brassica rapa,
partiellement purifie, grace a une précipitation au sulfate d’ammonium et une
dialyse. Les activités enzymatiques ont été déterminées selon la méthode
cinétique par spectrophotométrie, aussi bien dans I'extrait brut ainsi qu’'aprés
chaque étape de purification. Ensuite, les activités volumiques, totales et
spécifiqgues sont éte déterminées apres extraction et chaque étape de

purification.

Les résultats obtenus montrent des valeurs d’activité enzymatique peu
variables entre celle de l'extrait brut (35,742 U.l/mL), aprés précipitation au
sulfate d’ammonium (35,5782 U.I/mL) et aprés dialyse (35,5684 U.l/mL)
permettant de qualifier le navet rose Brassica rapa comme étant une source

végeétale importante d’enzymes peroxydases.

Mots clés :

Peroxydase- Brassica rapa- Extraction- Purification- Activité enzymatique.
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Introductiongénérale

L’activité d’une cellule dépend d’une réalisation ordonnée et simultanée de milliers de
réactions chimiques. Ces réactions dans un organisme vivant nécessitent la présence des
remarquables propriétés quexercent les catalyseurs biologiques : les enzymes (Gachelin
2002).

Les phénoménes enzymatiques fut découverts chez le régne eucaryote et les
microorganismes. L’exploitation de ces molécules fut possible grace aux diverses
méthodes d’extraction, de fractionnement et de purification qui permettent de mieux

comprendre leurs propriétés structurales et fonctionnelles.

De nos jours, lintérét biotechnologique des enzymes s’accroit du fait des avantages
économiques et environnementaux que ces derniéres offrent comparativement aux

catalyseurs chimiques (Agostini et al., 2002).

Les peroxydases ont été parmi les enzymes les plus exploitées suite a leurs grandes
importances biologiques ainsi qu’a leur remarquable stabilité thermique et chimique (Diao
et al., 2019).Cette derniére reconnait un grand intérét dans les industries
biotechnologiques(Quiroga et al., 2000 ; Azevedo et al ., 2003 ; AL-Bagmi et al., 2019).

Actuellement, le raifort représente la principale source de peroxydase végétale utilisée en
commerce, toute fois, de nombreux travaux sur les végétaux tentent la découverte de
nouvelles peroxydases de stabilité élevée et de meilleures propriétés (Belcarz et al. 2007 ;
Jain, P..,et al 2018 ;Bharadwaj, . 2019 ;Diao et al ., 2019) .

Le navet rose «Brassica rappa», espéce importante des Brassicaceaes, dotée d'une
diversité morphologique (Lin, et al., 2014),et connue pour ses propriétés anti oxydantes et
antidiabétiques, est aussi riches en peroxydases(Romani et al., 2006 ; Jung, 2008 ;

Abou-youssefet al.,2013).

De ce fait, I'objectif de notre étude est I'analyse catalytique de la peroxydase extraite du
navet rose « Brassica rappa », en procédant a des purifications partielles, dont le but est

de déterminer le rendement et le taux de purification.

Pour ce faire, le protocole expérimental de notre étude s’organise en trois étapes :
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Le premier consiste a une étape d’extraction et de semi-purification de la peroxydase grace

a des techniques de précipitation et dialyse.

Ensuite, une étude cinétique sera réalisée aprés chaque traitement de I'extrait enzymatique
qui permettra la détermination des activités catalytiques volumiques et spécifiques.

En dernier, le rendement et le taux de purification seront calculés.
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Synthésebibliographique

1. Navet rose :

Avec les 340 genres et 3700 espéces, les Brassicaceaes appartiennent aux familles les

plus importantes des angiospermes (Stevens 2001 ; Hall et al., 2002).

Notre étude est réalisée sur le navet rose Brassica rapa, une plante herbacée bisannuelle
atteignant 1,5 m de haut, a racine pivotante, parfois partiellement renflée a tige ramifiée de
la famille des Brassicaceaes(Clayton1982), cultivée pour ses racines et feuilles

comestibles.

1.1. Description de la plante :

La plante posséde des feuilles disposées en spirale d’habitude vertes claires et minces,
avec une inflorescence en grappe ombelliforme terminale ainsi que des fleurs
bisexuées(Clayton1982). De plus, les racines sont renflées et charnues, de
forme cylindrique, et de couleur rose-blanc. Ces derniéres se développent a la base des
pétioles de feuilles (Couplan, 2011).Elles sont quelquefois plus ou moins sucrées, d'autres

fois piquantes et un peu acres (Figure n°01).

Figure n°01 : Schéma des parties botanique de Brassica rapa (Wu, J et al.,2012)
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1.2. Classification botanique :

Domaine :Biota.

Regne : Plantae.
Sous-regne :Viridaeplantea.
Classe :Equitopsida.

Clade :Trachéophyta.

Clade :Spermatophyta.
Sous-classe :Magnoliidae.
Super-ordre :Rosanae.
Ordre :Brassicale.

Famille :Brassicaceae.
Genre :Brassica L.

Espéce :Brassica rapa L.
Sous-espéce :Brassica rapa subsp. rapa L., 1753.Nom commun : Navet rose.

1.3. Composition chimique :

Le navet renferme une grande variété de composés biologiquement actifs, tels que les
flavonoides, les glycosides dérives du phénylpropanoides et les alcaloides indoliques
(Couplan, 2011).

Les parties de Brassica rapa notamment les feuilles sont trés riches en huiles essentielles
(Saka et al., 2017), révélant avec les racines des propriétés antimicrobiennes et
antifongiques (Tay et al., 1993).
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Tableau n°01 : Les principaux constituants chimiques du navet (Couplan, 2011).

