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INTRODUCTION 

 

                Les enzymes sont les outils permettant le fonctionnement du vivant puisqu’elles 

sont responsables de l’ensemble des réactions chimiques qui se déroulent à chaque instant au 

sein des cellules vivantes. Leur activité est souvent considérable, une seule molécule 

d’enzyme, peut transformer jusqu’à plusieurs millions de molécules de substrat par minute.  

  

                L’utilisation des enzymes est connue depuis longtemps. A l’origine, il s’agissait 

d’enzymes végétales ou animales présentes dans les substances naturelles ou d’enzymes 

microbiennes issues de fermentations non contrôlées. L’ignorance des phénomènes utilisés, a 

engendré une incapacité de les reproduire fidèlement ce qui s’est traduit par une grande 

irrégularité des effets observés et des résultats escomptés. 

L’emploi des enzymes a été développé après la mise au point de méthodes d’extraction, de 

séparation et de purification sans altérer leur fonctionnement. Ceci a permis de les doser, 

stabiliser et de les utiliser dans des applications à l’échelle industrielle.  

Durant les deux dernières décennies, la biotechnologie des enzymes a pris de l’essor du fait 

des énormes avantages fournis par la bioconversion par rapport aux méthodes chimiques, non 

seulement sur le plan énergétique, mais également sur l’efficacité, la rapidité et la sélectivité 

des réactions.  

 

                La découverte de nouvelles enzymes ouvre de plus en plus de possibilités 

d’applications d’intérêt. Il est bien évident que la biotechnologie des enzymes demeure un 

domaine très prometteur et toutes les méthodologies de la biochimie, de la chimie, de la 

biologie moléculaire, du génie enzymatique, de la microbiologie et de la génétique 

moléculaire ont accru les performances des enzymes. Des techniques modernes telles que 

l’utilisation de milieux réactionnels non conventionnels (solvants organiques, micro-ondes, 

ions métalliques, micelles….), la création de super protéines enzymatiques modifiées 

chimiquement ou par génie génétique et l’optimisation de la structure/ fonction par les 

techniques de l’ingénierie protéique, ont permis d’obtenir des enzymes spécifiques et très 

performantes.  

 

                Parmi les milliers d’enzymes identifiées et souvent connues dans les moindres 

détails, on s’est intéressé à l’une des plus répandues qui soient, la peroxydase (EC : 1.11.1.7). 
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Ce type d’enzyme existe chez les animaux, les végétaux, les champignons et les bactéries 

aérobies. La fonction principale de la peroxydase est la décomposition des peroxydes, dérivés 

toxiques de l’oxygène, ce qui lui vaut son nom. 

  

               Le plus grand champ commercial des peroxydases est relié à la chimie analytique et 

de ce fait, elles sont employées dans plusieurs secteurs entre autres: biologique, 

pharmaceutique, médical, cosmétique, agroalimentaire et environnemental.  

Les symptomatiques qui leur confèrent ce vaste domaine d’applications sont leur aptitude à 

agir à très faible concentration, et à oxyder plusieurs substrats donneurs chromogènes, à coté 

de leur polymorphisme distingué et leur source diversifiée.  

 

                La source traditionnelle performante en peroxydases, est le raifort cultivé 

(Armonica rusticana), communément appelé ‘radis du cheval’, en anglais horseradish (Krell, 

1991). La HRP (horseradish peroxydase) a été largement étudiée, et a fait l’objet de 

commercialisation. Son emploi dans diverses applications analytiques, a donné un écho 

favorable. Cependant, sa stabilité modérée à la chaleur (Tams et Welinder, 1998) et aux fortes 

concentrations en H2O2 (Rodríguéz et al., 1997 ; Hiner et al., 1996 et 2002), est à l’encontre 

de son application à l’echelle industrielle. D’autre part, la plante productrice est de culture 

assez difficile puisqu’elle exige un sol profond et riche en humus, de plus, elle ne pousse pas 

partout dans le monde, ce qui pose des contraintes d’ordre économique. 

Quelques peroxydases naturellement plus stables que la HRP, ont été décrites comme celles 

du Soja (Mc-Eldoon et Dordick, 1996) et de l’orge (Rassmussen et al., 1997), mais n’ont pas 

fait l’objet de commercialisation, probablement pour leur productivité défectueuse. 

Pour toutes ces raisons, et vu l’intérêt que peut encore offrir ce type d’enzymes dans de 

nouvelles applications, l’axe de recherche reste toujours orienté vers la prospection d’autres 

sources plus performantes en peroxydases en vue de remplacer la HRP. 

 

                D’un autre côté, la recherche sur l’automatisation de telles applications  n’est pas en 

reste. Dans ce sens, on cite la création d’instruments miniaturisés employés pour le dosage 

clinique du glucose tels que le ‘Granutest Kit-100-Glucose’ (Merck), le ‘Reflolux-S-meter’ 

(Boehringer Mannhiem) et le ‘Ektachem’ (Kodak) ainsi que la conception d’électrodes qui 

sollicite l’immobilisation efficace de l’enzyme. Des électrodes à base de peroxydase ou du 

couple peroxydase/ oxydase selective, ont été proposées pour l’analyse de certains composés 
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comme l’acide urique (Akyilmaz et al., 2003), le glucose (Farroqi et al., 1999), le H2O2 

(Armada et al., 2004 ) et les composés phénoliques (Tønning et al., 2005). 

 

 

 

 

                L’ail (Allium ativum) est l’une des plus anciennes plantes qui a été utilisée depuis 

plus de 400 années comme condiment ou aliment ou en médecine folklorique. Ses propriétés 

antibactériales, antimicrobiennes et antiseptiques datent bien avant le début de l’histoire 

humaine (Choi et al., 2005). Plusieurs auteurs (environ 7000 travaux publiés) se sont 

intéressés à l’étude des substances bioactives de cette plante et leur mode d’emploi (Moore 

and Atkins, 1977 ; Essman, 1984). D’autres propriétés comme les activités anti tumorales, 

anti inflammatoires et antioxydantes, ont été attribuées aux extraits d’ail et leur effet potentiel 

biologique a été extensivement examiné sur la santé humaine (Afzal et al., 2000). Toutes les 

activités biologiques de l’ail, sont liées à la présence des composés organosulfurés et 

phénoliques 

 

                Chez les plantes, les peroxydases (Prx abréviation en accordance avec les 

annotations des génes, Passardi et al., 2005) interviennent dans de nombreux processus liés au 

développement du végétal entre autres, la biosynthèse de la lignine et le métabolisme des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) (Almagro et al., 2009).  

Les substrats donneurs peuvent être des composés phénoliques tels que les précurseurs de la 

lignine (acides hydroxycinnamiques : p-coumarique, férulique et sinapique), ou une variété de 

composés résultant du métabolisme secondaire. Ces enzymes sont aussi capables de produire 

leur propre H2O2 (Blee et al., 2001) et souvent des radicaux hydroxyle (Chen et schopfer., 

1999) impliqués dans la dégradation oxydative et l’élongation de la cellule.   
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I.   L’AIL  
 

1.   PRESENTATION 

  

          L’ail cultivé a pour nom latin Allium sativum. C’est une plante herbacée, bulbeuse, 

vivace et à nombreuses petites fleures blanches linéaires, engainantes et formant une 

inflorescence en ombelle. Le bulbe mère repose sur une structure plate appelée plateau d’où 

partent les racines. Il est entouré de cinq à dix petits bulbes secondaires (caïeux), couramment 

désignés sous le terme de gousses. L’ensemble (bulbe et caïeux), est enveloppé d’une fine 

pellicule de couleur blanche ou rose selon les espèces. De la plante entière, émane une forte 

odeur piquante. 

La reproduction de Allium sativum (As) est strictement végétative et ceci, à partir d’une 

gousse. Au printemps, le bulbe donne naissance à une mince tige cylindrique d’environ 30 cm 

de hauteur, engainée par de longues feuilles étroites.  

L’ail est cultivé dans le monde entier et on l’utilise plutôt comme condiment pour sa saveur et 

son odeur piquante. Il est apprécié pour ses multiples propriétés médicinales. 

 

 

                   
                                                   Figure 1.  Ail rose de Lautrec 

                                            (fr.Wikipedia.org/Wiki/Ail_ cultivé) 

 

 

2.   CLASSIFICATION ET DIVERSITE   

 

          As est une plante monocotylédone appartenant à l’ordre des Liliales : groupe de plantes 

en majorité herbacées, à organes souterrains persistants (bulbe, rhizomes) et à fleures 
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trimères. Selon certains auteurs, cet ordre comporte deux à dix sept familles dont la plus 

représentative du point de vue systématique, numérique et économique est sans doute celle 

des Liliacées renfermant l’ail et l’oignon. La systématique d’As est ainsi résumée                                            

(voir : fr.Wikipedia.org/Wiki/Ail_cultivé). 

  
 
           Règne   :                     Chlorobionta 

           Embranchement :         Spermaphyte 

           Classe :                       Liliopsida 

           Ordre :                        Liliales 

           Famille :                      Liliacées 

           Genre :                        Allium 

           Espèce :                      sativum Linné  

 

Sous l’appellation de Allium, sont rassemblées l’espèce cultivée (Allium sativum L.) et 

plusieurs espèces sauvages : 

   -  l’ail des ours, espèce forestière aux feuilles et fleurs en étoiles très odorantes (Allium 

      ursinum) ; 

   -  l’ail rose aux fleurs roses et à saveur plus sucrée (Allium roseum) ;  

   -  l’ail d’Espagne ou (rocambole), rouge aux fleurs mauves et à saveur plus douce (Allium  

     scorodoprasum) ; 

   -  l’ail sauvage d’Amérique, (Allium canadence) ; 

   -  l’ail sauvage d’Europe, (Allium oleraceum) ; 

   -  l’ail des vignes, (Allium vineale). 

 

3.  HISTORIQUE   

          L’ail est sans doute l’un des légumes les plus anciennement domestiqués par les 

humains qui, depuis des temps immémoriaux, s’en sont servis aussi bien pour se soigner que 

pour se nourrir. Dans la cuisine méditerranéenne, As est plutôt utilisé comme condiment pour 

ses vertus aromatiques et ceci en gousse ou écrasé, cuit ou cru, il relève le goût des viandes, 

des sauces et autres plats.  
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          As a acquis une réputation dans le folklore de plusieurs cultures, comme étant un 

universel et éminent agent thérapeutique et prophylactique. Très loin dans le passé, les 

Babyloniens, les Égyptiens, les Phéniciens, les Vikings, les Chinois, les Grecs, les Romains et 

les Hindous utilisaient fréquemment l’ail comme un remède pour les troubles intestinaux, les 

vers, les infections respiratoires, les maladies cutanées, les plaies, les symptômes de 

vieillissement et plusieurs autres affections (Block, 1985).   

L’ancien Pline le naturaliste et écrivain latin (23-79 avant J.C), affirme dans son traité 

d’histoire naturelle : « L’ail a des propriétés puissantes….....C’est un antidote contre les 

piqûres des musaraignes, les morsures de chiens et de serpents, et neutralise les effets nocifs 

de certaines plantes vénéneuses ». Il le recommande pour le traitement de l’asthme, la 

suppression de la toux et les parasites intestinaux. 

On sait par ailleurs, que selon les croyances méditerranéennes, l’ail protégerait du mauvais 

œil et en Europe centrale, on lui prête le pouvoir d’éloigner les vampires et certains parasites 

qui sucent le sang, comme la tique (www.blujean.fr/Aliments/Ail.php).  

