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Tous les organismes vivants sont exposés en permanence à des 

produits chimiques étrangers appelés xénobiotiques, qui 

comprennent à la fois des produits naturels et synthétiques tels que 

les médicaments, les pesticides, les produits chimiques industriels, les 

polluants, les alcaloïdes, les métabolites secondaires des végétaux, 

les toxines produites par les moisissures, les plantes et 

les animaux, etc... 

La propriété physique permettant à de nombreux 

xénobiotiques d'être absorbés par la peau, les poumons ou le 

tractus gastro-intestinal grâce à leur caractère lipophile, est un 

obstacle à leur élimination (Parkinson, 2001), pour cela, les 

organismes vivants ont perfectionné des outils visant à favoriser 

l'élimination de ces xénobiotiques, ce qui constitue, en quelque 

sorte, un moyen de défense contre l'action néfaste de certains 

d'entre eux. Le processus de biotransformation est l'un de ces outils. 

La biotransformation désigne l'ensemble des réactions qui résultent 

en des modifications, par l'intermédiaire d'enzymes, de la structure 

chimique d'un xénobiotique. Ces réactions ont pour effet de rendre 

les xénobiotiques, qui sont plutôt liposolubles au départ, plus polaires 

(ionisables), les rendant plus solubles dans l'eau et ainsi plus 

facilement excrétés dans les urines. 

Le foie est le principal organe impliqué dans la 

biotransformation des xénobiotiques, bien que la peau, le rein, la 

muqueuse intestinale et le poumon puissent également métaboliser 

certaines substances. En règle générale, les réactions de 

biotransformation ont pour effet de diminuer, voire d'annuler 

complètement, la toxicité d'un xénobiotique (détoxication). 

Cependant, il existe de plus en plus d'exemples montrant que la 

biotransformation rend, au contraire, certaines substances plus 

toxiques ou leur confère, dans certains cas, une toxicité nouvelle 

comparativement à celle qui est associée à la substance mère 

(bioactivation). 
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Les réactions catalysées par les enzymes de biotransformation 

des xénobiotiques sont généralement divisées en deux groupes, les 

réactions de phase I et les réactions de phase Il. Les réactions de 

phase I impliquent l'hydrolyse, la réduction et l'oxydation, ces 

réactions entraînent généralement seulement une faible 

augmentation de l'hydrophilie. 

Les réactions de la phase Il confèrent également un caractère 

hydrosoluble aux molécules et facilitent d'autant leur excrétion, sauf 

pour les réactions d'acétylation et de méthylation. Les réactions de 

la phase Il ont souvent comme substrat un produit de 

biotransformation de la phase L Cependant, certains produits (tels 

que le la bilirubine, la morphine, la buprénorphine) peuvent être 

directement impliqués dans une réaction de phase Il. Ces réactions 

produisent des molécules conjuguées suite au couplage entre un 
xénobiotique (ou un métabolite) et un produit endogène déjà 

présent dans l'organisme. Les réactions de la phase li sont la 

glucuronoconjugaison (glucuronyl-transférase), la sulfoconjugaison 

(sulfotransférase), la conjugaison avec le gluthathion (gluthathion 

transférase), la conjugaison avec des acides aminés 

(acyltransférase), l'acétylation (N-acétyltansférase) et la méthylation 

(N ou O-méthyltransférase)(Viau et Tardif, 2003). 

Parmi les principaux enzymes qui sont impliquées dans la 

biotransformation des xénobiotiques, les carboxylestérases 

(EC 3.1.1.1) qui appartiennent à la famille des a/3 hydrolases et qui 

font partie des enzymes des réactions de la phase I métabolisant les 

xénobiotiques. Ces enzymes peuvent hydrolyser une variété de 

médicaments et des pro-médicaments contenant des esters, tels 

que: les inhibiteurs d'enzymes de conversion de l'angiotensine 

(Témocapril, Cilazapril, Quinapril et Imidapril), des médicaments 

anticancéreux (CPT-1 1, capécitabine) et des stupéfiants 

(la cocaÏne, l'héroÏne et la mépéridine) (Hosokawa, 2008). 
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En effet, une partie de notre travail s'intéresse à l'étude de 

l'interaction de la carboxylestérase du foie du porc avec deux 
colorants alimentaires de synthèse, la tartrazine (E102) et le colorant 

vert (E124-.E171). La tartrazine est un colorant alimentaire azoïque, il 

s'agit d'une poudre orange soluble dans l'eau, elle est largement 

utilisée dans les produits alimentaires, les médicaments, les 

cosmétiques et les produits pharmaceutiques. D'autre part, 

le colorant vert est aussi utilisé pour donner une couleur verte à 

certains produits alimentaires et pharmaceutiques. 

Ce travail est une contribution à l'étude de l'inhibition de la 

carboxylestérase du foie du porc par deux colorants alimentaires de 

synthèse, la tartrazine (E102) et le colorant vert (E124-E171). Nous 

avons procédé de la manière suivante: 

V La détermination des paramètres cinétiques de la 

carboxylestérase. 

V L'étude de l'interaction entre la carboxylestérase et les deux 

colorants azdiques alimentaires. 

4 
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I. La carboxylestérase: 

1.1. Définition: 

Toutes 	les 	réactions 	chimiques 	qui 	permettent 	le 
fonctionnement des êtres vivants sont catalysées par des protéines 
particulières appelées les enzymes, ces dernières sont des 
catalyseurs d'une efficacité et d'une spécificité fonctionnelle 
remarquables. Elles interviennent dans tous les processus de 

biosynthèse, de dégradation, de régulation et de reproduction 
(Mouranche, 1985). 

De nombreux produits chimiques de synthèse y compris les 
pesticides, les médicaments ainsi que d'autres produits sont des 
composés d'ester, leur hydrolyse est catalysée par des estérases, 
(Kyeong et al., 1997). 

Les estérases d'acides carboxyliques sont un groupe 
d'enzymes qui sont largement distribuées dans la nature et ont été 
trouvées dans la plupart des organismes vivants. Elles peuvent être 
classées selon la spécificité au substrat et la sensibilité au inhibiteur 
en deux groupes: arylestérases (A-estérases) (EC 3.1 .1 .2) et 
aliestérases (B-estérase), le dernier groupe comprend les 
cholinestérases (EC 3.1 .1 .7 et EC 3.1.1.8) et les carboxylestérases 

([C 3.1.1.1) (Einarsso et al., 1996). 