Organes Composés chimiques
Métabolites primaires Sels minéraux Vitamines
Racines Ca (30mg/1009)

P (27mg/100g) Vitamine A (0UI/100g)

Protides (1g/100g) Vitamine B1 (0.04mg/100g)

Lipides (0.1g/100g) > (%?mgllllggg) Vitamine B2 (0.03mg/100g)
Glucides (6.59/1009) K (1(91mg/1003)) Vitamine PP (0.4mg/100g)

Mg (11mg/100g) Vitamine C (21mg/100g)

€a(191mg/100g) | \samine A (7600U1200
Protides (1.5/100g) P (42mg/100g) Vitamine 31( (0.8mg ,10093)
. Lipides (6g/100g) Fe (1.1mg/100) : ’
Feuilles . Vitamine B2 (0.1mg/100g)
Glucides (0.3g/100g) Na (40mg/100g) Vitamine PP (0.6mg/100g)
K (296mg/100g) : :
Mg (31mg/100g) VitamineC (60mg/100g)
1.4. Intérét :

Les racines du navet rose, congues comme une source gustative introduite depuis bien
longtemps par les populations ancestrales, sont également reconnues pour leur
remarquable contenance en antioxydants naturels. En médecine traditionnelle, ces derniers
furent utilisés dans le traitement d’'une variété de maladies comme I'hépatite, l'ictére, le

furoncle, et les maux de gorge (Berdja et al., 2016).

Le navet richement composé de molécules biologiguement actives, tels que la quercétine
impliquée dans toutes les situations inflammatoires, a la propriété d’inhiber la formation des

meédiateurs de l'inflammation, prostaglandines et leucotriénes(Boots et al., 2008).

2. Peroxydase:

La mise en évidence des peroxydases a eu lieux bien avant la formulation de notion
d’enzyme. En effet, en 1810, Planche décrit 'apparition d’'une couleur bleue, sur des

morceaux de racines de raifort, incubées dans de la teinture gaiac.(Planche, 1810).
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Ensuite, en1818, Thénard fut le premier a décrire les propriétés de 'eau oxygénée et en
1855, Schonbein décrit 'oxydation de certains composés organiques catalysés par les

extraits issus de plantes ou d’animaux, en présence de solution diluée de peroxyde
d’hydrogene H,O, (Thénard, 1818 ; Schdnbein, 1855).

Plus tard, en 1898, le nhom de peroxydase fut donné par Linossier a un extrait de pus

humain présentant les mémes activités (Linossier, 1898).

Les peroxydases de raifort furent 'outil de base des premiers travaux sur les peroxydases
vegetales (Theorell, 1942) et c’est en 1976 grace aux travaux de Braithwaite, d’'une part
et de Welinder, d’autre part, qu'on a pu avoir une premiére image cristalline d’'une de ces

enzymes ainsi que la premiere séquence protéique (Braithwaiteet al., 1976 ).

2.1. Définition :

Les peroxydases sont des protéines a heme, capables de catalyser I'oxydation d'une large

gamme de substrats phénoliques, en utilisant le peroxyde d'hydrogene (H.O,) ou

'hydroperoxyde organique comme accepteur d’électron (Delannoy et al., 2004).

Les peroxydases (E.C.1.11.1.7), enzymes ubiquitaires connues sous le terme de
peroxydases de classe lll, (Rani et al., 2006) catalysent des réactions d’oxydo-réduction
impliquant la réduction d’'un peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et 'oxydation d’un substrat

selon la réaction générale suivante :

H,0, +RH, >2H,0 +R
Peroxydase
La nomenclateur EC (Enzyme Commission) est une classification numérique des enzymes,

basée sur la réaction chimique gu’elles catalysent. Dans ce systeme, la peroxydase a pour

code EC: 1.11.1.7, ou chaque chiffre correspond a une indication précise :
» 1 :signifie une oxydoréductase.

» 1.11 : regroupe les oxydoréductases qui agissent sur les peroxydes comme

accepteurs d’électrons.
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» 1.11.1 : implique celles qui utilisent H,O, comme peroxyde.
» 1.11.1.7 : indique précisément une peroxydase.

Les peroxydases de plantes ont été regroupées avec les peroxydases des bactéries et des
champignons en une seule superfamille (Welinder, 1992). Dans cette derniere, toutes les
peroxydases sont composées de protéines qui présentent toutes une structure
tridimensionnelle similaire (Smulevich et al., 2006). Elles réduisent toutes 'eau oxygénée

(H20,) en H,O, mais oxydent des substrats trés différents.

La superfamille est subdivisée en trois classes distinctes, qui different principalement par
leur séquence peptidigue primaire, le nombre d'ions calcium et de leurs origines (Welinder,
1992) :

La classe | comprend trois types de peroxydases. Elles sont intracellulaires et

comprennent :

» Les ascorbates peroxydases APX (Asada, 1992).

» Les cytochromes c peroxydases CCP (Erman et Vitello, 2002).

» Les catalases peroxydases CP (Obinger et al., 1999).

e Les peroxydases de classe Il jouent un r6le essentiel dans la dégradation des déchets
organiques du sol. On trouve dans cette classe les lignines peroxydases, les
manganeses peroxydases et les versatiles peroxydases (Gold et Alic, 1993).

e Les peroxydases de classe Il sont typiques des plantes vertes. Elles sont encore
appelées peroxydases sécrétées (Penel et al., 2004).Ces dernieres forment des
familles multigéniques de plusieurs dizaines de génes, une des conséquences
majeures du nombre important d’isoformes est la difficulté de pouvoir déterminer un
rle précis pour chacune de ces peroxydases dans les plantes (Hiraga et al., 2001).

e Les peroxydases des mammiferes forment quant a elles seules une superfamille

regroupant : la myeloperoxydase, I'éosinophile peroxydase, la lactoperoxydase, la

thyroide peroxydase, la prostaglandine H synthase, la peroxydasine, etc(Welinder,

1992).

Suite a de nombreuses études cytologiques et histologiques, liées a la coloration de co-
substrats, on a pu déterminer la localisation des peroxydases dans les différents
compartiments cellulaires. Ces derniers se trouvent dans tous les tissus végétaux, parois

pecto-cellulosique, vacuole, réticulum endoplasmique et mitochondrie. Cependant, cette
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localisation varie selon les saisons l'espéce végétale, et le degré de différenciation des
cellules (Poux, 1969 ; Czaninski et Catesson 1969 ; Polle et al., 1994).

2.2. Structure:

La peroxydase végétale est une hémoglycoprotéine, qui comprend un polypeptide
monomeérique de 308 résidus d'acides aminés dont un seul tryptophane, avec un poids
moléculaire d’environ 44 kDa (Welinder, 1976).