  
          As représente un remède pour soulager les maux de dents en décoction, placé 

directement sur la dent malade ou macéré dans le vinaigre. Il présente également un effet 

aphrodisiaque et dans ce sens, il est servi en soupe ou mélangé à de la coriandre fraîche dans 

un verre de vin. Préconisé en Inde par les soins ayurvédiques, médecine naturelle ancestrale, 

l’ail aide la digestion par son effet antiseptique. Le médecin romain Dioscoride le préconisait 

aussi contre le typhus, l’enrouement et l’asthme. Hyppocrate (377- 460 av. JC), le père de la 

médecine, recommande l’utilisation de cette plante pour ses qualités diurétiques et laxatives.  

Intégrant toutes les vertus de la médecine occidentale, longtemps considéré comme l’un des 

meilleurs remèdes de la peste, Allium sativum, restera jusqu’au 19ième siècle dans les 

campagnes, le médicament que Galien appelait déjà « la thériaque des paysans ». Les Hébreux 

le comptaient en nombre de biens les plus précieux qu’il leur fallut laisser en Égypte. On 

raconte que les esclaves oeuvrant à la construction des pyramides d’Égypte, avaient cessé de 

travailler afin de protester contre le fait de leur avoir coupé leur ration d’ail qui, pensait-on, 

leur procurait la résistance nécessaire pour accomplir leur dur labeur                        

(voir Mokni, 2007). 

 
          Louis Pasteur était le premier à démontrer que l’ail pouvait détruire des bactéries. De 

l’antiquité jusqu’à la première guerre mondiale, des cataplasmes d’ail étaient utilisées pour 

prévenir l’infection des blessures. En 1916, le gouvernement anglais demandait à sa 
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population de lui fournir de grandes quantités d’ail pour répondre aux besoins médicaux de 

son armée en guerre. Durant la deuxième guerre mondiale, il était surnommé la «pénicilline 

des Russes» car l’armée russe eut recours à l’ail lorsqu’elle vint à manquer de pénicilline 

(Essman, 1984). 

 

4.  LES CONSTITUANTS CHIMIQUES  
 

  4.1   LES PRODUITS NATURELS  

 
       Les plus représentatifs sont les composés sulfurés primaires (S-alkyl-L-cystéine 

sulfoxides) incluant l’alliine et les peptides γ-glutamylcystéine (Amagase et al., 2001). 

 

  a)  L’alliine  

          Elle est également appelée S-allyl cystéine sulfoxide et représente environ 24% du 

poids total du bulbe. Aussitôt que l’ail est haché ou écrasé, l’allinase agit sur l’alliine et la 

transformé en allicine (diallyl thiosulfinate). 

 

  b)  Les peptides γγγγ-glutamylcystéine  

          Un bulbe contient en moyenne plus de 0,9% de γ-glutamylcystéine. Ces peptides 

constituent une famille de plusieurs dérivés tels que le γ-glutamyl-S- allylcystéine (GSAC), le 

γ-glutamyl-S-methylcystéine (GSMC) et le γ-glutamyl-S- propylcystéine (GSPC). Ces 

peptides sont des intermédiaires de biosynthèse pour les cystéines sulfoxides correspondants. 

Le γ-glutamyl-S-allyl-mercapto-L-cystéine et le S-(2-carboxypropyl) glutathion sont 

également présents dans le bulbe d’ail.      

 

 c)  Les autres composés  

          Le pourcentage en matière sèche de As est estimé entre 7 à 15% avec 1 à 2% de 

protéines, environ 0,2% de matière grasse et 5 à 15% de carbohydrates. La valeur énergétique 

est de 140 calories /100g de matière sèche. Il est riche en P, K, S et Zn, avec des niveaux 

moyens en Se, vitamines A et C et de faibles doses en Ca, Mg, Na, Fe, Mn et vitamine B.  

Il contient l’adénosine, les glycosides stéroïdiens, les lectines, les prostaglandines, les 

pectines, la biotine, l’acide nicotinique, les composés phénoliques (flavonoïdes, acides 
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hydroxycinnamiques, et anthocyanines), les acides gras, les glycolipides et phospholipides. 

80% des lipides se composent de quatre acides gras : l’acide linoléique (46 à 53%), l’acide 

palmitique (20 à 23%), l’acide oléique (4 à 13%) et l’acide linolénique (3 à 7%). 

 

          A titre d’exemple, une analyse comparative des principaux composés phénoliques dans 

l’ail et l’oignon a été réalisée par Gorinstein et ses co-auteurs (2008), qui ont montré que la 

concentration (en mg/100g de poids sec) des trois acides hydroxycinnamiques (p-coumarique, 

férulique et sinapique) est plus élevée dans l’ail (0,96 ± 0,01) que dans l’oignon rouge (0,54 ± 

0,01) et l’oignon blanc (0,33 ± 0,01). Cependant la concentration totale des acides 

phénoliques  est plus élevée dans l’oignon rouge (6,34 ± 0,06) que dans l’oignon blanc (5,84 

± 0,05) et l’ail (2,20 ± 0,01). Ces trois acides hydro-xycinnamiques qui sont des précurseurs 

de la lignine, garantissent non seulement la rigidité mécanique de la plante mais assurent aussi 

sa protection. Ces auteurs ont aussi montré la présence des deux flavonoïdes, la quercétine et 

le Kaempférol dans l’ail et l’oignon, et leur implication dans la défense de la cellule contre le 

stress biotique et abiotique. 

 

 

  4.2   LES PRODUITS DE TRANSFORMATION  

 

a) Les S-allyl Cystéine (SAC) 

          Les bulbes intacts contiennent une petite quantité de ces produits (SAC) lesquels, sont 

formés à partir du catabolisme des γ-glutamylcystéine. A côté des SAC, existent d’autres 

composé sulfurés minoritaires qui dérivent des γ-glutamyl correspondants tels que : le S-éthyl 

cystéine (SEC), le le S-propyl cystéine (SPC), le S-méthyl cystéine (SMC), le S-allyl-acétyl 

cystéine (SAAC), le S-allyl-sulfonyl cystéine (SASC) et le S-allyl-mercapto cystéine 

(SAMC). 

 

   b)  Les thiosulfinates 

          Ces composés renferment l’allicine, l’ajoene, les vinyldithiins et les sulfides. En ce qui 

concerne les sulfides (allyl-sulfides), ils sont représentés par le diallyl-sulfide (DAS), le 

diallyl-disulfide (DADS), le diallyl-trisulfide (DATS), le méthyl allyl-sulfide (MAS), le  

méthyl allyl-disulfide (MADS), le  méthyl allyl-trisulfide (MATS), le  dipropyl-sulfide (DPS),  

le dipropyl-disulfide (DPDS) et le E,Z-ajoene. 
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  4. 3   Les saponines 

 
          Les saponines sont des stéroïdes glycosylés caractéristiques des plantes du genre 

Allium. Deux ‘furostanol saponines’ dont une appelée sativoside-B1, ont été isolées à partir 

d’une fraction glycosyde d’ail congelé (Matsuura et al., 1989). La conversion des ‘furostanol 

saponines’ a probablement lieu sous l’action de glucosidases, suite à l’écrasement des gousses 

dans le méthanol. 

 
          Par ailleurs, le choix d’un modèle d’extraction des constituants de l’ail, conduit non 

seulement à la variation de la quantité et la qualité des organosulfurés, mais également à 

celles des stéroïdes saponines. 

 

5.   EFFETS MEDICINAUX DES PRINCIPES ACTIFS 

 

          Plusieurs auteurs (environ 7000 travaux publiés) se sont intéressés à l’étude des 

substances bioactives de cette plante et leur mode d’emploi. En raison de l’ampleur 

exceptionnelle de ce corpus d’études, on se limite à quelques notes bibliographiques. 

 

  5.1   EFFETS ANTIOXYDANTS  
 

          As est riche en matières actives anti oxydantes incluant les composés sulfurés, les 

flavonoïdes et les phénols capables de piéger les radicaux libres. Il contient également du 

sélénium indispensable à la glutathion peroxydase (Pédraza et al., 2005). L’allicine est 

capable d’inhiber la formation du H2O2 par le système xanthine /xanthine oxydase, 

probablement par un mécanisme d’échange des groupements thiol (Chung, 2006).  

As particulièrement cru, stimule la libération des enzymes anti oxydantes telles que la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX) 

(Numagami et Ohnishi, 2001 ; Hamlaoui et al., 2009). Cette propriété est incontestable dans 

la réduction des peroxydes lipidiques au niveau du cœur, du foie et des reins (Banerjee et al., 

2001 et 2002), la diminution du risque des cancers induits chimiquement ou par irradiation 

(Borek, 1997), ainsi que dans la prévention des lésions induites par les ROS au niveau de 

l’ADN, des lipides et des protéines (Gutteridge, 1993).  
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          L’administration concomitante par voie cutanée pendant 4 jours du diallyl disulfure à 

raison de 50 mg /kg/ j avec la gentamycine à raison de 70 mg /kg/j, prévient la diminution des 

enzymes anti oxydantes (Pédraza et al., 2000). 

 

  5.2   EFFETS ANTI -INFECTIEUX   
  

          Les propriétés anti bactériales, anti microbiennes et anti septiques de l’ail datent bien 

avant le début de l’histoire humaine (Choi et al., 2007).  

En 1999, on dénombrait environ 250 études sur les propriétés antibactériennes et 

antifongiques de As (Moore and Atkins, 1997) Parmi ces études, 27 essais ont été pratiqués 

sur des humains souffrant de pneumonie, de gingivite, de gastroentérite, de dyspepsie, et 

d’autres infections du tube digestif. D’autre part, 30 études ont porté sur l’activité antivirale 

de l’ail dont 23 ont été réalisées in vitro et sur des animaux, et 7 sur des humains, notamment 

contre les virus du rhume et de la grippe (Josling, 2001).  

Son effet antibactérien est attribué à sa capacité de réduire la teneur lipidique au niveau des 

membranes bactériennes ce qui provoque leur effondrement (Sohn et al., 2009). Son action 

antifongique est souscrite en application contre les mycoses de la peau (Ledezma et al., 2000). 

Son influence au niveau pulmonaire, s’exerce aussi bien dans le rhume banal et la coqueluche 

que dans l’emphysème, les bronchites chroniques et les pneumopathies d’origine infectieuse. 

Son essence, rapidement diffusée par les bronches (d’où l’halène alliacée des mangeurs d’ail), 

agit en même temps comme antispasmodique en calmant la toux, comme antiseptique et 

comme modificateur des sécrétions (Lawsan, 1998). 

 
          As est aussi efficace contre les insectes (Amankar et Reaves, 1970) et il représente avec 

l’absinthe, le vermifuge traditionnel très actif contre les oxyures, les ascarides et le ténia 

(Amankar et Banerjee, 1971). En usage externe, le suc dilué étant un excellent désinfectant 

des plaies et il est appliqué en compresses ou en pommade sur le furoncle. 