La carboxylestérase (EC 3.1.1.1) est parmi les principaux 
enzymes impliquées dans la détoxification et le métabolisme d'un 
grand nombre de xénobiotiques, elle permet l'hydrolyse de leurs 
esters carboxyliques (R-COOR'), avec ajout de l'eau, en alcool 
(R'-OH) et en acide carboxylique (R-COOH) comme l'indique la 
réaction suivante: 



Rappels théoriques 

() 	E' 

Leter crKyliqe 

Garbo le e ra 

Leau 	(T25:C, pH 8.00 

C) 

Ri—OH - R 	C' 

Alcool 

Lacide carboxliue 

Figure 1: Réaction d'hydrolyse de l'ester carboxylique par la 
carboxyl esté rose (Harada et al., 2009). 

La carboxylestérase appartient à la famille a/r3  hydrolase, son 

nom officiel est L'ester carboxylique hydrolase ([C 3.1.1.1) avec 

3 Classe des hydrolases. 

1 : Agissant sur les liaisons esters. 

1 : Hydrolases d'ester carboxylique. 

1: Carboxylestérase (Satoh et Hosokawa, 2010). 

Ces enzymes sont largement distribuées chez les animaux, les 

plantes et les micro-organismes, cependant, la plupart de ces 

enzymes ont été étudiées à partir des tissus des mammifères 

confirmant leur rôle important dans la biotransformation hydrolytique 

d'un grand nombre de médicaments (Pesaresi et ai., 2005). 

Les carboxylestérases se trouvent dans de nombreux tissus y 

compris le foie, les poumons, l'intestin grêle, le coeur, le rein, les 

muscles et le cerveau ainsi que dans le tissu adipeux, les tissus des 

voies respiratoires et les leucocytes du sang. Cependant, l'activité et 

l'expression de cette enzyme varient selon les tissus et les organismes 

(Lima et ai., 2013). L'axe hépato-intestinal est d'une importance 

particulière pour l'expression des carboxylestérases en raison de la 

concentration élevée des toxines contenant des esters qui peuvent 

être ingérés par voie orale (Ross et aI., 2010). 
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La carboxylestérase est parmi les enzymes présentes 

principalement dans le foie et qui sont impliquées dans la 

biotransformafion d'un grand nombre de produits exogènes et 

endogènes en produits polaires pour faciliter leur élimination. Cette 

biotransformation est classée en deux types de réactions 

(les réactions de phase I et les réactions de phase II). 

Les carboxylestérases appartiennent aux enzymes de la phase I, 

elles peuvent hydrolyser une variété de médicaments et des 

pro-médicaments contenant des esters, tels que: les inhibiteurs 

d'enzymes de conversion de l'angiotensine (Témocapril, Cilazapril, 

Quinapril et Imidapril), des médicaments anticancéreux (CPT-1 1, 

capécitabine) et des stupéfiants (la cocaïne, l'héroïne et la 

mépéridine) (Hosokawa, 2008). 

1.2. Structure de la carboxylestérase: 

Les repliements les plus souvent trouvés dans la nature sont les 

domaines a/r3 , composés des feuillets 3  centrales entourées par des 

hélices o. Parmi ceux qui représentent ce type de repliement la 

famille afl3 hydrolase, qui comprend: les lipases, les protéases, les 

estérases, les déshalogénases, les peroxydases et les époxydes 

hydrolases (Nardini et Dijkstra, 1999). Ces enzymes ont tous en 

commun un domaine central typique formé par huit brins parallèles 

« r3» (seulement le deuxième brin 3 est antiparallèle) connectés par 

six hélices «a»  formant un repliement dit a/3. Autour de ce domaine 

central, viennent se greffer diverses structures peptidiques 

responsables des propriétés catalytiques de l'enzyme ainsi que de 

sa spécificité vis-à-vis du substrat (Fickers et ai., 2007). 
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Figure 2: Schéma du repliement a/: La structure secondaire est indiquée par 

des flèches gris pour les brins bêta et des cylindres pour les hélices alpha. 

La localisation de la triade catalytique est indiquée par les points noirs. 

Les lignes pointillées indiquent l'emplacement des insertions possibles 

(Nardini et Dijkstra, 1999). 

En effet, les carboxylestérases des mammifères semblent avoir 

un motif structural similaire aux autres enzymes de la famille aIF 3  
hydrolase. Ces carboxylestérases sont localisées dans le réticulum 

endoplasmique de nombreux tissus, elles possèdent un peptide 

signal N-terminal hydrophobe qui les marque pour le transport à 

travers le réticulum endoplasmique. En outre, la séquence 

His-X-Glu-Leu présente à l'extrémité C-terminal de la protéine peut 

se lier avec le récepteur KDEL pour la rétention dans le site luminale 

du réticulum endoplasmique (figure 3) (1mai, 2006). 
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Figure 3: interaction carboxylestérase-UGT dans la face luminale de réticulum 
endoplasmique et interaction carboxylestérase-transporteur dans la cellule 
(Hosokawa, 2010). 

Les carboxylestérases adaptent une triade catalytique 
composée de Sei - , His et Glu ou Asp, et ont quatre résidus de Cys qui 

peuvent être impliqués dans les liaisons disulfures spécifiques. Parmi 

eux, la Cys98 est le résidu le plus hautement conservé dans de 

nombreux isoenzymes des carboxylestérases (Hosokawa, 2010). 

La triade catalytique est située en bas d'environ 25 A° de 

profondeur du site actif, approximativement au centre de la 

molécule et comprend une grande poche flexible d'un côté de 

Ser203 et une petite poche rigide du côté opposé. L'orientation et 

l'emplacement du site actif fournissent un environnement 

hydrophobe idéal pour l'hydrolyse d'une grande variété de substrats 

hydrophobes. La petite poche rigide du site actif est à côté du trou 

d'oxyanion constitué par Gly123-124 et est rayée par plusieurs 

résidus hydrophobes. La plus grande poche souple du site actif est 

bordée par plusieurs résidus non polaires et pourrait s'adapter à de 

plus grandes ou polycycliques molécules tels que le cholestérol. La 

grande poche est à côté d'une région secondaire qui permettrait à 

des petites molécules (des substrats et des produits de réaction) 

d'entrer et de sortir du site actif (Satoh et Hosokawa, 2010). 
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Seules trois structures cristallines de carboxylestérase humaine 

(hCE1) et une structure de la carboxylestérase du foie de lapin 

(rCES) ont été rapportées à ce jour. La hCE1 existe sous forme de 

trimères (figure 4). Chaque monomère est constitué d'un domaine 

catalytique, un domaine a/3 typique d'hydrolases, et un domaine 

de régulation qui contient le site (Z) de liaison à un ligand de surface 

de faible affinité (Fleming et ai., 2005). Ces structures ont révélé que 

la carboxylestérase partage le repliement observé avec d'autres 

enzymes telles que la butylcholinestérase et l'acétylcholinestérase. 