Cette derniére est caractérisée par la présence d’un héme ferreux central de type-b, qui
constitue le groupement prosthétique de I'enzyme fortement lié la chaine polypeptidique qui

est 'apoenzyme (Henriksen et al., 1998) (figure n°02).

Heme-b

Figure n°02 : Structure tridimensionnelle de la peroxydase (Dunford, 1999).

Le groupement héme ferrique disposé entre deux domaine contenant chacun deux un atome de

calcium représenté en sphere noir.
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Les peroxydases ont aussi deux sites de liaison pour les ions Ca2* ; qui ont la propriété de
stabiliser la protéine repliée et n'interviennent pas au niveau du site catalytique. De plus
elles sont fortement glycosylées principalement de mannose. Les résidus glucidiques
peuvent représenter jusqua 10 % du poids de I'enzyme en raison de la présence des
motifs conservés, de N-glycosylation NXS/T, chez la plupart de ces enzymes (Lige et al.,

2001).

Cterm

Figure n°03 : Schéma de la structure générale des peroxydases des plantes (Delannoy
et al., 2004).

La position relative des hélices alpha est indiqué (A a J) de méme les ponts disulfures conservé. /
SP: peptide signal / C-term: extension C-terminal présente chez les peroxydases

Les peroxydases de classe Ill possedent trois domaines conservés correspondant a trois
hélices alpha, B, D et F (figure n°03). Le domaine B code le domaine distal d'interaction
avec I'neme qui contient une histidine et une arginine fondamentales a la catalyse, le
domaine D n'a pas de fonction connue et le domaine F est le domaine proximal de fixation
de I'heme grace a une histidine conservée. Les domaines B et F constituent avec I'héme,
le site actif de la protéine. Outre ces domaines, les peroxydases possedent toutes un

peptide signal a leur extrémité N-terminale, conditionnant leur passage dans le réticulum

endoplasmique puis leur sécrétion (Delannoy et al., 2004).
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2.3. Site actif:

Grace aux laborieux travaux de cristallographie réalisés par Henriksen et ses
collaborateurs en 1998, sur les interactions de la peroxydase avec son substrat, on a pu
montrer le positionnement de ce dernier dans une crevasse qui n'est autre que le site actif

de cette enzyme (Henriksen., 1998).

Figure n°04 : Site actif d’'un complexe peroxydase du raifort- acides benzhydroxamique
(BHA)(Henriksen et al .,1998)

Les liaisons hydrogéne sont représentées par des lignes pointillés.

Le substrat est orienté vers une région de 'héme ferrique, alors que les parties apolaires
sont dirigées vers la partie hydrophobe de I'enzyme comportant le Phe 179, Pro 141, Ala
140, Pro 139, Phe 68, Gly 69 et en dernier les parties polaires sont orientées vers His 42 et

Arg 38, a proximité du fer(Henriksen et al.,1998).

De nombreuses études complémentaires réalisées par mutagénese et cristallographie, ont
permis de déterminer des renseignements sur le rdle de chacun des différents acides
aminés (Wertz, J. L. 2010). Le résultat de ces travaux a montré que le remplacement de

I'His 42 et de I'Arg 38, diminue toujours laffinité de 'enzyme vis avis du substrat, ces deux
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acides aminés semblent donc étre directement impliqués dans la formation du complexe
enzyme/substrat. Alors que le remplacement deAsn 70 par la Val engendre une diminution
de la vitesse maximale de la réaction, ce qui explique I'existence éventuelle d’une liaison
hydrogéne entre Asn 70 et His 42 qui peuvent étre établie entre Val 70 et His 42 induisant
une diminution de la réactivitt de I'His 42 et un changement de sa position dans

lespace (Nagano et al., 1996).

2.4. Mécanisme d’action:

Peroxidase Cumpound I
H 0 OH
Q FParphyrin-
cation Radical

Fe3
AH2
+0H ﬁ

Fed |Compuund Il

Figure n°05 : Mécanisme d’action de la peroxydase (Plemont, 1998).

Les peroxydases sont des enzymes michaéliennes (Dunford, 1999), composé d’une
structure chimique «héme» contenant du fer ionisé capable de se lié a l'oxygéne catalysant
l'oxydation d’une multitude de substrats a différentes structures.

Le mécanisme de catalyse des peroxydases est de type « ping-pong » donnant lieu & des
cinétiques 1/v = f(1/(S)) sous forme de droites paralleéles. L’action de ces enzymes
nécessite la présence a la fois d’'un composé phénolique et de 'eau oxygénée (H202) qui
se déroule en 3 étapes (Dunford, 1976).

D’abord le H,0, est attiré vers une zone polaire, la crevasse, au voisinage de 'His 42, I'Arg
38 et de l'ion ferrique. Cette réaction permet la formation du composé | étant instable par
l'oxydation de 'héme ferrique en oxyférryl (Fe** =0O*).Ensuite, c’est le deuxiéme substrat
qui entre en réaction avec le composé | comme donneur d’hydrogéne pour former le

compose Il portant un héme oxylferrylprotoné (Fe3*=0H).Enfin, le composé |l va étre réduit
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par le substrat en peroxydase a l'état initial, cela libére une deuxiéme molécule de H,0O
(Plemont, 1998).

2.5. R6le physiologique des peroxydases de classe lll :

Plusieurs ouvrages et articles successifs ont passé en revue les réles physiologiques des
peroxydases de classe Ill tant dans le développement de la plante que dans son
comportement a I'égard des traumatismes abiotiques ou biotiques (Gaspar et al., 1982 ;
Penel et al., 1992 ; Dunford, 1999 ; Fraignier&Kobrehel, 2000 ; Hiraga et al., 200l).

Les peroxydases interviennent dans de nombreux processus physiologiques chez les
plantes, notons le processus de croissance. Ce role intervient dans la régulation du taux
circulant de l'acide indole-3-acétique (AlA) ou auxine par le biais de son catabolisme
oxydatif(Biggs et Fry, 1987), ce qui intervient dans la perte de la plasticité des parois
cellulaires en formant des ponts phénoliques entre les polymeéres de la paroi conduisant a
une rigidification irréversible de cette derniére suite aux glycoprotéines riche en

hydroxyproline présentes dans la structure des peroxydases(Biggs et Fry, 1987).