 

  5.3   PROTECTION CARDIOVASCULAIRE  
  

           Les résultats d’études menées sur des animaux, et des essais cliniques sur des humains 

indiquent que l’ail peut offrir une protection cardiovasculaire (Matsuura, 2001). Celle-ci est le 

résultat de la contribution du principal agent, l’allicine dans la prévention de l’athérosclérose 

(Rahman, 2001), l’hyperlipidémie (Kann 1999 ou Kannar et al., 2001 ), le diabète (Eidi et al., 

2006 ) et dans le maintien de l’élasticité des artères (Breithaupt-Grogler et al., 1997).  
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5.4   Prévention du cancer 

  

          Plusieurs travaux de recherche menés sur des animaux, ont montré que l’ail, 

particulièrement par ses composés allyl sulfuriques, contribue dans l’inhibition du cancer du 

foie (Wu, 2004), de la peau (Schukla et al., 1999), des poumons (Hu et Singh, 1997) et de la 

vessie (Riggs et al., 1997). D’autres études rapportent que As par son effet antioxydant, est à 

la base de la prévention du cancer (Borek, 1997; Martino et al., 2006 ).  

 

  5.5   AUTRES EFFETS DESIRABLES  
                                      

          On pense que cette plante polyvalente renforce le système immunitaire (Nutranews, 

2004 ), protége de l’inflammation (Lang et al., 2004) et a un effet antivieillissement 

(Morigushi et al., 1997 ; Rahman, 2003).  

Il a été montré que l’extrait de As administré oralement à des rats intoxiqués par le plomb 

(Senapati et al., 2001) et le mercure (Bellé et al., 2009), diminue considérablement les 

concentrations de ces métaux dans les tissus et le plasma.  

L’équipe de Pantoja (2000), a montré que l’extrait aqueux de As diminue le transport actif de 

Na+ et inhibe l’activité de la Na+/K+-ATPase.  

D’après Morihara (2006), l’ail est un facteur antifatigue potentiel : il facilite le métabolisme 

glucidique, atténue le stress oxydatif et favorise l’approvisionnement en oxygène suite à une 

vasodilatation. 

 

  5.6   EFFETS INDESIRABLES CHEZ L ’HOMME  

 
          Il existe très peu d’études signalant des effets toxiques chez l’homme après la 

consommation d’ail. Les symptômes habituellement décrits sont ceux d’une gêne gastro-

intestinale, des maux de tête accompagnés de nausées et d’une sudation abondante. Il y a 

seulement 39 publications réalisées entre 1938 et 1999, qui ont rapporté des réactions 

cutanées (Eming et al., 1999) ou plus sporadiquement des rhinites, des conjonctivites et des 

bronchospasmes (Falleroni et al., 1981 ; Papageorgiou et al., 1983).  

L’ingestion de l’ail frais (ou en poudre) en association avec des anticoagulants ou des 

inhibiteurs de l’agrégation des plaquettes, pourrait être responsable de l’éclaircissement du 

sang et provoquer ainsi des hémorragies (Petry, 1995).  
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II.    LES ANTIOXYDANTS NATURELS   

          Le corps est parfaitement muni d’un système naturel de défense vis-à-vis du stress 

oxydatif. Il fait appel à des enzymes et compte aussi sur l’alimentation. Ces molécules anti-

oxydantes ont une activité anti radicalaire qui s’exprime aussi bien au niveau de la protection 

de l’aliment contre l’oxydation, qu’au niveau de la protection des cellules animales contre le 

le vieillissement, le cancer et d’autres maladies inflammatoires, cardiovasculaires et 

neurodégénératives.  

 

1.   LES ANTIOXYDANTS ENZYMATIQUES 

 

  1.1   LES GLUTATHION PEROXYDASES (GP) 
 

          Leur rôle principal est d’éliminer les peroxydes lipidiques résultant du stress oxydant 

(Fig. 2). Il existe deux formes de GP, l’une étant indépendante des ions sélénium, c’est la 

glutathion-S-transférase (GST) et l’autre dépendante des ions sélénium dans son site 

catalytique (famille des GPX). Ces deux types diffèrent par leur structure et leur mécanisme 

catalytique (http://www.probiox.com/fr/body_stressoxydant.htm).  

          Chez l’homme, quatre isoformes de GPX ont été décrites : les GPX du cytosol (cGPX), 

du plasma (pGPX), de la membrane cellulaire (HPGPX) et une isoenzyme spécifique des 

cellules digestives (GIGPX). L’activité de ces enzymes est très dépendante de l’apport 

nutritionnel en sélénium. 

          La GST présente une activité vis à vis des peroxydes organiques (ROOH) mais pas vis-

à-vis de H2O2. La GPX est la forme plus importante car elle catalyse l’oxydation du glutathion 

réduit (GSH) qui libère l'hydrogène vers un OH.  ou un H2O2 pour former de l'eau. La famille 

des GPX est sans doute le système majeur de protection car elle détruit non seulement le H2O2 

mais aussi les ROOH toxiques formés par oxydation des acides gras et du cholestérol.  

                       2GSH (réduit)  +  H2O2                        GSSG  +  2H2O  

                       2GSH (réduit)  +  R-OOH                   GSSG  +  2H2O  + R-OH 

 
                                        GSH: ץ-glutamyl-cystéinnyl-glicine 

                                  GSSG: = 2GSH reliées par un pont disulfure (S-S) 
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  1.2   LES SUPEROXYDE DISMUTASES (SOD)  
 

          Ces enzymes transforment le radical superoxyde (O2
-) en H2O2 beaucoup moins réactif 

(Fig. 2). Cette réaction considérée la plus rapide à ce jour, constitue le facteur déclenchant les 

mécanismes de la défense naturelle (Vouldoukis, 2004). 

La SOD a besoin d’oligoéléments comme le zinc, le cuivre ou le manganèse pour fonctionner 

correctement. D’après (Mruk et al., 2002), les trois isoformes les mieux décrites chez 

l’homme sont :  

 – Cu/Zn-SOD (SOD1), est localisée dans le cytoplasme et le nucléole mais absente dans les 

mitochondries. Elle est constituée de deux sous-unités contenant chacune un atome de cuivre 

et un atome de zinc. Le Cu2+ est indispensable à l’activité catalytique de l’enzyme tandis que 

le Zn2+ stabilise la structure de la protéine. Elle représente 70% des SOD totales. 

 – Mn-SOD (SOD2) est présente dans la plupart des tissus où elle est localisée dans les 

mitochondries. Elle est constituée de quatre sous-unités contenant chacune un atome de 

manganèse nécessaire à l’activité catalytique de l’enzyme. Elle représente environ 15% de 

l’activité SOD totale. 

 – SOD3, tétramère est la seule forme extracellulaire impliquée dans la détoxification de O2
-. 

Elle est rencontrée dans le plasma et le milieu interstitiel. Elle présente une répartition 

tissulaire très particulière, puisqu’elle est localisée en grande concentration dans les testicules 

et le poumon. 

 
          La production de H2O2 sous l’action de la SOD est le facteur déclenchant des 

mécanismes naturels de défense. La SOD se comporte contre les ROS de deux façons 

différentes. En premier lieu, l’organisme réagira lors d’un stress oxydant modéré en sur 

exprimant la SOD. Si le stress perdure et produit de façon massive des ROS, la concentration 

en SOD chutera. Paradoxalement, une hyper-concentration en SOD s’avère dangereuse 

puisqu’elle sera à l’origine d’une surproduction de H2O2 (Levine, 1996).  

 

  1.3   LA CATALASE (CAT) 

 
          C’est une hémoprotéine qui décompose le H2O2 en H2O et O2 au fur et à mesure de sa 

formation pour prévenir la formation de radicaux hydroxyles (Fig. 2). Chez les mammifères, 

la CAT est localisée essentiellement dans les peroxysomes de nombreuses cellules où les 

réactions d’oxydation produisent H2O2. Cette compartimentation l’empêche d’être l’accepteur 
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pour le H2O2 formé dans le cytosol et la mitochondrie (Gürbay et al., 2002). Les types 

cellulaires présentant la plus forte expression de CAT sont les hématies et les neutrophiles, 

ces derniers étant essentiels dans la réponse inflammatoire. 

 
 

                              

                                                Figure 2.  Système de détoxification des ROS 
 

SOD : superoxyde dismutase, GSH-peroxydase : glutathion peroxydase.  

                                    (http://www.probiox.com/fr/body_stressoxydant.htm). 

 

 

 

1.4   LES THIOREDOXINES (TRX) 

 

         Ce type d’enzymes semblent actives aussi bien sur O2
- que sur H2O2. Elles sont 

représentées par une famille de petites protéines à séquence catalytique conservée (Trp-Cys-

Gly-Pro-Cys-Lys). Leur rôle est remarquable au niveau du système immunitaire.  

 

1.5   LES PEROXYREDOXINES (PRDX)  

 

          Elles renferment des résidus cystéine au niveau de leurs sites catalytiques capables de 

réduire le H2O2 et les hydroperoxydes organiques respectivement en eau ou en alcool. Elles 
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présentent une similarité/complémentarité de fonction avec le système des glutathion 

peroxydases.  

 

  1.6   LA HEME OXYDASE  

 

          Ce système permet la conversion de l’hème en monoxyde de carbone, en biliverdine et 

en fer. L’effet protecteur de cette enzyme est indirect puisqu’une fois formée, la biliverdine se 

transforme en bilirubine considérée comme substance antioxydante.  

D’un autre côté, le fer stimule la synthèse de la ferritine, également impliquée dans la réponse 

antioxydante (action à long terme). Toutefois, l’activité de l’hème oxydase peut avoir des 

effets néfastes à court terme puisque ce même fer agira comme agent pro oxydant par son 

action catalytique de la production des ROS (Ryter et Tyrrell, 2000). 

 

 2.   LES ANTIOXYDANTS NON ENZYMATIQUES 

 
          Ces substances sont pour la grande partie, apportées par les aliments particulièrement, 

les fruits et légumes. Elles sont également utilisés comme additifs par l’industrie agro-

alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Ce sont pour la plupart, des composés 

phénoliques lesquels, sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures (Galati et 

O'Brien, 2004). On cite aussi les vitamines A (β-caroténoide), E (α-tocophérol) et C, le 

sélénium, les alcaloïdes, le zinc et les phitates qui existent en plus faible quantité.  

D’autres composés endogènes jouent un rôle sans doute important, il s’agit du glutathion 

réduit, des métallothionéines, de l’ubiquinone (coenzyme Q10) sous sa forme réduite, de 

l’acide lipoïdique et des polyamines. 

 

          La plupart des composés biologiques réagissent avec le radical hydroxyle, cependant, il 

conviendra de réserver le terme ‘antioxydants’ à des composés dont la teneur dans les tissus 

diminue lors d’un stress oxydant in vivo et qui ne donnent pas de dérivés toxiques. Par 

extrapolation, certains auteurs ont appelé antioxydants et élaboré des théories extrémistes 

pour des composés comme l’acide urique, la mélatonine, la bilirubine, l’albumine, voir le 

glucose ou les acides gras polyinsaturés alors que ces composés deviennent toxiques après 

oxydation et n’ont aucun caractère protecteur pour l’organisme. A titre d’exemple, le radical 
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formé par le glucose participe fortement au phénomène pathogène de glycosylation des 

protéines (www.probiox.com/fr/body_stressoxydant.htm).  

          Les composés naturels aux propriétés antioxydantes, sont également étudiés dans le but 

de développer de nouvelles structures modèles pour la mise au point de médicaments 

thérapeutiques et/ou protecteurs. Ces derniers, représentent une alternative à l’utilisation par 

exemple, du butylhydroxy-toluène (BHT) et le butylhydroxy-anisol (BHA) qui sont des 

antioxydants synthétiques (Potterat, 1997). 