Récemment, la carboxylestérase humaine hCES1 a été rapportée, 

tandis que celle de hCES2 ne l'a pas été (1mai., 2006). La rCES et la 

carboxylestérase humaine partagent une identité de séquence de 

81% (Liu, 2007). 

  

I 

(a) Site de surface 	
\lonornêre I (Site 7) -'_ 	- 

rC ES 

 

(b)  
I 	4l 

(- 	 - . 

hCES1 

I Figure 4: La structure cristalline de la rCES et de la hCES1 (Liu, 2007; Fleming et ai., 2005). 
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La carboxylestérase extraite du foie du porc comporte trois 

sous-unités d'un poids moléculaire de 58,2 kDa pour la sous-unité cx, 

59,7 kDa pour la sous-unité f3 et 61,4 kDa pour la sous-unité y 

(Bornscheuer et aI., 2006). Cependant, la carboxylestérase humaine 

hCES-1 est une enzyme de 180 kDa comportant trois sous-unités, 

chaque sous-unité est de 60 kDa. La carboxylestérase humaine 
hCES-2 est constituée d'une seule sous-unité de 60 kDa (1mai, 2006). 

1.3. Classification des carboxylestérases: 

Selon la classification des estérases par Aldridge (1993), la super 

famille des sérines estérases comprend l'acétylcholine-esférase, la 

butyrylcholine-estérase et la carboxylestérase, qui appartiennent 

toutes à la famille B-est érase (Satoh et Hosokawa, 2006). 

Les isoenzymes de la carboxylestérase ont été initialement 

classifiées par leur spécificité au substrat et le point isoélectrique, 

cependant, cette classification est moins précise à cause du 

chevauchement des spécificités du substrat (Hosokawa, 2008). Une 

seule réaction isoélectrique est souvent véhiculée par plusieurs types 
d'enzymes (Hosokawa, 2010). 

Les carboxylestérases des mammifères comprennent une 

famille multigénique et peuvent être classées en cinq familles 

d'isoenzymes (CES1, CES2, CES3, CES4 et CES5) selon l'homologie de 

la séquence d'acides aminés (Hosokawa, 2008). La majorité des 

carboxylestérases impliquées dans la détoxification des 

xénobiotiques appartiennent à la famille CES1 et CES2. Ces deux 
familles partagent une identité de 40 à 50% de la séquence 

d'acides aminés mais qui ont des spécificités de substrats 

différentes. Les CES1 des mammifères sont hautement exprimées 

dans la plupart des organes, tandis que les CES2 sont exprimées en 

un nombre limité d'organes, tels que l'intestin, le foie et les reins 

(Takitani et ai., 2007). 
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La famille CES] comprend les principales formes d'isoenzymes 

de la carboxylestérase et plus de 60% d'homologie avec la CES 1A1 

humaine. Ainsi, cette famille peut être divisée en huit sous familles 

(CES1 A à CES] H). La plupart de la famille des CES1, à l'exception de 

CES1G, sont principalement exprimées dans le foie. La sous famille 

CES1A comprend les principales formes de la carboxylestérase de 

l'homme, du singe et du lapin. La CES1B comprend les isoformes 

majeures de la carboxylesférase du rat, de la souris et du hamster. 

La CES 1C comprend les isoformes majeurs de la carboxylestérase du 

chien, du chat et du porc. La sous famille CES1 H comprend RL1, ML1 

et l'hydrolase B (CES] H 3) et C (CES1 H2) qui catalysent l'hydrolyse 

des longues chaînes acyl-CoA. 

D'autre part, la famille des carboxylestérases inclut aussi la CES 

intestinale humaine hCES (CES2A1), la CES intestinale du lapin rCES2 

(CES2A1O), la CES intestinale du rat mCES2 (CES2A6), qui sont 

principalement exprimées dans l'intestin grêle. La famille des CES3 

inclut la CES mâle(CE53A2) et la CES humaine (CES3A1). En effet, la 

CES3 humaine (CES3A1) a environ 40% d'identité d'acides aminés 
avec les deux CES] A1 et CES2A1, et est exprimée dans le tractus 

gastro-intestinal et du foie avec une expression faible par rapport au 

CES2A1 et CES2A1. La famille des CES4 inclut la (CES4A2), une 
protéine urinaire majeure excrétée dans les urines du chat. La famille 

des CES5 inclut des isoenzymes de 64,5 KDa, qui ont une structure 

différente de celle des autres isoenzymes de la carboxylestérase 

(Hosokawa, 2008). 
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1.4. Sources: 

Les carboxylestérases sont des enzymes ubiquifaires 

identifiées dans toutes les espèces allant des bactéries à l'homme 

(Redinbo et Potter, 2005). Cependant, les carboxylestérases purifiées 

à partir des animaux ont été bien étudiées par rapport à celles des 

plantes et des micro-organismes (Upadhya et ai., 1985). 

Parmi les carboxylestérases purifiées à partir du règne 

animal celles de la carboxylestérase hépatique humaine, 

la carboxylestérase hépatique du poulet, du cheval, du boeuf, 

du mouton et celle du porc qui est la plus étudiée 

(Scott et Zerner, 1974). En ce qui concerne leur purification à partir 

des végétaux, l'extrait aqueux du pois fut le premier à être séparé et 

purifié, par la suite cette enzyme o été purifiée à partir d'autres 
sources végétales telles que : l'orge, les haricots verts, le sorgho, les 

feuilles de Festuca pratensis (Fétuque des prés) et la pomme 

(Upadhya et ai., 1985). Cette enzyme est aussi synthétisée par les 

microorganismes tel que : .Sulfolobus sulfataricus, Acinetobacter 

Iwoffii et Pseudomonas spp (Pesaresi et ai., 2004). 