Ces derniers peuvent prévenir efficacement les effets néfastes des agents oxydants en
réduisant le taux des hydroperoxydes (Cuypers et al.,2002).Elles interviennent également
dans la biosynthese de [Iéthylene en oxydant lacide 1-amino-cyclopropane-1-
décarboxylique (ACC), hormone impliqguée dans la réponse des tissus au stress(Kato et
al., 2000),ainsi que dans la lignification et la tubérisation des cellules (Quiroga et al.,
2000).

2.6. Applications biotechnologiques des peroxydases:

Les peroxydases trouvent des applications industrielles et biotechnologiques trés variées et
diversifiées, due a leur forte activité, leur robustesse, et leurs propriétés d’oxyder un grand

nombre de substrats.

En biochimie médicale, suite a la capacité des peroxydases a donner des produits
chromogénes et de bonne stabilité, les rendent bien adaptées pour la préparation d’enzyme
conjuguée a l'anticorps tel est le cas pour le test Elisa (Kawamura et al., 1989). Elles sont

également utilisées dans les kits de diagnostic, exemple des kits de dosages d’acide urique
(Agostini et al. 2002), de glucose sanguin et urinaire (Regalado, 2004), du cholestérol

total (Ragland et al., 2000) ainsi que dans les diagnostiques en médecine telles que la
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détection de la 8-hydroxy-déoxyguanosine et ses analogues dans I'urine pour identifier les

risques de cancer de la prostate (Chiou et al, 2003).

Dans le génie de l'environnement, les peroxydases trouvent leurs utilisations dans le
traitement des eaux usées en raison de leurs propriétés a catalyser les composés
phénoliques et amines aromatiques (Wagner et Nicell, 2001 ; Alemzadeh et Nejati, 2009;
Ashraf et Husain, 2010).

L’utilisation industrielle apparait trés prometteuse, les peroxydases peuvent étre utilisées
en tant que biocatalyseurs dans la synthese organique des polyméres (Wang et al.,
2016).Ces derniers sont a leurs tour impliqués dans la production des films en plastiques,

polyester et époxy, les écrans UV et les résines phénoliques(Delannoy 2004).

Les peroxydases sont également utilisées dans l'industrie alimentaire notamment dans
'estimation du lactose dans le lait et ses dérivées (Sharma et al. 2002), ainsi que dans la
production des colorants a partir de phénols naturels plus précisément celui des plantes.
Ces colorants produits sont utilisés pour renforcer la couleur des jus, des vins et des thés
mais aussi des arébmes (Egorov, 1995).Elles trouvent aussi une large utilisation dans

lindustrie du textile pour contréler la coloration des vétements (Egorov, 1995).

En biologie moléculaire, 'application des peroxydases s’étend sur un axe trés diversifié,
comme sonde d’ADN et d’ARN, marqueur de croissance et de différenciation des tissus

mais aussi comme marqueurs dans divers stress biotiques et abiotiques (Dicko, 2005).
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M atériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire de biochimie n°4, du département de biologie, a la
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de I'Univers,

Université Abou Bekr Belkaid—Tlemcen.

Notre travail a été réalisé sur les racines de 'espéece Brassica rapa autochtone Algérienne,
les navets rose utilisés dans cette étude sont issues dans un marché local de la ville de
Tlemcen en mois de mars, elles ont subi un lavage a l'eau pour éliminer tout agents

contaminant et les traces de poussiere.

Figure n°06 : Photo originaire des navets roses utilisées
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1. Extraction de la peroxydase :

L’extraction est une étape indispensable, consistant a libérer les enzymes des cellules ou
structures subcellulaires au sein desquelles ils se trouvent, par difféerentes méthodes
(Coutouly, 1997).

1.1. Préparation de I'extrait brut :

Les tubercules du navet rose Brassica rapa lavées, épluchées et découpées en fines
lamelles (200g) sont mélangés avec une solution tampon phosphates 0,1MapH
6,2(400mL) dans un mortier afin de réaliser un broyage manuel, tout disposé dans un bac
a glace, afin de stabiliser 'échantillon a froid. L’homogénat obtenu est ensuite filtré
successivement a l'aide d’un coton puis d’'un papier filtre, le filtrat récupéré est centrifugé
pendant 20 minutes a 3000 tours.

Apres centrifugation le surnageant est récupéré et conservé au frais (4C°), pour les

utilisations ultérieuores.  FoSS----------------

Tubercules du navet rose :
1

Par une éplucheuse
et une rape

[ TE—— .

400mL de solution

’ Broyage manuel ! E tampon disposé E

Fines lamelles (2009) ! i

dans un mortier

Filtration

| |

Centrifugation a 3000 tours pendant 20 minutes

|

Récupération du surnagent et conservation de I'extrait brut a4C®

Figure n°07 : Schéma du protocole de I'extraction du navet rose (Jeanjean et al., 1975)
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2. Dosage des protéines :

Les protéines totales solubles dans 'extrait enzymatique ont été déterminé selon la
méthode de Biuret (Gornall et al.,1949).

2.1. Principe:

Cette méthode se caractérise par la formation d’'un complexe entre la liaison peptidique et
le cuivre Cu?*pour donner une coloration bleu violette. La densité optique de ce complexe
est mesurée par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

2.2. Préparation de la gamme d’étalonnage:

L’analyse de la concentration des protéines totales de I'extrait enzymatique par la méthode
de biuret a été réalisé en référence a une gamme d’étalonnage a différentes concentrations
de fraction de sérum albumine bovine (BSA) préparée a partir d’'une solution mére de BSA
(1g pour 100mL).

Tableau n°02 : Gamme d’étalonnage de la BSA pour le dosage des protéines par méthode

de Biuret.
Numéro de Tube 1 2 3 4 5 6
Concentration (mg/mL) 0 2 4 6 8 10
Volume BSA (mL) 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
Volume tampon phosphate > 16 12 0.8 04 | 0
(mL)
Volume final (mL) 2 2 2 2 2 2

Les tubes sont ensuite agités a 'aide d’'un vortex apres I'ajout de 3mL du réactif de biuret et
incubé pendant 30 minutes & température ambiante et a 'obscurité, la densité optique est

lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

2.3. Détermination de la concentration en protéines des préparations enzymatiques :

Nous avons réalisé le dosage des protéines totales dans deux tubes a deux concentrations

différentes, extrait enzymatique dilué au 1/10 et 1/20.
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Tableau n°03 : Gamme a deux concentrations différentes de protéines.