  

  2.1   LES COMPOSES PHENOLIQUES 

 

    2.1.1   Généralités  

 
          Les polyphénols naturels sont des composés comprenant au moins un noyau 

aromatique, portant un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres constituants. Ils 

regroupent un vaste ensemble de substances chimiques parmi lesquelles, on distingue les 

flavonoïdes qui représentent la classe de substances la plus étudiée (Bors et al., 1990), les 

tanins et les acides phénoliques. 

          Les composés phénoliques contribuent au développement de la plante (croissance 

cellulaire, reproduction, organogénèse, différentiation, floraison et lignification 

(Ballasundram et al., 2007). Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes, et sont 

élaborés par la voie du shikimate et des phényl propanoides au niveau du cytosol de plusieurs 

tissus organes ou de cellules spécialisées. Ils montrent une répartition et une accumulation 

différentielle au niveau tissulaire et cellulaire. Par exemple, les anthocyanes sont accumulés 

dans les épidermes des feuilles. A l’échelle cellulaire, ces composés s’accumulent 

principalement dans la paroi cellulaire (lignine et quelques flavonoïdes) et dans la vacuole où 

sont stockés les phénols solubles comme l’acide chlorogénique, les tanins et les flavonols 

(Peer et al., 2001). 

 

    2.1.2   Classification  

          Selon la structure carbonée de base, les polyphénols sont communément subdivisés en 

phénols simples, acides-phénols (dérivés de l'acide benzoïque ou cinnamique) et coumarines, 

en naphtoquinones, en stilbénoïdes (deux cycles C6 liés par 2C), en flavonoïdes, 
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isoflavonoïdes et néoflavonoïdes et en formes polymérisées : lignanes, lignines, tanins 

condensés (Tableau 1). 

Tenant compte de leurs propriétés particulières, Bruneton (1999), regroupe dans la classe des 

flavonoïdes stricto sensu les flavones, flavonols, dihydroflavonol, flavanones, aurones, 

chalcones et dihydrochalcones (et leurs hétérosides). Les flavanoïdes au sens large 

comportent en outre : les flavanols, flavanediols, anthocyanidines (et leurs hétérosides les 

anthocyanes).  
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Tableau 1.  Principales classes des composés phénoliques (Bruneton, 1999) 

COMPOSÉS PHÉNOLIQUES 

Squelette 
carboné Classe Exemple Formule Origine 

C6 Phénols simples hydroquinone 
 

Busserole 

C6-C1 
Acides 

hydroxybenzoïques 
acide 

parahydroxybenzoïque 
 

Epices, 
fraises 

Acides 
hydroxycinnamiques 

acide p-coumarique 

 

Tomates, 
aïl 

C6-C3 

Coumarines Ombelliférone 
 

Carottes, 
coriandre 

C6-C4 Naphtoquinones Juglon 
 

Noix 

C6-C2-C6 Stilbénoïdes trans-resvératrol 

 

Raisin 

Flavonoïdes 
stricto sensu 

Kaempférol 

 

Ail, fraises 

 

Isoflavonoïdes Daidzéine 

 

Graines de 
soja 

C6-C3-C6 

Néoflavonoïdes Dalbergichromène 

 

Dalbergia 
sissoo 

(C6-C3)2 Lignanes Entérodiol 

 

Bactéries 
intestinales 

(C6-C3)n Lignines  

 

Bois, fruits 
à noyaux 

(C6-C3-C6)n Tanins condensés Procyanidol  
Raisins, 

kaki 
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III.   LES METALLOPROTEINES 

   

1.   GENERALITES  

  

          Les métalloprotéines sont des protéines qui renferment dans leur structure des métaux. 

Ces derniers dans les cas les plus fréquents du fer, du cuivre, du zinc. 

Les coordinances métalliques peuvent consolider la structure de la protéine autour d’un ion 

métallique. Les caractéristiques fondamentales sont les suivantes : 

  –  Les liaisons s’établissent à l’aide d’atomes appartenant à la protéine, détenteurs d’au 

moins un doublet électronique libre dans sa couche externe: O, N et S ; 

–   Les orbitales du métal imposent le nombre, la direction et la longueur de ces liaisons. 

La combinaison protéine–métal forme ce qu’on appelle un chélate, obéissant à des contraintes 

relativement rigides. Le métal impose ses propres paramètres à la protéine et participe à 

l’établissement de la structure de celle-ci. Dans certaines enzymes, tel le cas des peroxydases, 

le métal intervient directement dans le mécanisme catalytique, et sa pésence est donc 

indispensable à l’activité. 

 

2.   LES PROTEINES A FER 

 

          Le fer est un élément fondamental, présent un peu partout dans les protéines. Parmi ce 

type de protéines, on distingue : 

 a) Les hémoprotéines (ou protéines héminiques) : elles renferment du fer (Fe2+ ou Fe3+) 

dans leur noyau « hème ». Ce dernier intervient dans la plupart des réactions où l'oxygène 

coopère tel est le cas de l’hémoglobine, la myoglobine et l’hémocyanine ou plus 

généralement, dans les réactions d’oxydo-réduction et c’est l’exemple des cytochromes, la 

chlorophylle et des enzymes comme les peroxydases et catalases. 

 
 b) Les protéines non héminiques : elles entrent dans deux catégories : les protéines à fer-

soufre et toutes les autres. Les protéines contenant des "centres fer-soufre" sont des 

transporteurs d’électrons (ferrédoxines) extrêmement importants. Ce sont aussi parfois des 

enzymes, toujours impliquées dans des réactions d’oxydo-réduction, exemple les 

hydrogénases et la nitrogénase. 
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 c) Les protéines de transport ou de stockage du fer : parmi les protéines chargées de 

transporter le fer dans leur structure, quelques unes sont célèbres : les transferrines (ou 

sidérophilines) du plasma, du lait, du blanc d’euf…Les ferritines qui sont de véritables sacs 

protéiques bourés de fer et de phosphate. Ce sont des protéines de stockage qui conservent le 

fer à l’état ferrique, en oxydant elles mêmes le fer ferreux. Inversement, la mobilisation du fer 

à partir de la ferritine nécessite une réduction. Dans l’organisme humain, on les trouve 

essentielement dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Les ferritines existent aussi dans le 

monde végétal, en particulier dans les chloroplastes.   

 

3.   STRUCTURE DES HEMOPROTEINES  
 

  3.1   LES COENZYMES HEMATINIQUES  

 
          La structure de base est représentée par quatre noyaux pyrroles reliés entre eux par des 

ponts méthènes (= CH _), pour donner naissance au noyau porphine (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

                              

                        
 
 
 

                                 
                                   Figure 3.  Représentation du noyau porphine  

 
 
 
En fixant un certain nombre de substituants sur ce noyau porphine, on obtient une série de 

dérivés, les porphirines dont deux, entrent dans la structure des coenzymes hématiniques :  la 

porphirine de l’hémine et la porphirine de la cytohémine. 

 
   a)  La porphirine de l’hémine (ou protohémine ou cytohémine B) comporte : 

           _   le noyau porphine de base ; 
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          _  des substituants :       

                          ▫  radicaux vinyles [- CH = CH2]  en 2 et 4 

                          ▫  radicaux méthyles [- CH3]  en 1, 3, 5 et 8 

                          ▫  radicaux propioniques [- CH2 - CH2 - COOH] en 6 et 7 

 

   b)  La porphirine de la cytohémine (ou hémine A ou cytohémine A)  comporte : 

          _   le noyau porphine de base ; 

          _  des substituants, par exemple dans la protoporphirine IX (rencontrée chez quelques    

               peroxydases), on trouve des radicaux:  

                      ▫  vinyles en 2 et 4,  mais le radical en 2, porte en plus un hydroxyle, un farnésyl  

                           (15 atomes de carbone = 3 isoprénes) ;  

                      ▫  méthyles en 1, 3 et 5 mais en 8, il y a une fonction aldéhydique ;  

                      ▫  propioniques en 6 et 7 (sans changement par rapport à la protohémine). 

 
          La structure des coenzymes hématiniques étant alors une des deux porphirines décrites 

qui est complémentée par un atome de fer au centre, comme c’est indiqué ci-dessous celle de 

l’héme (Fig. 4). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

                                         Figure 4.  Structure de l’hèmine.  

                                          

   

          La forme réduite de ce noyau ferroporphyrinique à fer ferreux (Fe2+) s’appelle ″hème″, 

tandis que la forme oxydée à fer ferrique (Fe3+) s’appelle ″hémine″. Cependant, le terme 

protéines héminiques regroupe toutes les protéines à noyau ferroporphyrine sans 

considération du niveau d’oxydation du fer. La forme Fe3+ est représentée essentiellement par 
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les enzymes (peroxydases et catalases), la forme Fe2+ par l’hémoglobine, et la forme 

alternative Fe2+ et Fe3+ par les cytochromes. 

 
          L’hème (ou l’hémine) est représenté par un disque où le fer est enchassé au centre. 

l’atome du fer possède six valences de coordination : il est chélaté à la fois, par quatre liaisons 

(dans le plan du disque) contractées avec les quatre atomes d’azote de la porphyrine et par 

deux liaisons (perpendiculaires au disque) fournies par l’apoenzyme correspodant. Cette 

situation est illustrée ci-dessous  (Fig. 5). 

 

 

                                                              

                                        A                                                            B 

 
Figure 5.  (A): image de l’hème montrant les deux liaisons de coordinance 
perpendiculaires au plan de la porphirine. (B): illustration du cytochrome c 

montrant l’emplacement de l’hème (Pelmont, 1988). 
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IV.    LES PEROXYDASES 

 
1.   NOMENCLATURE (EC)  

 
                La nomenclature EC (EC est le sigle de ‘Enzyme commission’) est une 

classification numérique des enzymes, basée sur la réaction chimique qu’elles catalysent. La 

première version de cette classification fut publiée en 1961 et elle est régulièrement remise à 

jour par l’Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire (IUBMB).  

                Le code enzymatique consiste en les lettres majuscules EC, suivies de quatre 

nombres séparés par des points. Chacun de ces nombres représente une étape dans la précision 

de classification de l’enzyme. Le premier nombre variant de 1 à 6, indique le type de réaction 

catalysée : 1. Oxydoréductases (EC. 1) ; 2. Transférases (EC. 2) ; 3. Hydrolases (EC. 3) ; 4. 

Lyases (EC. 4) ; 5. Isomérases (EC. 5) ; 6. Ligases ou synthétases (EC. 6). Le second nombre 

indique le substrat général impliqué dans la réaction, le troisième, le substrat spécifique 

impliqué et le quatrième, le numéro de série de l’enzyme. 

Par exemple, la peroxydase a pour code EC : 1.11.1.7 qui est construit comme suit : 1 signifie 

une oxydoréductase ; 1.11 : regroupe les oxydoréductases qui agissent sur les 

peroxydes comme accepteurs d’électrons ; 1.11.1 : implique celles qui utilisent H2O2 comme 

peroxyde ; 1.11.1.7 : indique précisément une peroxydase. 

 

2.   HISTORIQUE 

 
          Avant même que la notion d’enzyme eût été formulée, Planche (1810) constatait que 

des extraits de racine de diverses plantes avaient la propriété d’oxyder et donc de colorer le 

gaïac (bois très dur, incolore à l’état réduit) en présence du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce 

type d’enzyme, a notamment pour fonction de décomposer les peroxydes, dérivés toxiques de 

l’oxygène, comme par exemple le peroxyde d’hydrogène ce qui lui vaut son nom. 

Parmi les milliers d’enzymes identifiées et souvent connues dans les moindres détails, l’une 

des plus répandues qui soient, est la peroxydase (Prx, abréviation conforme à la notation de 

gènes, Passardi et al., 2005) .  