Dans ces systèmes, les carboxylestérases existent surtout dans 

de multiples formes moléculaires, la présence très répandue de ces 

enzymes a incité de nombreux biochimistes pour les purifier et les 

étudier (Upadhya et ai., 1985). 
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1.5. Mécanisme d'action: 

La reconnaissance spécifique enzyme-substrat selon le modèle 

de Fisher, avec sa célèbre image de la « clé dans la serrure», posait 

dès 1894 les fondements de la complémentarité structurale entre la 

partie du substrat transformée et une cavité de la macromolécule 

enzymatique appelée « site actif ». Le substrat y est piégé dans une 

position favorable à la déstabilisation de certaines de ses liaisons par 
certains radicaux de l'enzyme. 

La figure « 5 » illustre la formation du complexe enzyme-substrat 

par le modèle de simple complémentarité stérique et par le modèle 

de l'ajustement induit. En effet, les protéines sont douées d'une 

certaine plasticité conformation nelle et l'approche d'un ligand peut 

induire une modification de la géométrie du site actif plus favorable 
à une bonne orientation des groupements réactionnels (Mouranche, 
1985; Palmer, 1985). 
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Figure 5 : Reconnaissance spécifique de l'enzyme et du substrat 
- Modèle de la ((clé dans la serrure». 
- Modèle de l'ajustement induit. (Mouranche, 1985). 
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L'enzyme et son substrat, associés par des interactions de 

forces diverses, constituent un ou plusieurs intermédiaires 

réactionnels instables qui permettent d'abaisser la barrière 

d'énergie de la réaction; la vitesse de la réaction est reliée à la 

différence d'énergie libre entre l'état de transition et l'état 

fondamental; on l'appelle énergie d'activation « Eu » ou barrière de 

potentiel. 

Dans les réactions enzymatiques, l'étude d'un mécanisme 

catalytique suppose de préciser les résidus du site actif impliqués, la 

nature et le type de liaison des intermédiaires, les échanges de 

protons, électrons et radicaux fonctionnels et les changements 

conformationnels. 

Quel que soit le type de réaction catalysée, un cycle 
catalytique enzymatique se déroule toujours en quatre étapes 
successives: 

La diffusion des réactifs dans le milieu; 

La reconnaissance spécifique enzyme-substrat; 

La catalyse par des mécanismes appropriés; 

L'expulsion des produits formés qui libère l'enzyme et la rend 

fonctionnelle pour un nouveau cycle catalytique. 

Le mécanisme par lequel les estérases hydrolysent leurs 
substrats a été examiné en utilisant des moyens à la fois 

biochimiques et structurels par un certain nombre de groupes de 

recherche. Le mécanisme général catalytique comprend une triade 

catalytique, constituée par une Ser, His et soit un résidu Glu ou Asp. 

Les carboxylestérases clivent les esters via un processus en deux 

étapes qui implique la formation et la dégradation d'un 

intermédiaire acyl-enzyme (Wheelock et ai., 2005). Le mécanisme 
d'action de la carboxylestérase pourrait être divisé selon les étapes 

suivantes: 
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- La formation du complexe enzyme substrat par la position du 

substrat dans l'orientation correcte pour la réaction. 

L'hydrolyse de la liaison ester commence par une attaque par 

l'atome de l'oxygène du groupe hydroxyle de la Ser203 sur l'atome 

du carbone carbonyle de la liaison ester. 

Les liaisons hydrogènes entre l'oxygène chargé négativement de 

l'intermédiaire tétraédrique et le groupement NH de la G1y123 et la 

G1y124 stabilisent l'oxygène chargé négativement. Cette 

configuration est appelée trou d'oxyanion. La liaison ester se clive et 

le groupe portant prend un proton de l'ion d'imidazolium de 

l'His450. La partie acyle de l'ester d'origine est liée à l'enzyme 

comme intermédiaire enzyme-acyle. Le composant d'alcool diffuse, 

complétant l'étape d'acylation de la réaction d'hydrolyse. 

> Une molécule d'eau attaque l'intermédiaire acyle-enzyme pour 
donner un second intermédiaire tétraédrique. 

L'His450 donne alors le proton à l'atome d'oxygène de la Ser203, 

qui libère alors le composant acide de substrat. Le composant acide 

diffuse plus loin accompagné par la régénération de l'enzyme 

(Satoh et Hosokawa, 2010). 

Le mécanisme décrivant le mieux les cinétiques des réactions 

catalysées par les carboxylestérases est un mécanisme de type 

ping-pong. Dans ce mécanisme, il y o dans un premier temps 

fixation du substrat A (l'ester carboxylique) sur l'enzyme pour former 

le complexe EA avec libération du premier produit (l'alcool). Le 

complexe acyl-enzyme E' subit une attaque nucléophile par un 

second substrat B (l'eau) pour aboutir au complexe ES. Ce dernier 

subit un réarrangement pour libérer le second produit Q (l'acide) et 
l'enzyme E est régénérée (Fickers et al., 2007). 

La figure 6 représente les principales étapes du mécanisme 

d'action de la carboxylestérase: 
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1.6. Propriétés physico-chimiques: 

L'activité de la carboxylestérase peut être influencée par les 
paramètres suivants: 

1.6.1. La température: 

Comme dans le cas de la plupart des réactions chimiques, la 
vitesse des réactions enzymatiques augmente avec la température 
dans l'intervalle des températures où l'enzyme reste stable et garde 
sa pleine activité selon la loi d'Arrhenius: 

rKcat=  C x exp - Ea/RT 

Avec: 

C : Constante, 

T: Température en Kelvin, 

R: Constante des gaz parfaits, 

Ea: Energie d'activation de la réaction (au sens d'Arrhenius) 

(Loncle, 1992). 

La vitesse de la plupart des réactions enzymatiques double 

approximativement quand la température augmente de 10°C 

(Lehninger, 1977). 

La température optimale d'une enzyme résulte d'un 

compromis entre l'augmentation d'activité accompagnant 

l'élévation de la température et la dénaturation ou l'inactivation de 

la protéine enzymatique par la chaleur. Selon Wynne et ai., (1972) la 

carboxylestérase présente une activité maximale à environ 40°C. 
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1.6.2. Le pH: 

La plupart des réactions biologiques se déroulent à un pH 

neutre et beaucoup d'enzymes sont inactivés en dehors d'un pH 

compris entre 5 et 9 (Coutouly et aI., 1991). 