Numéro de tube 1 2

Dilution 1/10 1/20
Volume d’extrait

enzymatique (mL) 1 1
Solution tampon (mL) 1 1
Réactif de Biuret (mL) 3 3

3. Purification de la peroxydase :

La purification d'une enzyme est un processus qui passe par plusieurs étapes dont le but
est d’extraire spécifiquement 'enzyme du reste des composants contenues dans I'extrait
brut ayant un usage analytique ou pharmaceutique.

3.1. Précipitation au sulfate d’ammonium:

Une des étapes initiales des procédures de purification est souvent la précipitation
différentielle au sulfate d'ammonium (NH,).SO4(F De Jesso0,1968).

3.1.1. Principe :

Ce phénoméne s’explique par la déshydratation des groupements hydrophiles des résidus
d’acides aminés d’ou la diminution de la solubilité des protéines et par conséquent leur
précipitation. Chaque protéine est plus ou moins soluble en solution selon sa composition.
On peut séparer les protéines plusieurs en fonction de leur tendance a précipiter plus ou
moins vite quand on change la force ionique de la solution qui les contient.

3.1.2. Mode opératoire:

On procéde par une incubation de sulfate d’ammonium solide a 60% de saturation a 120 C°
durant toute une nuit auquel 20mL de I'extrait brut de navet seront ajoutés, puis laisser
précipiter pendant 24 heures a 4C°. Aprés incubation a froid, Le mélange est centrifugé a
4000 tours pendant 20min, le surnageant est €éliminé et le sédiment redissoud dans un

volume de solution tampon phosphate 0,1M a un pH=6,2 (Da silva et al., 1989).
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3.2. Dialyse:

3.2.1 Principe :

La dialyse permet de séparer des substances en utilisant leur capacité respective a franchir
par diffusion, selon leur taille et le gradient de concentration, les pores d’'une membrane

semi-perméable appelé boudins de dialyse placées dans un récipient contenant le liquide

contre lequel s’effectue la dialyse.
3.2.2 Mode opératoire :

L’extrait enzymatique obtenu aprés précipitation au sulfate d’ammonium est remplie dans le
boudin de dialyse fermé des deux extrémités et placé dans un bécher contenant le tampon

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

4. Détermination des activités volumiques et spécifiques des extraits enzymatiques :

Une gamme de 5 tubes constituant le milieu réactionnel a été préparé a différentes
concentrations en H,0,, afin de déterminer les paramétres cinétiques Vmax, Km et les

activités enzymatiques, voir I'activité volumique, l'activité totale et l'activité spécifique.
4.1. Milieu réactionnelle de l'activité enzymatique :

Nous avons procédé a la préparation d’'un milieu réactionnel en apportant a chaque tube : 1
mL de tampon phosphate 0,1M a pH 6,2, 1mL du Gaiacol & 0,1M et 1mL de H,O, (10V) a
différentes dilutions, dont on a pris 1,5mL auquel on a additionné 0,25mL d’extrait

enzymatique dilué au 1/20.
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Tableau n°04 : Préparation des milieux réactionnels a différentes concentrations d’H,O,

Dilutions H,0, 1/20 1/40 1/80 | 1/160 1/320
Gaiacol a [0,1M] 1 1 1 1 1
(mL)
Tampon
Phosphate [0,1M] 1 1 1 1 1
(mL)
HzOz(mL) 1 1 1 1 1
Enzyme 1/20(ML) | 955 | 025 | 025 | 025 | 0,25
Volume final (mL) | 3,25 3,25 3,25 3,25 3,25

4.2. Etude de la cinétique de la peroxydase :

4.2.1. Détermination de la vitesse initiale :

La vitesse initiale d’'une réaction est déterminée par la quantité de substrat transformé par

unité de temps mesuré sur la partie linaire de la courbe exponentielle : Absorbance en
fonction du temps.

DO

Zone linéaire = wvitesse nutiale Vg

Temps
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La vitesse initiale est calculée a partir de 'équation suivante :
. Do 1
Vin=—-60+—-10°
Dt &L
Dt : Intervalle de temps.

Do : Intervalle absorbance.

L : Trajet optique (cm).
€ : Coefficient d’absorption moléculaire.

4.2.2. Détermination des parametres cinétiques:

a. Lavitesse maximale V max :
Elle correspond a la vitesse initiale maximale de la réaction enzymatique lorsque 'enzyme
se trouve face a un excés de substrat, appelé état de saturation. Elle est déterminée a
partir de la courbe des doubles inverses de Lineweaver-Burk dont 'équation mathématique
est la suivante :
1 1 Km 1

I — + X —
Vin Vmax Vmax [S]

b. Laconstante de Michaelis Km :
C’est une constante caractéristique de la réaction enzymatique qui met en évidence

laffinité de 'enzyme pour son substrat.
4.2.3. Détermination des activités volumique totales et spécifiques :

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

produit par unité de temps, peut étre exprimé par Unité international ou par Unité Katal.

» Unité international (Ul): 1 unité d’activité enzymatique est définie comme la quantité

d’enzyme provoquant la transformation de 1umole de substrat par minute.
» Katal (kat): est définie comme la quantité d’enzyme provoquant la transformation

de 1mole de substrat par seconde.
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a. Détermination des activités volumiques :

La quantité d’enzyme présente dans le tube, définie par I'équation suivante :

o ) Volumetotal o
Activitévolumique = Vmax X - X Facteurdedilution
Volumed'enzyme

b. Activité enzymatique totale :

La quantité d’enzyme présente dans la solution, calculée par I'équation suivante :

Activité Totale = Activité volumique X Volume total.

c. Activité enzymatique spécifique :

C’est le nombre d’unités enzymatique par milligramme de protéines dans [extrait
enzymatique. Cette derniére est une mesure de la pureté enzymatique, elle augmente au
cours de la purification d’'un enzyme et devient maximale et constante quand I'enzyme est

pure.

Activité totale

Activité spécifique = — .
Nombre de miligramme de proteines

5. Détermination du rendement et de I’enrichissement :
5.1. Rendement de purification :
Est le rapport le plus souvent exprimé en pourcentage (%) des activités totales entre les

étapes 1 et 2 de purification.