La source traditionnelle la plus commune de la production de la Prx est la racine de raifort ou 

celle du radis noir (horseradish en anglais). C’est pourquoi les chercheurs la connaissent 

plutôt sous les initiales HRP (horseradish peroxidase).  
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3.   DEFINITION 

    
           La peroxydase (EC : 1.11.1.7) catalyse la réaction d’oxydation d’une variété de 

substrats chromogènes au dépens du substrat spécifique H2O2 selon la réaction générale :                                                             

                                                                        Prx 
                  2AH2 (substrat réduit) + H2O2                  2AH.  (produit oxydé) + 2H2O 
                                    incolore                                                             coloré 
 
                          H2O2 : peut être un peroxyde organique pour certaines peroxydases. 

 

 

4.   SOURCES ET CLASSIFICATION 

  

          En réalité, il n’y a pas une Prx mais des Prx car ce type d’enzymes existe chez presque 

tous les êtres vivants : animaux, végétaux et microorganismes (champignons et bactéries). 

Elle ne manque que chez les anaérobies stricts pour lesquels l’oxygène moléculaire est un 

poison. Plusieurs travaux ont rapporté la purification des Prx à partir de plantes supérieures 

(Sakharov et al., 2000 ; Fuhrs et al., 2009), d’algues (Sano et al., 2001 ; Almeida et al., 2001), 

de microorganismes (Burke et Crawford, 1998 ; Apitz et van-Pee, 2001) et d’animaux (Nagai 

et al., 2002).  

Les peroxydases du règne animal diffèrent de celles des végétaux et des microorganismes par 

la séquence en acides aminés. Celles des mammifères renferment les familles suivantes : 

lactoperoxydases (LPO), éosinophile peroxydases (EPO), thyroïde peroxydases (TPO) et 

glutathion peroxydases (GPO). Quelques Prx d’invertébrés comme les arthropodes, les 

mollusques, les poissons et la drosophile (Ribeiro et Valenzuela, 1999) ainsi que celles 

présentes chez l’homme (Furtmüller et al., 2005) ont fait l’objet de travaux de recherche.  

 
          Elles sont classifiées en deux superfamilles selon leur séquence en acides aminés 

(Wellinder, 1992). La première renferme les Prx du règne animal, alors que la seconde inclut 

celles des plantes, des champignons et des bactéries. Cette dernière est divisée en trois 

classes : la classe I est composée de Prx intracellulaires incluant celles à cytochrome ou à 

ascorbate, et les Prx d’origine bactériale à activité catalase. La classe II renferme les Prx 

sécrétées (extracellulaires) par les champignons telles que la lignine/ manganèse peroxydase. 

La classe III est constituée de Prx sécrétées par les plantes dont la plus étudiée est la HRP.  
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5.   PEROXYDASES DES PLANTES 

 

          Les Prx sont largement distribuées dans le règne végétal. Elles ont été rapportées chez 

les : Chlorophycées, Rhodophycées, Bryophytes, Ptéridophytes et tous les spermaphytes 

étudiés jusqu’à présent. 

 

  5.1   POLYMORPHISME  

          Ce type d’enzymes existent sous plusieurs formes (iso peroxydases) chez une même 

plante et au niveau d’un même tissu. Elles diffèrent par quelques propriétés physico-

chimiques et catalytiques. Cette forte hétérogénéité moléculaire peut être détectée par 

électrophorèse en conditions natives (migration anodique et cathodique), ou plus aisément par 

focalisation isoélectrique (IEF) . 

Des études ont rapporté 42 iso peroxydases pour la HRP (Hoyle, 1977 ; Gaspar et al., 1982), 

18 pour les petits pois (Lee et Klein 1988), plus de 11 pour la tomate (Quiroga et al., 2001), 4 

pour le melon (Rodriguez-López et al., 2000) et 73 gènes chez Arabidopsis, dont plus de 55 

sont effectivement exprimés chez les plantes (Tognolli et al., 2002). Chez les plantes 

supérieures, 8 à 15 familles ont été génétiquement déterminées dont quelques unes, avaient 2 

à 3 gènes hautement similaires.  

          Selon le pHi, on distingue les isoformes acides (pHi ≤ 7) qui sont séparées en milieu 

basique (électrophorèse anodique) et les isoenzymes modérément basiques (7< pHi < 9) ou 

fortement basiques (pHi > 9) qui sont séparées en milieu acide (électrophorèse cathodique).  

 

 5.2   SPECIFICITE DE SUBSTRAT  

 
         Les Prx des plantes tolèrent une large gamme de substrats donneurs d’hydrogène mais 

sont généralement spécifiques du 2ième substrat oxydant H2O2. Parmi les substrats naturels, 

on cite les composés phénoliques (présentés au tableau 1), l’extensine (protéine de la 

membrane cellulaire), les régulateurs de la croissance comme le 3-indole acide acétique, les 

porphyrines comme la chlorophylle ainsi que les terpènes, les acides gras polyinsaturés, les 

alcaloïdes, l’acide ascorbique.  

 
          Cette large faculté d’oxydation, est sans doute principalement déterminée par le 

potentiel fortement oxydant des intermédiaires enzymatiques transitoires (les composés I et II) 
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qui sont formés au cours du cycle catalytique. De ce fait, les Prx ont la capacité d’oxyder tous 

les composés chimiques donneurs d’électrons (ou d’hydrogène).  

 

  5.3   ASPECTS PHYSIOLOGIQUES 

 
          Les Prx de la classe III assurent d’autres fonctions à côté de leur propre activité, celle 

de décomposer les peroxydes qui sont toxiques pour la cellule. Elles interagissent avec des 

molécules phénoliques (précurseurs de la lignine) qui, une fois oxydées, constituent des 

barrières structurales typiques contre les processus infectieux (Stintzi et al., 1993 ; 

Hammerchimdt et al., 1982 ; Ros-Barceló et al., 1996) et toute autre forme de stress courant 

(Chang et al., 1984 ; Castillo et Greppin, 1986 ; Low et Merida, 1996 ; Lee et al., 2007 ; 

Fuhrs et al., 2009). 

 
Elles sont impliquées dans plusieurs processus physiologiques liés au développement de la 

plante (Dunford, 1976 ; Ros-Barceló et al., 1992 ; Gaspar et al., 2002) tels que le 

métabolisme des ROS / RNS (Almagro et al., 2009) et celui de l’auxine, la polymérisation de 

l’extensine, protéine de la membrane cellulaire, (Brownleader et al., 1994 ; jackson et al., 

2001) et le ‘cross-linkage’ des polysaccharides de la paroi cellulaire (Fry, 1986). Elles 

interviennent de même dans la biosynthèse de la lignine (Ros Barceló, 1997 et 1999) et de la 

subérine (Bernards et al., 1999 ; Bernards, 2002), la synthèse des phytoalexines (Jeandet et 

al., 2002) ainsi que la dégradation oxydative des régulateurs de croissance tel que le 3-

’indole-acide acétique (Smith et al., 1982 ; Gaspar, 1986).  

 
           Les symptomatiques des Prx à savoir, leur remarquable polymorphisme additionné à 

leur caractère acide/basique, leur localisation subcellulaire différentielle et leur aptitude à 

oxyder une variété de substrats, rendent laborieuse, la connaissance de la fonction biologique 

de différentes iso-peroxydases (Pedreňo et al., 1993).  

 

  5.4   LOCALISATION TISSULAIRE ET SUBCELLULAIRE  

 
               La faible spécificité des Prx vis-à-vis des substrats donneurs, est cependant 

compensée par la spécificité de compartimentation tissulaire. Au niveau des organes, ces 

enzymes sont excessivement présentes au niveau du méristème, l’épiderme et les tissus 

vasculaires spécialement le xylème. 
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Dans le fruit, elles sont principalement cernées au niveau des couches extérieures de 

l’enveloppe et des fibres périphériques vasculaires. Une telle localisation est distinguée au 

niveau des feuilles, des tiges et des troncs (Gandía-Herrero et al., 2002). Dans les fruits 

charnus à pépins (les baies), elles sont précisément localisées dans le mésocarpe et 

l’hypoderme (Calderón et al., 1993 ; Jimeríez et al., 2007). Il a été rapporté pour la pêche, que 

la lignification de l’endocarpe est principalement accomplie par une activité Prx se trouvant 

dans ce même tissu (Abel et Biles, 1991 ; Jimeríez et al., 2007).  

Au niveau de ces tissus, ces enzymes présentent un modèle de localisation subcellulaire : elles 

se trouvent dans la vacuole (fraction soluble) et dans la paroi cellulaire (fraction liée). Ainsi, 

au niveau d’un même tissu, différentes formes de Prx sont associées aussi bien dans la 

fraction soluble que dans la fraction liée (Mc Lellan et Robinson, 1987 ; Escribano et al., 

2002).  

Il a été montré chez la plupart des plantes étudiées, que les isoformes de nature acide ou 

basique, sont localisées dans les parois cellulaires, cependant, seules les isoformes très 

basiques (pHi > 9) occupent les vacuoles (Pedreňo et al., 1993 ; Garcia et al., 1991 ; 

Escribano et al., 2002). D’après Ros-Barceló et ses coauteurs (1998), les Prxs de différentes 

classes de pHi, montrent une localisation subcellulaire différentielle mais de même spécificité 

de substrat. 

 
               La localisation subcellulaire d’un groupe d’iso enzymes doit être en accordance avec 

leurs fonctions physiologiques. Ainsi, les réactions de biosynthèse de la lignine et de cross- 

linkage de l’extensine et de la pectine qui ont lieu au niveau de la paroi cellulaire, sont 

catalysées par des Prx présentes au niveau du même tissu (épiderme). De même, les réactions 

du métabolisme oxydatif des composés intermédiaires (alcaloïdes et phénols) qui ont lieu 

dans la sève vacuolaire sont catalysées par des Prx présentes dans les vacuoles.  

De ce fait, il a été montré que les Prx du méristème (Crèvecæur et Thonat, 1996) et du 

mésoblaste (Sottomayor et al, 1996), sont enserrées dans les vacuoles alors que celles de 

l’épiderme et du xylème, se trouvent plutôt au niveau des membranes cellulaires. (Ros-

Barceló, 1997).  

Généralement, pour un groupe d’iso- peroxydases localisées au niveau d’un même tissu, la 

comparaison de leur spectre d’absorption, leur activité catalytique, leur pHi et PM ne montre 

pas de différence significative. 
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  5.5   STRUCTURE  ET SITE ACTIF  

 
   5.5.1   Structure 

 
               Le PM des Prx d’origine végétale est situé entre 32 et 45 Kda (Gaspar et al., 1982) 

ou, selon d’autres auteurs, il est plutôt intercalé entre 29 et 54 Kda (Sakharov et al.,2000).  

Ces enzymes sont comme la catalase, des hémoprotéines et de ce fait, leur structure est proche 

de celle de l’hémoglobine, du cytochrome c (paragraphe III.3.2). L’apoenzyme est une 

glycoprotéine liée d’une façon non covalente au groupe prosthétique "hème" lequel, est 

caractérisé par la présence d’un ion ferrique au centre d’une porphyrine. L’apoenzyme 

présente deux liaisons de ca2+ qui interviennent dans l’activation de la sécrétion enzymatique 

et exercent sur la protéine repliée, un effet stabilisateur (Szigeti et al., 2008). En effet, les 

études menées sur la Prx C extraite des petits pois, ont confirmé ce rôle attribué au calcium 

après avoir remplacé celui-ci par le cadmium (Xu et Van-Huystee 1993 ; Rodriguez et al., 

1993). Les travaux subséquents, utilisant la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire 

(1H-NMR), ont montré l’interaction du centre actif avec les deux ca2+ placés à 13 et 16 Å à 

partir du site actif (Barber et al., 1995 ; Schuller et al., 1996). 