Les enzymes présentent un pH optimum caractéristique, pH 

auquel leur activité enzymatique est maximale. En dessous ou 

au-dessus de ce pH, l'activité enzymatique décroit 

(Lehninger, 1977). Les variations du pH peuvent avoir un effet: 

Au niveau de l'enzyme, en provoquant des modifications du 

degré d'ionisation de certains groupements fonctionnels dont la 

charge, positive ou négative, est nécessaire, soit à la formation et à 

la transformation du complexe enzyme-substrat (il s'agit alors de 

groupements appartenant à des aminoacides du site actif), soit au 

maintien de la conformation tridimensionnelle native de la protéine 
enzymatique (il s'agit alors de groupements pouvant appartenir à 

des aminoacides situés en dehors du site actif, à travers des endroits 

de la molécule). 

» Au niveau du substrat, en changeant son degré d'ionisation, ce 

qui peut permettre ou au contraire empêcher la formation du 

complexe enzyme-substrat, si le substrat doit être sous une forme 

ionisée donnée pour pouvoir se fixer sur le site actif de l'enzyme, en 

d'autres termes le substrat réel de l'enzyme n'est présent dans ce 

cas que dans un intervalle de pH convenable (Weil, 2005). 

La carboxylestérase présente une forte activité dans une 

gamme de pH allant de 6,5 à 8. Avec un optimum de 8,1 

(Levine et ai., 2008; Bertram et ai., 1969). 
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1.6.3. Le substrat: 

Il est bien établi que les carboxylestérases hydrolysent des 

composés contenant des groupements fonctionnels tels que l'ester 
carboxylique comme l'esmolol, l'amide comme le procainamide et 

le thioester comme la spironolactone. Cependant, l'hydrolyse 

d'esters carboxyliques se déroule généralement plus rapide que les 

autres types d'hydrolyse, par exemple, la procaïne est hydrolysée 

beaucoup plus rapide que son homologue amide le procainamide. 

Ainsi, la procdine est utilisée comme un anesthésique local et n'a 
pas d'application systémique. En revanche, le procainamide atteint 

la circulation systématique et est utilisé pour traiter l'arythmie 

cardiaque (Anzenbacher et ai., 2012). 

Les carboxylestérases peuvent hydrolyser un grand nombre de 

substrats agrochimiques et pharmaceutiques, les structures 

représentatives sont indiquées dans la figure 7. En particulier, les 

carboxylestérases hydrolysent les pyréthrinoïdes et les lient 

stoechiométriquement aux carbamates et aux organophosphates. 

Les carboxylestérases sont également importantes dans le 

métabolisme d'un grand nombre de traitements, y compris 

la lovastatine qui réduit le taux du cholestérol, l'antiviral l'oseltamivir, 

la mépéridine analgésique nacrotique, la cocaïne et l'héroïne. 

L'activité de la carboxylestérase est aussi largement utilisée dans le 

métabolisme des pro-drogues (Wheelock et ai., 2008). Chez des 

patients atteints du cancer, traités par le 7-éthyle-10-

(4-1 -pipéridino)-1 -pépiridino) carbonyloxycamptothécine (CPT-1 1), 

les carboxylestérases sont responsables de l'hydrolyse de cette 

pro-drogue (CPT-1 1) en sa forme active le 7-éthyle-10-

hydroxycamptothécine (SN-38) ; le SN-38 est un puissant inhibiteur de 

la topo-isomérasel (Yoon et ai., 2004). 

Les carboxylestérases, en particulier la hCES-1, peuvent aussi 
effectuer des réactions de transestérification. Quand l'alcool est 

présent en abondance, il peut attaquer l'intermédiaire acyl-enzyme 

21 



Rappels théoriques 

pour générer le produit d'ester. L'exemple le plus connu est la 

transestérification de la cocaïne avec de l'éthanol pour produire le 

cocaéthylène qui est plus toxique (1mai, 2006). 

Dont donné l'importance de cette classe d'enzymes en 

métabolisant cette suite de composés, l'intérêt pour l'étude de leur 

fonction, la distribution et la sélectivité augmente considérablement. 
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Figure 7: Les Différents substrats agrochimiques et pharmaceutiques de la 

carboxylestérase (La perméthrineest un pyréthrinoïde ;le malathion est un 

organophosphoré; Lindoxacarbe est un oxadiazine; la lovastatine est un 

hypocholestérolémiant utilisé dans le traitement des maladies cardio-

vasculaires; la cocaïne est un alcald(de tropane; loseltamivir ou Tamiflu est 

un médicament antiviral utilisé dans le traitement de la grippe et le CPT-1 1 

ou irinotécan est un agent chimio-thérapeutique qui est un inhibiteur de 

topo-isomérasel, utilisé principalement dans le traitement du cancer du 

côlon (Wheelock et ai., 2008).  
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1.6.4. Les inhibiteurs de la carboxylestérse: 

Comme beaucoup d'autres systèmes enzymatiques, l'activité 

de la carboxylestérase peut être modulée soit par activation ou 

inhibition. Cependant, l'inhibition a été largement étudiée par 

rapport à l'activation qui n'est pas bien compris jusqu'à présent. 

Plusieurs produits chimiques tels que le pinacolone peuvent 

être à l'origine de l'augmentation de l'activité hydrolytique des 

carboxylestérases, cette activation a été observée in vitro et in vivo 

(Anzenbacheret al., 2012). 

En ce qui concerne l'inhibition, il existe un certain nombre de 

composés différents (figure 8) qui peuvent être à l'origine de 

l'inhibition de l'activité de la carboxylestérase y compris : les dérivés 

organophosphorés, les carbamates, le trifluorométhyl cétone, les 

sulfonamides, l'éthane-1,2-diones, les benziles ainsi que certain 

nombre de dérivés y compris : l'in dole-2,3-diones et les fluorobenziles 
(Harada et al., 2008). Chacune de ces classes de composés a été 

utilisée pour étudier la biochimie et la fonction de la 

carboxylestérase (Wheelock, 2005). 