Activité Totale 2 y
Activité Totale 1

Rendement = 100.

5.2. Taux de purification (Enrichissement) :

C’est le coefficient de purification par rapport a la premiére étape, définie par le rapport

suivant :

Activité spécifique 2

Enrichissement = ———————— .
Activité spécifique 1
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Résultats et discussion

En raison de la rupture des travaux pratiques en raison de la crise sanitaire actuelle, les
résultats présentés dans cette partie ne sont que préliminaires issue des premiers essais

réalisés au niveau du laboratoire.
1. Dosage des protéines dans I'extrait brut :

La concentration en protéines présentes dans I'extrait brut est déterminée a partir de la
droite d’étalonnage de la BSA (figure n°08 et n°09).

Figure n°08 : Photographie originaire de la gamme d’étalonnage de la BSA.

0,45 ~
0,4 - L 4
0,35 -
y =0,034x+ 0,0267
R?=0,9351

o
w

1

2
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0,15 A L 4

Absorbance a 540 nm
o
N
*

o
[N
1

0,05 -
0 L 2 T T T T T 1

[BSA] mg/mL

Figure n°09 : Droite d’étalonnage de la BSA pour le dosage des protéines par méthode de
Biuret (R2=0,935).

Le taux de protéines est donc déterminer a partir de 'équation mathématique de la droite

établie : y=0,034x + 0,026.
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L’absorbance de l'extrait enzymatique dilué au 1/20 obtenu par spectrophotométrie est de

0,18, ce qui équivaut une concentration en protéines de 4 mg/mL.

2. Mesure des activités volumiques totales et spécifigues de la peroxydase dans

I'extrait brut :
2.1. Détermination des vitesses initiales :

La détermination de lactivité enzymatique de la peroxydase nécessite la réalisation d’une
cinétique enzymatique, pour cela nous avons réalisé des milieux réactionnels a différents
concentration en H,O, afin de mesurer les absorbances du produit coloré en fonction du
temps (Figure n°10), ce qui nous permet de déterminer la vitesse initial de la réaction a

partir de la partie linéaire de chaque graphe : Absorbance=f (Temps)(Figure n°11).

Figure n°10 : Photographie originaire des cuves contenant le milieu réactionnelle.
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Figure n°11 : Graphe des absorbances de gaiacoquinone en fonction du temps.
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Le coefficient d’absorption molaire utilisé dans le travail est celui obtenus a partir des

travaux réalisé par SENOUCI 2019, qui est de €=3947M™1cm 1,

Les vitesses initiales obtenues sont représenté dans le tableau ci-dessous, ou I'on apergoit
une augmentation proportionnelle de la vitesse vis-a-vis 'augmentation de la concentration

en substrat.

Tableau n°05 : Vitesses initiales de I'extrait brut selon les concentrations en H,O..

Dilutions 1/160 1/80 1/40 1/20

Vin (U.]) 253,83 254,25 254,68 255,40

2.2. Détermination des parametres cinétiques V max et Km :

Les constantes cinétiques de la peroxydase sont déterminé a partir de la courbe
Linewearver-Burk 1/Vin = f (1/H,0,), les valeurs en doubles inverses sont représentées

dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°06 : Valeurs obtenus en doubles inverses de I'extrait brut.

1NVinx1073 (U.l) 3,9396 3,9331 3,9265 3.9154
1/ [H,0;] 0,63 0,315 0,157 0,079
3,945 -
- 3,94 - *
3 3,935 -
" 3,93 -
g y =0,0388x+3,9172
= 3,925 1 R? =0,8385
2 3,92 -
= 3,915 - *
0,5 -0,3 0,1 ' 0,1 0,3 0,5 0,7
1/[H;0;] (mM)!

Figure n°12 : Représentation en doubles inverse de Lineweaver-Burk de I'extrait brut.
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D’apres les points d’intersection avec 'axe des abscisses et 'axe des ordonnées nous

avons obtenus :
V max = 255,30 U.l
Km=9,7mM.

2.3. Mesure de l’activité volumique, totale et spécifique de I'extrait brut de la

peroxydase:

Suite aux différents paramétres obtenus ainsi qu'au dosage de protéines réalise nous

avons pu déterminer les différentes activités représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°07 : Activité enzymatiques de I'extrait brut.

Concentration en Activité Activité Activité
protéines Volumique Totale Spécifique

(mg/mL) (U.VmL) (SR)] (U.Vmg)

80 35,742 31452,96 393,162

Les différents résultats d’activité obtenus a partir de I'extrait brut révelent une importante
activité spécifique 393,162 U.I/mg pour une concentration en protéines de 80 mg/mL. Cette
valeur est nettement supérieure a celle obtenue a partir des radis rose «Raphanus
sativus» lors des travaux réalisés dans les mémes conditions de milieu réactionnel par
Senouci, 2019(Senouci, 2019).1l en est de méme pour d’autres espéces dans différents
milieux réactionnels ou lactivité spécifique, n'était que de 4.23 U.I/mg pour «Brassica
2019), 0.074 U.l/mg pour les
douces(Bharadwaj, 2019) et 85.38 U.l/mg pour les herbes de «Phyllantus amarusx»(Jain

et al., 2018).

oleracea» ou choux(Victor et al, patates

3. Détermination des activités volumiques, totales et spécifiques de la peroxydase

apreés purification :

3.1. Précipitation au sulfate d’ammonium avant dialyse :
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Une solution de 20mL de l'extrait brut de navet est soumise a une précipitation au sulfate
d’ammonium a un pourcentage de 60%, saturation idéal pour la précipitation des
peroxydases du navet d’aprés certains auteurs (Mazza et al., 1968) |, le test d’activité est
effectué sur les précipités obtenus apres centrifugation et solubilisation dans un tampon
phosphate ( 0,1M ;pH de 6,2).