Chez la plupart des plantes, l’enzyme exhibe une glycosylation (2 à 6 sites), principalement 

constituée de mannose (McManus et Ashford, 1997) et pouvant atteindre les 25%. Toutefois, 

cette structure glycannique peut être assez complexe chez quelques peroxydases, tel est le cas 

de la Prx C des petits pois, qui est composée de cinq sucres (Lerouge et Faye, 1996). 

  
          Les ADN chromosomiques codant pour la Prx ont été isolés à partir de plusieurs 

espèces de plantes (Welinder et al., 1996). Les gènes séquencés présentent deux molécules 

d’histidine : l’une est placée dans la cavité distale entourant l’hème (His distale) et l’autre, 

située à l’opposé, à proximité de l’hème (His proximale), interagit avec l’ion ferrique. D’autre 

part, Cette structure exhibe un peptide signal (SP) ou un pro peptide C-terminal chez certaines 

Prx signalant leur emplacement au niveau des vacuoles (Fig.6). Néanmoins, des séquences 

typiques de structure primaire conditionnant leur localisation, restent complètement à 

élucider. 
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Figure 6.  Schéma de la structure générale des Prx des plantes 
(Schuller et al., 1996 ; Gahjed et al., 1997 ; Penel et al., 2004). 

 
 

La position relative des hélices α est indiquée (A à J) de même que les ponts disulfures 
conservés. SP : signal peptide ; C-term : extension C-terminale présente chez certaines Prx et 

indiquant leur position dans les vacuoles. 
 
 
 

           La structure cristalline déterminée à pH neutre, montre la présence de quatre molécules 

de H2O dans la poche du site actif. La distance entre l’atome ferrique et la molécule d’eau qui 

lui est plus proche est de 4 Å (Henriksen et al., 2001). D’après Dunford (1993), il n’y a pas de 

liaison entre l’atome féerique et cette molécule d'eau, bien que cette dernière se trouve dans 

l’environnement polaire de l’hémine. 

L'hémine est localisée dans une poche limitée surtout par des résidus d'acides aminés 

hydrophobes et de His 42, His 170 et Arg 38 qui dirigent leur groupement polaire vers le 

noyau hématique. Le fer tend à établir avec son environnement immédiat, quatre liaisons de 

coordinance avec quatre atomes d'azote de la porphyrine, et deux autres avec la molécule His 

170 (His proximal). La molécule His 42 (His distal), étant trop éloignée pour pouvoir établir 

la sixième coordinance. 

 

���� Structure primaire  : l’enzyme est composée d’une seule chaîne peptidique constituée 

d’environ 300 résidus d’aminoacides. Les acides aminés His 42, His 170 et Arg 38, sont 

conservés dans les différentes Prx. Dans le cas de la Prx C de horseradish (HRP-C), le 

monomère est constitué de 306 acides aminés et les résidus clés dans le domaine de fixation 

de l’hème sont : His 42, His 170, Arg 38, Asn 70, Asp 247 et Phe 41 (Veitch, 2004).  

 

3+Fe -XI toporphyrineroP  
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����  Structure secondaire : le monomère typique consiste en dix segments d’hélices α dont 

trois sont conservés dans les Prx des plantes. La HRP présente trois hélices α additionnelles. 

 

���� Structure tertiaire  : le monomère typique des Prx, présente deux domaines contenant 

chacun un atome de ca2+. Deux hélices antiparallèles forment un creux où est inséré l’hème. 

  

                                         

                Figure 7. Structure cristalline de HRP-C (Veitch, 2004). 
    
���� Structure quaternaire : le nombre de sous unités dépend du type de Prx. La représentation 

de HRP montre six chaînes identiques ou monomères contenant chacune un groupement 

hème.   

 

   5.5.2   Site actif et acides aminés impliqués dans la catalyse 

 

          L’étude cristallographique menée par Henriksen et ses coauteurs (1998), sur les 

interactions entre la Prx et le substrat, a montré la position de ce dernier dans une écrevisse 

(site actif). Il (substrat) est orienté vers une portion de l’hème, ses parties apolaires sont 

dirigées vers la face hydrophobe (Phe 179, Pro 141, Ala 140, Pro 139, Phe 68, Gly 69) et ses 

tranches polaires sont orientées vers His 42 et Arg 38, à proximité du fer.  

 
          Le remplacement de certains acides aminés par mutagenèse dirigée (préparation d'un 

gène synthétique modifié puis exprimé dans E. Coli), complété par des études 

cristallographiques et/ou cinétiques, fournit des renseignements sur le rôle des différents 

acides aminés. Le remplacement de His 42 diminue toujours l'affinité de l'enzyme pour H2O2 

et ralentit la réaction ; celui de Arg 38 (polaire) par Leu (apolaire) diminue également 

l'affinité de l'enzyme pour H2O2 et surtout pour le deuxième substrat. Ces deux acides aminés 

Le groupement hème (montré en 
rouge) est sandwiché entre deux 
domaines contenant chacun un atome 
de calcium (sphères bleues). Les 
régions de l’hélice α et du feuillet β 
sont représentées respectivement en 
mauve et jaune. 
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semblent directement impliqués dans la formation des complexes avec les deux substrats, et 

dans la réaction proprement dite. Le cas de Asn 70 est plus intéressant, son remplacement par 

Val entraîne une baisse de la vitesse maximale de plus de 90%. Nagano et ses coauteurs 

(1996), expliquent cela par l’existence éventuelle d’une liaison hydrogène entre Asn 70 et His 

42 qui ne peut s'établir entre Val 70 et His 42. Cette perte diminuerait la réactivité de His 42 

et changerait sa position dans l'espace.  

 

  5.6   MECANISMES D’ACTION  

 

          La Prx partage avec d’autres protéines, une structure chimique ‘hème’ contenant du fer 

ionisé, capable de se lier à l’oxygène. Le fonctionnement de ces hémoprotéines est le plus 

souvent lié à la chimie de l’oxygène ou de ses dérivés. C’est par exemple le cas des 

cytochromes, de la catalase (une autre enzyme qui décompose H2O2) et de divers pigments 

respiratoires des animaux comme la myoglobine et l’hémoglobine.  

 

   5.6.1   En présence de substrat réducteur  

 
          Bien que les sources des Prx soient diverses et que ce type d’enzymes catalysent 

l’oxydation d’une multitude de substrats de structures diverses, cependant, elles partagent le 

même cycle catalytique (Fig.8) qui se déroule en trois étapes (Dunford, 1976).  

 

                                       H2O                       AH
.                  

AH
.
 

         E (Fe׀׀׀) + H2O2              CoI + AH2            CoII + AH2              E (Fe׀׀׀) + H2O 
 

 
                             
                               Figure 8.  Cycle catalytique des peroxydases (Pelmont, 1988). 
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–   En premier, le substrat oxydant (H2O2) est attiré dans la zone polaire de la crevasse, au 

voisinage des résidus His 42, Arg 38 et de l’ion ferrique. Une fois dans le site actif, H2O2 

interagit avec des résidus d'acides aminés et l'hémine (l’enzyme E). Ceci conduit à la 

formation d'une molécule de H2O et du composé I (CoI) avec fer bas spin, obtenu après perte 

de deux électrons. H2O2 est ainsi réduit et la sixième coordinance étant alors bien occupée. 

Le CoI n’est pas un complexe enzyme–substrat classique (Dunford, 1991) mais plutôt un 

intermédiaire enzymatique réactif de plus fort degré d’oxydation (+5) comparé à celui 

l’enzyme natif (+3) restitué. Ce CoI est donc capable d’oxyder une gamme de substrats 

réducteurs par un mécanisme se déroulant en deux étapes séquentielles avec un jeu d’un 

électron par étape. 

 

 –   Le CoI est réduit à la première étape, par une molécule de substrat donneur (AH2) et passe 

par une deuxième forme enzymatique intermédiaire, le composé II (CoII) ayant un degré 

d’oxydation (+4). 

 
 –   Le CoII est réduit, à la seconde étape, par une autre molécule AH2, il perd sa structure 

radicalaire et revient à sa forme native initiale (E (Fe׀׀׀) avec libération d’une deuxième 

molécule de H2O. Le cycle catalytique fait donc intervenir des transferts de H+ et d’électrons. 

 

            Les formes enzymatiques E (Fe+3), CoI (Fe5+), et CoII (Fe4+) se distinguent par leur 

spectre d’absorption. Les deux radicaux libres (AH.) diffusés après oxydation des substrats, 

participent à une variété de réactions non enzymatiques, par exemple, ils peuvent réagir 

ensemble par dismutation ou donner lieu à une réaction de polymérisation. La coloration 

produite par l’action de la Prx, accompagne souvent une telle polymérisation radicalaire, en 

particulier dans le cas des phénols.  

Ceci n’est qu’un schéma de principe destiné à expliquer le genre de cascade d’événements 

qu’une Prx peut déclencher. La réalité risque d’être plus complexe. En effet, la nature des 

radicaux formés et leur réactivité sont profondément influencées par les différents substituants 

greffés sur le cycle aromatique. En outre, si on tient compte de l’oxygène dissous (partenaire 

très indiscipliné), celui-ci vient compliquer la situation en réagissant avec les radicaux et les 

substrats phénoliques. Il en résulte parfois un mélange de constituants oxygénés dont la 

composition devient compliquée pour le chimiste.  
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   5.6.2   En absence de substrat réducteur 

 

          En l’absence d’usuels substrats (AH2), le H2O2 peut jouer un triple rôle, comme substrat 

oxydant dans la formation du CoI, comme substrat réducteur de type donneur d’un électron et 

aussi comme agent désactivateur (Rodríguéz et al., 1997 ; Hernández-Ruiz et al., 2001 ; Hiner 

et al., 1996 et 2002).  

 
Le schéma ci-dessous (Fig. 9), décrit et résume les deux voies catalytiques (protectrices) ainsi 

que la voie d’inactivation qui ont été identifiées. L’une des voies catalytiques est un processus 

direct (à deux électrons) de dismutation de H2O2 en O2, pareil à celui d’une catalase. L’autre 

est un processus à deux étapes, mettant en jeu un électron par étape. Cette deuxième voie 

catalytique engendre la formation du composé CoIII et du radical superoxyde (O2
.-). Quant à 

la voie d’inactivation, elle génère un nombre de chromophores inactifs aboutissant au produit 

final d’une verdo hémoprotéine (P670).  

 

 

                       

Figure 9.  Modèle de la réaction de HRP-C avec H2O2 comme unique substrat                                                     
(Arnao et al., 1990 rapporté par Hernández-Ruiz et al., 2001). 

 
 

 
E et Ei sont respectivement l’enzyme native et l’enzyme inactive ; CoI, CoII, CoIII sont 

des enzymes intermédiaires ; CoI-H2O2 et CoII-H2O2 sont les complexes entre les 
enzymes intermédiaires respectives et H2O2. 
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Les principaux traits de ce modèle sont les suivants :  

1)  l’enzyme exhibe deux cycles catalytiques à constantes stœchiométriques distinctes : une 

activité de type catalase et une activité peroxydase. 