Parmi ces inhibiteurs, les cétones trifluorométhylées sont des 

inhibiteurs les plus efficaces des carboxylestérases trouvés jusqu'à 

présent, qui se lient de manière covalente à l'enzyme, la liaison 

covalente est réversible et l'enzyme est réactive au bout de 

quelques jours à quelques semaines (Wheeloch, 2002). 

Les formes d'oxons d'insecticides organophosphorés, comme 

le paraoxon (O, 0-diéthyl p.nitophénylphosphate) peuvent être des 

inhibiteurs très puissants de la carboxylestérase et conduire 

potentiellement au vieillissement de l'enzyme après phosphorylation. 

L'enzyme phosphorylée peut soit libérer le substrat 

organophosphoré où il subit une hydrolyse similaire à un groupe 

acyle, mais avec un rythme beaucoup plus lent; soit il peut subir un 
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vieillissement où l'enzyme est essentiellement catalytiquement 

inactive, c'est-à-dire, il agit en tant que substrat de suicide. Une 

réaction similaire peut se produire avec des carbamafes, 

cependant, l'enzyme méthylcarbamoylée est moins stable que 

l'enzyme phosphorylée ce qui explique la diminution de la toxicité 

de certains carbamates par rapport aux organophosphorés. Le 

caractère réversible de la liaison carbamate les rend utiles pour les 

études cinétiques (Wheelock, 2005). 

o H 

sC)  
Trifluoro-cétone 

O—C2H 

O,N 	 C2Hs 

Paraoxon  

Benzile 

1 ,2-Bis(1 H-indol-3-yI) 
éthane-1 2-dione 

sulfonamide 

o 

- 	,CF •  
O'NH 

cx 
Méthylcarbamate 
de 1-napthyle 

Figure 8 : Structures chimiques des inhibiteurs de la carboxylestérase (Potter et 

Haffield, 2011; Redinbo et Poffer, 2005). 
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1.7. Le rôle biologique de la carboxylestérase: 

1.7.1. Le métabolisme des xénobiotigues: 

1.7.1.1. Le métabolisme des médicaments: 

Beaucoup de médicaments cliniquement utiles, contenant 

des groupements esters sont soumis à la catalyse par les 

carboxylestérases. Ces composés comprennent: les médicaments 

anti-cancéreux (CPT-1 1 et capécitabine), l'héroïne, la cocaïne, et 

une variété d'autres agents y compris : le flumazénil, la procaine, 

oxybutynine, aspirine, chlorhydrate, dipivéfrine, salisylates, palmitoyl-

coenzyme A, l'halopéridol, imidapril, les alcaldides de pyrrolizidine 

et les stéroïdes. Dans la majorité des cas, l'hydrolyse par ces 

enzymes aboutie à l'inactivation des médicaments 

(Liu, 2008; Redinbo et Poiler, 2005). 

1.7.1.2. L'activation des promédicaments: 

Les promédicaments CPT-1 1 et la capécitabine nécessitent 

une hydrolyse enzymatique pour produire des métabolites actifs. 

L'agent anti-cancéreux CPT-1 1 est activé par la carboxylestérase 

comme il est indiqué dans la figure 9. Le fragment dipipéridino 

présent dans la molécule est éliminé pour donner le SN-38 qui est un 
inhibiteur efficace de la topoisomérase I (inhibition de la 

transcription), ce qui conduit finalement à la mort des cellules 

(Humerickhouse et ai., 2000). 

1.7.2. Le métabolisme des endobiotigues: 

En plus du rôle de la carboxylestérase dans le métabolisme des 

xénobiotiques, ces enzymes permettent aussi l'hydrolyse de plusieurs 

substrats endogènes tels que: les esters de cholestérol, les acides 

gras, les triacylglycérols et l'acyl-carnitine (Streit, 2008). 
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1.7.2.1. L'homéostasie du cholestérol: 

Le cholestérol est essentiel pour l'intégrité structurale des 

membranes plasmiques, il peut être toxique s'il est présent en excès. 

La carboxylestérase a une activité similaire à celle de l'acyl-CoA 

cholestérol-O-acyl transférase (ACAT), elle catalyse la réaction de 

transestérification (figure 9), les acides gras sont ajoutés en position 

3 du cholestérol pour donner les esters de cholestérol. Les 

carboxylestérases permettent aussi l'hydrolyse des esters de 

cholestérol présents en excès dans la cellule en acides gras libres et 

du cholestérol (Redinbo et Poiler, 2005). 

1.7.2.2. Génération d'esters éthyliques d'acides gras: 

Les carboxylestérases peuvent être impliquées dans le 

métabolisme non oxydatif de l'éthanol suite à une consommation 
excessive d'alcool. Ces enzymes catalysent une transestérification 

des acides gras libres par l'éthanol, ce qui conduit à la formation 

des produits potentiellement toxiques connus sous le nom d'esters 

éthyliques d'acides gras. Ces composés vont être accumulés dans 

les mitochondries des cellules où ils vont entrainer le découplage de 

la phosphorylation oxydative ce qui entraine une inefficacité de la 

production d'énergie ainsi que des dommages aux cellules 

(Beckemeier et Bora, 1998). 
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Figure 9: Les fonctions biologiques de la carboxylestérase (Redinbo et Potter, 2005). 
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II. Les colorants alimentaires: 

Les additifs alimentaires sont toutes substances habituellement 

non consommées comme aliment en soi et qui ont ou non une 

valeur nutritionnelle, ajoutées intentionnellement aux denrées 

alimentaires pour assurer certaines fonctions technologiques telles 

que la coloration, la préservation, la texturisation, la saveur ou le 

goût (Bourrier, 2006). Parmi les additifs alimentaires, les colorants qui 

sont ajoutés pour donner une couleur à une denrée alimentaire 

ou à lui redonner sa couleur naturelle. En effet, le premier sens de 

consommateur sollicité lors de choix d'un aliment est la vue, ce qui 

explique que la couleur est une caractéristique importante dans le 

choix des aliments (Amin et al., 2010). 

Jusqu'en 1850, les colorants alimentaires étaient d'origine 

naturelle (carotte, betterave, peau de raisin noir, safran, etc.). Dès 

1856, apparaissent les colorants de synthèse et les colorants 

artificiels, plus stables et moins chers, de plus en plus utilisés par 

l'industrie alimentaire mondiale (Gallen et PIa, 2013). Parmi ces 

colorants alimentaires, la tartrazine (E102) remplace le plus souvent 

le safran dans la cuisine de nombreux pays, ce substitut revient 

moins cher, et le colorant vert utilisé dans beaucoup de produits 

(alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques, etc...). 