3.1.1. Détermination des vitesses initiales :

L’étude de l'activité enzymatique de la peroxydase aprés précipitation différentielle par le
sulfate d’ammonium, nécessite la détermination des vitesses initiales mesurées a partir de

la partie linéaire des graphes absorbances en fonction du temps représentés ci-dessous.
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Absorbance a 420 nm

Figure n°13 :Graphe des absorbances de gaiacoquinone en fonction du temps aprés

précipitation au sulfate d’ammonium.
Les vitesses initiales obtenues sont représenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°08: Vitesses initiales de I'extrait enzymatique aprés précipitation au sulfate

d’ammonium selon les concentrations en H,0,.

Dilutions 1/320 1/160 1/80 1/40
Vin (U.) 253,11 253,50 253,71 25411
( 1
1 7 )
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Les résultats obtenus sur la solution récupérer aprées précipitation au sulfate d’ammonium
montrent une légére augmentation de vitesses initiale par rapport a 'augmentions des

concentrations en substrat.

3.1.1. Détermination des parameétres cinétiques V max et Km :

Les constantes cinétiques sont déterminées a partir de la courbe Lineweaver-Burk, les

valeurs en doubles inverse sont représentées dans le tableau ci-dessous.

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

d’ammonium.

i -3
Vim0 (U] 3,9501 3,0448 3,9415 3.9353
1/ [H,05] 0,63 0,315 0,157 0,079
3,948
3,946 - >
= 3,944 -
2 L 4
7 3,942 y =0,0103x + 3,9333
% 394 - R? =0,8219
>
E 3,938 A
3,936 -
2024 *
1,5 -1 0,5 ' 0 0,5 1 1,5

1/[H.0;] (mM)™’

Figure n°14 :Représentation en doubles inverse de Lineweaver-Burk aprés précipitation au

sulfate d’ammonium.

D’apres les points d’intersection avec 'axe des abscisses et 'axe des ordonnées nous

avons obtenu :
V max = 254, 13 U.l.

Km = 3, 05mM.
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3.1.2. Mesure de l'activité volumique totale et spécifique aprés précipitation au

sulfate d’ammonium :

Suite aux différents parameétres obtenus nous avons pu déterminer les différentes activités

représentées dans le tableau ci-dessous.

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

Concentration Activité Activité Activité
en protéines Volumique Totale Spécifique
(mg/mL) (U.VmL) (SH)) (U.I /mg)
7,27 35,5782 1423,128 195,75

Les résultats des tests d’activités effectuées révelent une activité catalytique totale de
1423,128 U.l apres précipitation au sulfates d’ammonium a 60% de saturation, qui est
inférieur a l'activité catalytique de la peroxydase 210017,60 U.l extraite a partir de navet
rose« Brassica rapa » précipité au sulfate d'ammonium a 80% dans un tampon (0,5M,
pH=6)(Sakhri et Tatmante, 2018).

3.2. Précipitation au sulfate d’ammonium apres dialyse :

Les fractions obtenues aprés précipitation au sulfate d’ammonium et solubilisation dans du
tampon phosphate, sont soumises a une dialyse, étape primordiale permettant le

dessalement des protéines du sulfates d’ammonium.

Un volume de 6mL récupéré de la fraction précipitée est dialysée contre une solution de

tampon phosphate (0,1M ; pH 6,2) et incubé durant toute une nuit a 4°C.

3.2.1. Détermination des vitesses initiales :

L’étude de l'activité enzymatique de la peroxydase nécessite la détermination des vitesses
initiales mesurées apres la réalisation de la dialyse a partir de la partie linéaire des graphes

représentés ci-dessous
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Figure n°15 : Graphe d’absorbance de gaiacoquinone en fonction du temps de I'extrait

apres dialyse.

Les vitesses initiales déterminées a partir des courbes sont représenté dans le tableau ci-

dessous :

Tableau n°11 : Vitesses initiales de I'extrait enzymatique aprés dialyse.

Dilutions 1/320 1/160 1/80 1/40

Vin (U.]) 253,31 253,46 253,66 254,14

Les résultats aprés dialyse révelent une augmentation proportionnelle des vitesses initiales

en fonction des concentrations croissantes en substrat.

3.2.2. Détermination des parametres cinétiques Vmax et Km :

Les parametres cinétiques sont déterminés a partir de la courbe de Lineweaver-Burk, les

valeurs en doubles inverse sont représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°12 : Valeurs obtenues en doubles inverses apres dialyse.

1Ninx1073 (U) ' | 3,9477 3,9454 3,424 3.9348

1/ [H,04] 0,63 0,315 0,157 0,079
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3,95
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Figure n°16 : Représentation en doubles inverse de Lineweaver-Burk apres dialyse.

D’apres les points d’intersection avec 'axe des abscisses et 'axe des ordonnées nous

avons obtenu :

V max = 254, 06 U.l

Km=2, 29mM.

3.1.2. Mesure de l'activité volumique totale et spécifique aprés dialyse:

Suite aux différents paramétres obtenus nous avons pu déterminer les différentes activités

représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°13 : Activités enzymatiques de I'extrait purifié aprés dialyse.

Concentration Activité Activité Activité
en protéines Volumique Totale Spécifique
(mg/mL) (U.VmL) (SH)] (U.ll mg)
2,18 35,5684 853,6416 391.58

Les résultats obtenus montrent une activité totale de 853,6416 U.l dans la solution

dialysée, taux inférieur a celui obtenu a partir des radis rose réalisé par Senouci, 2019, qui

était de 9620,6 U.I. Il est en est de méme pour les travaux de Sakhri et Tatmante, 2018
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sur un extrait de navet rose, ou I'ultrafiltration réalisée avait permis de noter une activité
totale de 57479,20 U.l. On obtient également une activité volumique de 35,5684 U.I/mL qui
se révele supérieure a celle obtenue aprés précipitation au sulfate d’ammonium suivie de
dialyse d’un extrait de peroxydase extraite de patate douce réalisé en 2019 par Bharadwaj

avec une activité de0.0096 U./mL.

Tableau n°14: Etude de [lactivitt enzymatique de la peroxydase avant et aprés

purification.
Nombre de mg Activités Activités Activités
de protéines volumiques totales spécifiques
(mg/mL) (U.VmL) (SH)) (U.Vmg)
Extrait brut 80 35,742 31452,96 41394,21
Précipitation
sulfate 7,27 35,5782 1423,128 195,75
d’ammonium
Dialyse 2,18 391,57
35,5684 853,6416
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Conclusion

Les enzymes, éléments fondamentaux des systemes biologiques, catalysent un ensemble
de réactions chimiques au sein des cellules vivantes. Cette propriété a fait d’eux des

molécules biologiques redoutables ainsi que I'objectif de divers travaux de recherche.