2)  le complexe CoI-H2O2 a un rôle central. L’activité de type catalase (libération de O2) inclut 

une réduction directe de H2O2 mettant en jeu deux électrons. L’activité de type peroxydase 

(formation de CoIII) se produit en deux étapes de réduction à un électron par étape. 

L’inactivation est la troisième voie à partir de ce complexe. 

3) Le partage de l’enzyme entre les deux voies catalytiques et l’unique voie d’inactivation, est 

fonction des les deux coefficients de partition : rc = k3/ki (voie de type catalase/ inactivation) 

et rCoIII = k4/ki (voie du CoIII/ inactivation). La valeur totale du coefficient de partition (r = rc+ 

rCoIII) correspond au nombre de turnovers produits par une mole d’enzyme avant son 

inactivation.  

 

6.   LA LIGNINE  

 
  6.1   GENERALITES  

 
          On ne s'accorde toujours pas sur une définition unique et précise de la lignine du fait de 

sa grande variabilité et cela au sein même d'une espèce donnée, car sa formation dépend de 

l'environnement physico-chimique dans lequel le végétal croît. Il serait donc préférable de 

parler des lignines. 

La composition en monomères de lignines correspond aux trois unités, p-hydroxyphényle [H], 

guaïacyle [G] et syringyle [S]. Généralement chez les espèces monocotylédones, les 

monomères les plus abondants au niveau de l’hypoderme et l’endoderme des parois 

cellulaires et du xylème des vaisseaux, sont les unités [G] et [S]. Cependant, la contribution 

des unités [H] a été montrée au niveau du tissu hypodermique de quelques plantes comme 

l’oignon et l’ail, témoignant ainsi d’une lignine trop condensée. En tenant compte du fait que 

ce tissu est en contact direct avec la rhizosphère, cette condensation de lignine pourrait être 

interprétée comme une adaptation fonctionnelle de l’hypoderme à une protection contre les 

organismes pathogènes. 

A titre d’exemple, la lignine des conifères contient essentiellement les noyaux aromatiques de 

l’aldéhyde coniférylique. La lignine des arbres feuillus est beaucoup plus riche en noyaux 

aromatiques doublement méthoxylés comme dans le cas de l’aldéhyde sinapylique. D’autres 

monomères existent également dans les lignines. 
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 6.2   BIOSYNTHESE 

 
          La formation du bois découle du dépôt de lignine dans les parois secondaires des 

végétaux. Les lignines sont des polymères de monolignols. Il existe au moins trois types de 

monomères différents : l’alcool coniférylique [G], l’alcool sinapylique [S] et l’alcool p-

coumarylique [H]. Les lignines résultent de l’action peroxydasique sur ces molécules. 

Ces alcools sont les sous-produits d’un métabolisme particulier mais très intense, qui dérive 

de la phénylalanine, et à moindre mesure de la tyrosine. La phénylalanine est désaminée sans 

oxydation par une enzyme, la L-phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) ou la phénylalanine 

désaminase qui existe chez les champignons et les plantes. Le produit de cette désamination 

est l’acide trans-cinnamique qui donne après réduction, hydroxylation, méthylation, ces 

principaux monolignols. 

L’oxydation de ces phénols par une activité Prx donne lieu à des radicaux. La lignine est le 

résultat de la polymérisation spontanée, en majeure partie anarchique, de ces radicaux. En 

effet, la structure du radical créé par oxydation de l’alcool coniférylique déprotoné sur sa 

fonction phénol, engendre une étendue du phénomène de délocalisation du radical (Fig. 10). 

 

                          

     
Figure 10.  Délocalisation du radical créé par oxydation de la fonction 

phénol de l’alcool coniférylique (Pelmont, 1988). 
 

 

1 :  Alcool p-coumarylique, appelé unité [H] 
(hydroxyphényle), sans groupe méthoxyle.  

 
2 :  Alcool coniférylique, appelé unité [G] 
(guaïacyle), à un groupe méthoxyle.  

 
3 :  Alcool sinapylique, appelé unité [S] 
(syringyle), à deux groupes méthoxyle. 
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Les différentes positions réactives dans les formules mésomères, expliquent la diversité des 

liaisons trouvées dans la lignine. Par exemple la réaction I-II va créer une liaison de type ״ß-

O4״ ou arylglycérol-ß-aryl éther (n° 1 sur la Fig. 11), les plus nombreuses. Une réaction III-III 

formera une structure biphényle (n° 3). 

 

        

          Figure 11.  Structure de la lignine : principales liaisons (Pelmont, 1988). 

 

 

  6.3   DEGRADATION PEROXYDASIQUE   

 
          La lignine de masse moléculaire inconnue, de structure très compliquée, est insoluble et 

résistante à l’attaque enzymatique. Elle représente en moyenne 30% de la masse du bois des 

conifères, 25% du bois des arbres feuillus, 18% de la paille de blé et le reste est représenté par 

la cellulose et les hémicelluloses. Pourtant l’énorme quantité de matière ligneuse produite 

dans la nature se voit recyclée par voie biologique grâce à l’activité des champignons et des 

bactéries (Kirk et Farrel, 1987 ; Medvedev et al., 1995). 

 
          Certains champignons (basidiomycètes de la pourriture blanche du bois), en particulièr 

Phanerocheate chrysosporium et Coriolus versicolor, développent contre la lignine, indigeste 

et compacte, une artillerie d’isoenzymes appropriées, servant à la dégradation exclusive de la 

lignine. Celles-ci sont constituées : 

   – d’oxydases extracellulaires produisant des peroxydes : il s’agit, notamment d’une glucose 

oxydase à spécificité large attaquant plusieurs sucres qui entrent dans la composition des 

parois végétales.   

   – de Prx extracellulaires, ‘les lignines peroxydases’ (LiP), utilisant ce peroxyde pour faire 

des réactions radicalaires dans la lignine, oxydant au passage des composés phénoliques de 

petite taille qui sont transformés en radicaux cationiques. 

 eningil Petit morceau de  
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   – de Prx associées au mycélium d’un type spécial, ‘les peroxydases à manganèse’ (MnP), 

oxydant les ions Mn2+ en ions Mn3+. Ces enzymes nécessitent du manganèse et sont 

particulièrement actives sur les groupes non phénoliques de la lignine. 

Les radicaux cationiques et les ions Mn3+ attaquent la lignine en créant de nouveaux radicaux, 

ce qui rend la cible plus fragile à l’attaque par l’oxygène et provoque des ruptures de liaisons. 

Ce processus complexe déclenché par la Prx, se poursuit par entités réactives. 

 
          Le gène codant pour la lignine peroxydase (LiP) de P. chrysosporium, a été cloné et 

séquencé, il ne révèle aucune homologie de séquence nette avec d’autres Prx, notamment avec 

la HRP. Les bactéries semblent mal ‘équipées’ pour attaquer le bois, mais leur activité, 

notamment celle de Streptomyces, est beaucoup plus significative sur la lignine déjà dégradée.  

 

7.   INTERACTIONS DES PEROXYDASES AVEC O2 

 

          Les Prx spécialement celles des plantes, ont des propriétés multifonctionnelles. Les 

processus physiologiques les plus étudiés, sont ceux qui sont à la base du mécanisme de la 

détoxication de H2O2, tel le cas du métabolisme de la lignine qui est la conséquence d’une 

telle activité. Cependant, les réactions métaboliques catalysées par les Prx avec O2 comme 

premier substrat, sont sans équivoque et elles sont appelées «réactions oxydases». Parmi ces 

dernières, on cite l’oxydation du 3-indole-acide acétique, des polyphénols, des thiols et du 

NADH.  

  
               Ce type de réactions, nécessite des substrats secondaires ayant relativement un faible 

potentiel électrochimique au voisinage de + 0,1V. Les composés ayant un potentiel 

électrochimique positif considérable, tels que les ions halogènes (chlore, brome) et les guacyl 

phénols, nécessitent H2O2 comme premier substrat. A côté du potentiel électrochimique, les 

paramètres structuraux des substrats sont d’une grande importance pratique. 

 
               Le mécanisme d’action de ce type de «réactions oxydases » montre des modifications 

par rapport à celui des «réactions peroxydases» à H2O2. Toutefois, l’apparition des composés I 

et II ainsi que la formation du composé III au cours du cycle catalytique, sont respectées. 

Dans les «réactions oxydases», spécialement à thiol et à indolyl-acide acétique, de très faibles 

quantités de phénol (mM) sont nécessaires pour permettre la transition de l’enzyme de la 
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forme de composé II (enzyme intermédiaire) à la forme native. Dans tous les cas, la 

concentration en substrat reste décisive pour le produit formé. 

 
               D’après Ebermann et ses coauteurs (1995), il y a plus de possibilités de réactions 

avec O2 qu’avec H2O2. Ce dernier, pourrait être produit par la réduction de l’oxygène, 

réaction, catalysée par la Prx. Plusieurs substrats secondaires (donneurs d’électrons), 

différents de point de vue polarité et potentiel redox, peuvent être utilisés séparément ou par 

combinaison de deux ou trois. Les substrats combinés qui sont le plus souvent sous forme de 

produits partiellement purifiés, sont plutôt utilisés en applications technologiques. Dans ce 

cas, les exemples proéminents sont l’emploi du p-iodo-phénol dans l’amélioration de la 

fluorescence lumineuse et l’utilisation du di-chlorophénol/o-dianisidine dans l’intensification 

de la couleur.  

 

8.   BRUNISSEMENT ENZYMATIQUE 

  
           la coloration brunâtre des fruits et légumes est le résultat de l’oxydation des composés 

pour la plupart des phénols). Plusieurs études ont montré que cette oxydation est catalysée 

pour une grande partie, par les polyphénols oxydases (PPO) mais aussi par les Prx localisées 

dans le même tissu. Par  exemple, Moskowitz et Hrazdina (1981), ont avancé l’hypothèse de 

la participation possible d’une activité Prx dans l’oxydation des flavonols au niveau des tissus 

hypodermiques de la vigne (Vitis vinifera). Cette hypothèse a été appuyée par la suite par 

Calderón et ses coauteurs (1993), qui ont montré qu’au stage de la véraison de Vitis vinifera, 

l’activité Prx totale était représentée, en grande partie, par une isoperoxydase basique (B5) ; 

Par ailleurs, il a été montré que cette isoforme de Prx basique est localisée dans les vacuoles 

des cellules hypodermiques (Garcia-Florenciano et al., 1991 ; Calderón et al., 1992a, 1992b). 

Ces études ont été parachevées par celle de Morales et ses collaborateurs (1993) qui, après 

avoir purifié cette même Prx B5, ils avaient confrmé son activité dans l’oxydation de la 

quercètine et la myristine, qui sont des constituants flavonoliques existant naturellement dans 

V. vinifera (Morales et al., 1993).  

 
          D’après Nicolas et Richards (1989), la cause déterminante de l’accélération du 

catabolisme phénolique chez les végétaux (fruits, légumes et breuvages), est l’apparition, 

juste après la récolte, de la couleur brunâtre-sombre. Cette coloration est le résultat de 
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l’endommagement des cellules qui favorise la mixture des composés phénoliques avec les Prx 

et/ou les poly phénol oxydases (PPO) (Escribano et al., 2002). 