11.1. La tartrazine: 

La tartrazine (E102) est un colorant alimentaire synthétique, 

utilisé dans la cuisine de nombreux pays comme un substitut au 

safran. Il est très utilisé dans les produits alimentaires comme les 

chips, les soupes instantanées, moutardes, sucreries (bonbons, 

pastillages, décors de pâtisserie), boissons, glaces et crèmes 

glacées. Utilisé avec le bleu patenté V synthétique (E131) pour 
donner la couleur verte aux sirops de menthe. Elle est employée 

dans l'alcool modifié médical pour le rendre impropre à la 
consommation. 
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On la trouve aussi dans beaucoup de médicaments et certains 

cosmétiques (Gallen et Pla, 2013). La dose journalière admissible 

(DJA) pour l'être humain est de O à 7,5 mg/Kg du poids corporel 

(Tanaka et ai., 2008). 

I !IIiiiI 
Figure 10: La tartrazine 

11.1.1. Structure et nomenclature: 

La tartrazine autrement connu comme E 	ou L 

ou 	1 est un colorant jaune citron synthétique azoïque, utilisé 

comme colorant alimentaire, de formule brute (C16H9N4Na3O9S2) et 

d'un poids moléculaire de 534,36 g/mol. Il est dérivé du goudron de 

houille (cool tar). Son nom chimique est le tri-sodium 5-hydroxy-1-(4-

sulfonatophényl)-4-(4-sulfonatophénylazo)-H-pyrazol-3-carboxylafe. 

La fartrazine comporte un groupement azdique (-NN-), qui est 

propre à tous les colorants azoïques, et qui est très nocif pour les 
êtres vivants (Amin et ai., 2010). Sa formule développée est indiquée 

dans la figure ci-dessous: 
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Figure 11: Structure chimique de la tartrazine. 

11.1.2. Propriétés physico-chimiques : 

C'est une poudre de couleur orange, soluble dans l'eau, 
employée dans le monde entier comme additif pour colorer 
plusieurs nourritures, des médicaments et des cosmétiques. 
La pureté est spécifiée en tant que, pas moins de 85 % de matières 
colorantes totales. Les 15 % restantes peuvent être pris en compte 
par le chlorure de sodium ou le sulfate de sodium, cependant, la 
matière insoluble dans l'eau ne dépasse pas les 0,2 %. 

11.1.3. Effet de la tartrazine sur la santé: 

La tartrazine est parmi les colorants les plus toxiques, elle est 
interdite en Amérique et leur usage est très réglementé en France. 
En ce qui concerne les études toxicologiques de ce colorant chez 
les mammifères, Davis et ai. (1964) ont rapporté lors d'une étude 
toxicologique chronique durant 2 ans chez les rats, que la tari razine 
contenue dans l'alimentation (0,5% à 5%) n'a pas causée de 

tumeur. Maekewa et ai. (1987) ont constaté que la tartrazine 
administrée dans l'eau potable (1% à 2%) n'a pas montré d'effets 
cancérigènes durant 2 ans d'études de toxicité chez les rats. 
Cependant, Amin et ai. (2010) ont constaté que la tartrazine o un 
effet défavorable et permet de changé certaines variables 
biochimiques (par exemple: la peroxydase de glutathion (GSH-Px), 
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dismutase de superoxyde (SOD) et la catalase) dans certains 
organes vitaux comme le foie et les reins non seulement à des doses 
élevées mais aussi à faibles doses. 

La tartrazine administrée dans le régime alimentaire du rat a 
été aussi à l'origine de l'inflammation de la muqueuse de l'estomac 

(augmentation du nombre de lymphocytes et des éosinophiles) 
pour une période de temps prolongé. 

Chez l'homme, une variété de réponses immunologiques ont 
été attribuées à l'ingestion de la tartrazine y compris : l'anxiété, une 
dépression clinique, des migraines, une vision floue, des 
démangeaisons, une faiblesse générale, des vagues de chaleur, 
sensation d'étouffement, des plaques violettes sur la peau et des 
troubles du sommeil (Gao et al., 2011). La tartrazine peut aussi être à 
l'origine de l'hyperactivité chez les enfants ainsi que des crises 
d'asthme, de rhinites, d'urticaires, d'eczéma atopique et des chocs 
anaphylactiques (Gallen et Pla, 2013). 

11.2. Le colorant vert: 

L'étiquetage du colorant vert utilisé lors de l'expérimentation 
indiquée dans la figure ci-dessous, montre que ce colorant est 
obtenu à partir de deux colorants: Le rouge ponceau (El 24) et le 
dioxyde de titane (E171), ainsi que du dextrose (D-glucose). 

Figure 12: Le colorant vert 
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11.2.1. Le rouge ponceau: 

Le rouge ponceau (E124) est un colorant alimentaire 
synthétique soluble dans l'eau, largement utilisé dans les produits 
alimentaires (des bonbons, des gâteaux, des biscuits, des glaces, 
des sirops, des boissons), les médicaments, les cosmétiques et le 
tabac. La dose journalière admissible (DJA) pour l'homme est de 
O - 4 mg/kg du poids corporel (Li et lei, 2012). 

11.2.1.1. Structure et nomenclature: 

Le rouge ponceau également connu sous le nom de rouge 
cochenille A (C. 1. (1975), N°. 16255, E124), est un colorant alimentaire 
azd(que de synthèse d'une formule chimique (C20H11N2Na3010S3), il 
est constitué essentiellement par le sel trisodique de l'acide 
2-hydroxy-1-(4-sulfonato-1-naphthylazo) naphtalène-6,8-disulfonique 
et par des colorants accessoires, on y trouve aussi du chlorure de 
sodium et/ou du sulfate de sodium comme principaux constituants 
non colorés (Wang et ai., 2014). Sa structure moléculaire est 
représentée dans la figure ci-dessous: 

HO 

NaO3SÛ

N

N=N 

aO3S ---- 

S03Na 

Figure 13: Structure moléculaire du rouge ponceau (Wang et ai., 2014). 
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11.2.1.2. Toxicité du rouge ponceau: 

Dans les études toxicologiques du rouge ponceau, Gaunt et al. 