Le travail présenté dans ce mémoire a porté sur I'étude de 'enzyme peroxydase végétale
extraite des racines du navet rose « Brassica rapa », dont le but était d’évaluer I'activité

catalytique volumique et spécifique aprés différents procédés de purification.

Aprés extraction, l'extrait brut obtenu a observé une concentration en protéines de
80mg/mL, et I'étude cinétique qui s’ensuit a donné des activités volumiques, totales et
spécifiques de 31452,96U.I et 41393,162U./mg respectivement.

Pour la suite du travail, nous avons procédé a des étapes de purification utilisant différentes
propriétés physicochimiques des peroxydases pour les séparer des autres constituants
cellulaires. Les parameétres cinétiques ainsi que les activités catalytigues ont été

déterminées apres chaque étape de purification.

D’abord, la précipitation au sulfate d’ammonium de 10mL de I'extrait brut a une saturation
de 60% a révélé une activité volumique de 35,5782U.I/mL et une activité totale de
1423,128U.1. Ensuite, la fraction de 6mL collectée aprés précipitation a été dialysée et a
montré une activitt volumique de 35,5684 U.IImL et une activité total de
853,6416U.1.D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons la présence d’'une importante
activité enzymatique dans lextrait brut ainsi qu'une diminution des activités totales
permettant de constater la perte de nos protéines enzymatiques lors de la réalisation des

procédés de purification.

A partir des résultats préliminaires obtenues, nous pouvons conclure que le navet rose
«Brassica rapa» est une importante source végétale de peroxydase avec une activité trés

prometteuse pour d’éventuelles utilisations industrielles et biotechnologiques.

En perspective, nous souhaiterions a lavenir confirmer les résultats déja observés et
continuer sur cette thématique, en testant différentes techniques de purification pour un

meilleur rendement et plus intéressant taux d’enrichissement.
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Conclusion

Il serait également intéressant de séparer les différents isoformes de peroxydases récentes
dans le navet rose d’exploité, et de rechercher I'effet inhibiteur de quelques molécules sur

lactivité enzymatique de la peroxydase.
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ANNEXE



Annexe n°l:

Préparation de la solution gaiacol 0.1M :
500ul de gaiacol dans 500ml de solution tampon.
Préparation de solution tampon :

KH,PO,~ » K:PO,> + HY

Solution A : KH,PO,
e Mettre 6,12 g de KH,PO, dans 500 ml d’eau désilée.
Solution B : Na,HPO,

e Mettre 1,61g de Na,HPO, dans 500 ml d’eau désilée.

Annexe n°2 :

Réactif de biuret (NH,-CO-NH-CO-NH,)
Préparation de réactif de biuret :
- 3g de sulfate de cuivre CuSO,
- 9g de tartrate double de potassium et de sodium.
- 0,2 M de solution de soude. A la fin on complete a 1L.

- 5g d’iodure de potassium.

Tableau n°1 : Constituants de milieux réactionnels de la gamme de détermination du

parametre cométiques et des activités de la peroxydase.

N° de tubes 1 2 3 4
H,O, 10V (mL) 1/320 1/160 1/80 1/40
1 1 1 1
Tampon phosphate
bon pRosp 1 1 1 1
pH=6,2 (mL)
Gaiacol 0,1M (mL) 1 1 1 1
Extrait enzymatique
_ 0,25 0,25 0,25 0,25
dilué au 1/20 (mL)
( ]
L © )



Tableau n°2 : Concentration en H,O, a 10V.

Dilutions 1/320 1/160 1/80 1/40 1/20
Concentrations 27 55 109 21.9 43,6
(mM)

Qruantité de sulfate d'ammonium {en g) & sjonter pour chague 100 mL de solotion

% SATUBRATION FINALE EN SEL

B 20 IE A 35 40 45 S0 S5 60 65 T0 TR 80 85 80 95 1M

0 107 136 166 197 1290 262 295 331 366 404 442 483 523 567 6L1 G659 TO.T
¥z 30 109 130 165 200 233 366 300 336 373 411 450 491 533 578 624 671
§ 10 54 852 111 141 171 203 236 I7.0 305 347 379 415 455 500 54.4 559 636
:i: 15 26 55 53 111 143 174 2007 24.0 275 310 348 356 426 464 510 S55 0.0
U 27 56 54 115 145 177 200 244 250 316 354 392 433 476 510 565
ﬁ 25 2.7 57 S5 117 145 182 214 248 284 321 3460 401 442 455 529
T 3 I8 57 87 119 150 154 217 253 2150 328 367 40.8 451 485
:,, as 8 58 85 120 153 157 221 258 295 334 374 416 459
N 1 I8 56 90 127 15F 190 215 262 300 340 351 424
1 45 2% 60 ®1 125 155 183 229 267 306 347 333
N = 30 61 53 127 161 197 133 773 313 353
—} 55 30 632 94 119 163 200 238 ITT 30T
I s 31 63 98 131 166 204 242 283
i‘ 65 31 64 95 134 170 205 247
E T 32 6.6 100 136 173 217
E T 32 67 10 139 174
N om0 33 63 104 141
5 & 34 68 1046
E 20 14 71

g5 35

( 2 )
§ J



Abstract:

The objective of this study is to analyze the enzymatic activity of the
peroxidase extracted fromextracted from the roots of the pink turnip brassica
rapa, partially purified,with ammonium sulfate precipitation coupled with
dialysis. The enzymatic activiies were determined according to the
kineticmethod by spectrophotometry, both in the crudeextract as wellas
aftereach purification step. Then, the volumic, total and specific activities were
determined after extraction and each purification step.

The resultsobtained show little variable enzymatic activity values betweenthat
of the crudeextract (35.742 1U / mL), after precipitation with ammonium sulfate
(35.5782 1U / ML) and after dialysis (35.5684 IU / mL). mL) to qualify the pink
turnip Brassicarapa as an important plant source of peroxidase enzymes.

Keywords::

Peroxidase- Brassica rapa- Extraction- Purification- Enzymatic activity.
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