(1967) ont rapporté que la DL50 par voie intrapéritonéale chez les 
rats (mâles et femelles) était de 0,6 g/kg et 2,6 g/kg respectivement, 
et les valeurs correspondantes chez les souris étaient de 1,9 g/kg et 
1,6 g/kg. La DL50 orale a dépassé 8 g/kg chez les deux espèces. 
Brantom et ai. (1987) ont indiqué que le niveau sans effet observé 
était de 500 mg/kg par jour dans une étude de toxicité à long terme 
(60 jours dans la génération Fo, 114 semaines et 118 semaines chez 
les mâles et les femelles, dans la génération Fi). Lors d'une étude de 
reproduction sur trois générations, un niveau non nocif est observé 
de ce colorant chez les rats était de 1250 mg/kg par jour. 

En ce qui concerne les études de toxicité sur la reproduction et 

le développement, Meyer et Hancen (1975) ont constaté que le 

rouge ponceau n'induit aucun effet embryo-toxique chez le rat par 

gavage (1000-4000 mg/kg par jour). Momma et ai. (1981) ont 

rapporté que la présence de ce colorant dans le régime alimentaire 

(0,05 à 0,7%) au cours de la grossesse chez les souris n'a produit 

aucun effet tératogène ou un effet sur le développement post-

natal. 

11.2.2. Le dioxyde de titane: 

Le dioxyde de titane (Ti02) est employé comme additif 

alimentaire sous la référence [171, c'est un colorant utilisé pour 

donner une couleur blanche à certains aliments, en particulier les 

confiseries, les sauces blanches ainsi que certains produits 

alimentaires en poudre (Chen et ai., 2014). Il est hautement stable à 

la chaleur, à la lumière, à l'oxygène et au pH. De même, il est 

insoluble dans l'eau, dans presque tous les acides et dans tous les 

solvants organiques (Lomer et al., 2000). 
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Le dioxyde de titane est en général mal absorbé chez les 

mammifères avec aucun effet toxicologique ou indésirable sur la 

santé. Cependant, sa nature chimiquement inerte et son insolubilité 

dans l'eau ne garantissent pas qu'il soit inoffensif ou biologiquement 

inactif. En effet, le dioxyde de titane peut être bien absorbé par le 

tractus gastro-intestinal, plusieurs études montrent que la présence 

de ce colorant dans le tissu intestinal humain peut provoquer une 

réponse anormale qui peut être impliquée dans la pathogénèse de 

la maladie de Crohn (Lomer et ai., 2000). 

De nombreuses autres études ont montré que le dioxyde de 

titane entraine des effets génotoxiques, y compris les dommages 

d'ADN et des aberrations chromosomiques structurelles dans 

différentes lignés cellulaires (Skocaj et ai., 2011). 

11.2.3. Remarque: 

Le colorant vert utilisé dans notre étude ne peut pas être 

obtenu à partir des deux colorants: le rouge ponceau (El 24) et le 

dioxyde de titane (El 71), puisque en matière de couleur le mélange 

du rouge et du blanc ne donne pas du vert, et donc le colorant vert 

ne peut être que le résultat de la combinaison du jaune (tartrazine 

E102) et du bleu (l'indigotine [132). Le résultat obtenu lors de l'étude 

du spectre d'absorption du colorant vert confirme cette remarque. 

11.2.4. L'indiciotine: 

11.2.4.1. Structure et nomenclature: 

Le carmin d'indigo appelé aussi l'indigotine connu sous les 
références suivantes : FD&C bleu n2, C, 1. (1972), N<, 7301 ou le 
est le sel disodique de l'acide 1-indigotine-5,5'-disulfonique 
(C16H8N2Na208S2) (figure 14). Il est utilisé comme un colorant 
dans les produits alimentaires, les comprimés et les capsules 
pharmaceutiques et aussi utilisé à des fins de diagnostic médical 
(Hooson et ai., 1974). 
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NaO3S ~1 	N 	

N 	
l.,,
SO3Na 

Figure 14: Structure moléculaire d'indigotine (Mittal et ai., 2006). 

11.2.4.2. Toxicité de l'indigotine: 

L'indigotine est considérée comme une classe indigd(de 
hautement toxique, son contact avec l'être humain peut lui 
provoquer des irritations de la peau et des yeux. Il peut aussi causer 
des lésions permanentes à la cornée et la conjonctive. La 
consommation des produits alimentaires contenant ce colorant 
peut se révéler fatal, car il est cancérogène et peut mener à une 
toxicité reproductrice et développementale. li a été aussi établie 
que ce colorant conduit à des fumeurs au niveau du site 
d'application, comme il peut causer une irritation gastro-intestinale 
accompagnée de nausées, de vomissement et de la diarrhée 
(Mittal et ai., 2006). 
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Matériel et Méthodes 

I. Réactifs utilisés 

• L'éthyle butyrate CH3CH2CH2CO2C2H5 (99%, d = 0,875). 

• La carboxylestérase du foie du porc : Sigma prod. No [301 9-2OKU. 

• La tartrazine commerciale Colorant alimentaire. La chaine 14,888 

(Mm = 534,36 g/mol). 

• Le colorant alimentaire vert (E124-E171) (Mm= 684,339 g/mol). 

• Tétraborate de sodiumNa2B407. 10H20 (Mm = 381,37 glmol). 

• Chlorure d'hydrogène HCI (37%, d = 1 ,19). 

• L'hydroxyde de sodium NaOH (Mm = 40 g/mol). 

• Tartrate double de sodium et de potassium C4H4KNa06. 4H20 

(Mm = 282,22 g/mol). 

• Iodure de potassium KI (Mm = 166 g/mol). 

• Sulfate de cuivre Cu504, 5H20 (Mm = 249,68g/mol). 

• L'acide citriqueC6H807 (Mm = 192,12 g/mol). 

• Potassium phosphate monobasique KH2PO4 (Mm = 136,09 g/mol). 

• Sodium phosphate dibasique NO2HPO4 (Mm = 358,13 g/mol). 

• Le chlorure de potassium KCI (Mm = 74,54 g/mol). 
• L'albumine sérique bovine (BSA), Sigma prod. No A3912-100G. 

19K1526. Poudre lyophilisée. 
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