Ce phénomène embarrassant, pose un problème majeur depuis la récolte, en passant par le 

stockage, la distribution jusqu’à la transformation au niveau des unités de production 

alimentaire (Watada et al., 1990). En effet, l’apparence de la matière première (végétaux) est 

en premier lieu, la principale caractéristique qui attire le consommateur (Almeida et al., 

1995). A côté de l’aspect extérieur, l’oxydation phénolique catalysée par les Prx, et les PPO 

est fortement associée à la détérioration de la qualité organoleptique (saveur, odeur) et 

nutritionnelle de l’aliment naturel et des produits qui en dérivent (Vámos-Vigiázó, 1981 ; Fils 

et al., 1985).  

 
          Pour minimiser ce processus indésirable, l’inactivation  des Prx et des PPO est parfois 

nécessaire après la récolte des fruits, breuvages et légumes (Jimeríez et al., 2007). Toutefois, 

ce développement gêneur est contrasté par une texture présentable, acquise à travers le cross 

linkage des protéines, réactions catalysées par les Prx (Matheis et Whitaker, 1984). 

 

9.   LES HALOPEROXYDASES : ASPECTS PHYSIOLOGIQUES 

  

          Ce type d’enzymes catalyse l’oxydation d’un halogénure conduisant à une halogénation 

du noyau aromatique. Elles sont présentes chez les champignons, bactéries, algues marines, y 

compris dans des cellules animales comme les macrophages. Ce sont généralement des 

hémoprotéines, se répartissant en chloroperoxydases, bromoperoxydases et iodoperoxydases 

en fonction de leur spécificité. Toutefois, des Prx non héminiques ont été isolées, par exemple 

des bromoperoxydases d’algues marines : Corollina pilulifera (Itoh et al., 1986) et 

Ascophylum nodosum (Winter et Moore, 2009). Cette dernière ayant du vanadium, elle oxyde 

le bromure en hypobromite (BrO-). Par ailleurs, une chloroperoxydase non héminique, 

thermostable a été découverte chez la bactérie, Pseudomonas pyrrocinia.  

 
          Ces enzymes semblent souvent impliquées dans la synthèse des antibiotiques. Elles 

participent au transfert du chlore dans certaines cellules du système immunitaire et oxydent le 

chlorure en hypochlorite (la vulgaire eau de javel) servant à la destruction des 

microorganismes ingérés. Leur existence laisse présager de nouveaux développements très 

intéressants motivés par la perspective de nouvelles biotechnologies. Par exemple, 
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Pseudomonas pyrrocinia est connu pour fabriquer un antibiotique antifongique, la 

pyrrolnitrine (Wiesner et al., 1988). 

 
          Parmi ces haloperoxydases, celle qui a fait l’objet de recherches détaillées est la 

chloroperoxydase de Caldariomyces fumagon. C’est une glycoprotéine héminique sécrétant 

dans le milieu extracellulaire et qui est remarquable par l’étendue de son action. A côté de son 

activité de Prx classique, elle peut également utiliser le chlore, le brome et l’iode pour 

catalyser l’halogénation de nombreux composés organiques (Thomas et al., 1970). Son 

activité de type catalase est fortement intéressante contrairement aux autres Prx, et son action 

évoque, dans certains cas particuliers, celle des cytochromes P-450. Ses propriétés spectrales 

la rapprochent à la fois des peroxydases, des catalases et des cytochromes P-450. La 

cinquième coordinance du fer, est un groupement thiol (cystéine) comme dans le cas des P-

450, mais la séquence ne possède pas d’homologie significative avec celle du cytochrome P-

450 du camphre (Blanke et Hager, 1988 ; Fan et al., 1986).  

Une autre Prx particulière du règne animale, la thyroïde-peroxydase, elle est nécessaire à 

l’élaboration de l’hormone thyroïdienne (ou thyroxine) par suite de son implication dans le 

métabolisme de l’iode.  

 

10.   DOMAINES D’UTILISATION DES PEROXYDASES 

 

         Les réactions catalysées directement par une activité Prx ou par le couplage d’une Prx à 

une oxydase hautement sélective, produisant H2O2, sont à la base de la détermination de 

plusieurs composés d’importance biochimique. L’exemple le plus rémunéré, est celui du 

dosage du glucose dont le principe a été élucidé pour la première fois par Keston 

(1956). L’oxydation du D-glucose catalysée par une glucose-oxydase, libère H2O2 qui, à son 

tour, oxyde un substrat donneur d’hydrogène à travers la réaction catalysée par une Prx. La 

quantité du produit chromogène formé déterminée par spectrophotométrie, correspond ainsi à 

celle du glucose oxydé. En se basant sur ce principe, plusieurs autres composés ont été ainsi 

dosés à savoir, l’oxalate (Pundir et al., 1998), le 1-déoxyglucose (Piza et al., 2004), l’acide 

urique (Sanders et al., 1980 ; Agostini et al., 2002).  

Ce type d’analyse est en voie de rénovation avec la mise au point de réactifs Kits ou 

d’électrodes à base de Prx. De ce fait, les Prx couplées à des oxydases spécifiques, sont des 

méthodes d’analyse de toute substance qui, une fois oxydée, produit H2O2. Cette aptitude à 
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oxyder plusieurs composés, leur confère un vaste champ d’applications analytiques liées à 

plusieurs domaines (Rob et al., 1997). 

          Au niveau du secteur agroalimentaire, elles offrent la possibilité de ldétection limite des 

additifs alimentaires. Tel est le cas pour H2O2 qui, selon des conditions, est utilisé dans 

l’industrie du lait, comme agent de préservation, mais devrait être retiré dans le produit fini 

destiné à la consommation (Thompson, 1987 ; Weng et al., 1991 ; Whitaker, 1991).  

 
          Elles sont employées dans les techniques de coloration/décoloration de plusieurs 

produits entre autres, les produits pharmaceutiques et cosmétiques, alimentaires (jus, vins, thé, 

arômes) et photographiques. En histologie, elles permettent la détection et la localisation de 

certains composés (Ros Barceló, 1999). En synthèse chimique, les Prx catalysent un nombre 

intéressant de réactions de déshydrogénation, d’époxydation et de polymérisation des 

composés aromatiques. On cite dans ce sens, leur implication dans la synthèse de la résine 

phénolique (Dordich et al., 1987) et la transformation des composés organiques (Van de 

Velde et al., 2001).  

 
               Les secteurs du bois et du papier s’intéressent de prés à ces enzymes qui peuvent 

remplacer certains traitements chimiques très polluants. Par exemple, elles sont employées 

dans le blanchiment de la pulpe de bois ou du papier kraft (Antonopoulouse et al., 2001 ; 

Takano et al., 2004).  

Elles sont aussi employées dans la détoxification des eaux usées par élimination des phénols 

et des amines aromatiques (Manteanu et al., 1988 ; Wagner et Nicell, 2001 ; Singh et Singh, 

2002 ; Mantha et al., 2002 ; Villalobos et Buchanan, 2002 ; Ikehata et Buchanan, 2002) et la 

décontamination des sols (Berry et Boyd, 1985). 

 
         Leur application dans les tests antifongiques peut espérer une systématisation au même 

titre que les kits diagnostics. Dans ce sens, on cite l’efficacité antifongique, d’une Prx, extraite 

des haricots verts, contre une variété d’espèces incluant Coprinus comatus, Micosphaerella 

arachidicola, Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea. A l’encontre cette même Prx  a été 

montrée est sans effet sur la HIV-I reverse transcriptase (Ye et Ng 2002). 

 
          D’autre part, elles constituent des outils extrêmement utiles pour le biologiste par leur 

utilisation dans divers protocoles de laboratoire. Elles ont été souvent utilisées comme 

marqueurs dans les études physiologiques et génétiques. On cite les marqueurs de croissance, 
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de stress biotique/abiotique, de résistance (Ros Barceló, 1996), de sélection ou de prédiction 

de productivité (Penel et al., 2004) ainsi que les marqueurs de sonde de DNA et 

d’oligonucléotides (Grigorenk et al., 2001).  

 
          Leur usage en analyses immunoenzymatiques, est rémunéré : elles servent par exemple, 

à repérer la cible d’anticorps variés (anticorps conjugués avec de la peroxydase dont les 

réactions colorées permettent la localisation dans les tissus).  

On les utilise pour établir les trajets extrêmement complexes des neurones dans le système 

nerveux (après injection de peroxydase au niveau des terminaisons nerveuses, l’enzyme est 

transportée par les neurones jusqu’aux corps cellulaires situés dans les centres nerveux où une 

réaction colorée permet la détection). Cette dernière méthode a notamment permis d’élucider 

l’organisation des voies visuelles. Enfin, les modèles de micro peroxydases, sont d’un intérêt 

sans nom pour de nouveaux processus biotechnologiques. 
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V.   BIOCAPTEURS A PEROXYDASES   

  

               H2O2 est le produit d’oxydation de diverses substances (réactions catalysées par des 

oxydases hautement sélectives) lesquelles, sont dosées indirectement à travers l‘analyse de 

H2O2. La mesure de la concentration de H2O2 est à la base d’importantes applications 

biotechnologiques touchant plusieurs secteurs : biologique, écologique agroalimentaire. Il est 

donc souhaitable de procéder à l’automatisation de ce système d’analyse.  

 
               L’électrochimie est la méthode la plus commode, puisque le courant mesuré suite au 

transfert des électrons produits lors de l’oxydation, est proportionnel à la concentration en 

H2O2. La conception d’électrodes à base de Prx ou du couple : Prx et oxydase sélective est le 

moyen le plus efficace. Dans ce sens, l’utilisation garantie à long terme d’un biocapteur, 

reposerait en premier lieu, sur un système adéquat d’immobilisation. Celui-ci est obtenu à 

travers le bon choix d’une matrice à liaison covalente, l’optimisation des paramètres 

d’immobilisation qui sont à la base de l’amélioration de la stabilité enzymatique.  

 

 1.   APPLICATIONS  

 

  1.1   DOMAINE BIOLOGIQUE  

 
          Le dosage de certains composés spécifiques dans les fluides biologiques est à la base de 

la détection de certaines maladies. Il requiert des méthodes sensibles et spécifiques vu la 

faible concentration de ces substances et la complexité de ces fluides. La technique la plus 

authentique pour la détermination de telles substances, est l’analyse par électrode d’enzymes 

(oxydase selective/peroxydase). Cette dernière a été montrée efficace dans la détermination de 

certains composés, entre autres, le glucose (Kiba et al., 1993 ; Farroqi et al., 1999),  

l’aspartame (Pena et al., 2004), le cholestérol et les acides gras (Kawasaki et al., 1990), la 

choline (Campanella et al., 2004), l’acétylcholine (Huang et al., 1995), l’eau (Qu et al., 2003) 

et l’acide urique (Akyilmaz et al., 2003). 

 
          L’augmentation du taux en H2O2 a été observée dans certaines maladies, comme la 

fibrose cystique et l’asthme. H2O2 est aussi considéré comme bio marqueur de la fonction 

rénale et du stress oxydatif puisqu’il permet de suivre les processus d’oxydation à temps réel, 

étant donné qu’il est le plus stable des ROS (Halliwel et al., 2000).   
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  1.2   DOMAINE AGRO -ALIMENTAIRE  
 

          Des biocapteurs modifiés combinant des réactions enzymatiques d’oxydoréduction à 

base de Prx, ont été proposés comme moyens alternatifs pour la détection des composés 

considérés comme contaminants dans l’industrie alimentaire par exemple, les polyphénols 

dans les extraits végétaux. D’autres additifs utilisés au cours de la préparation du produit 

alimentaire, devraient être éliminés dans le produit fini destiné au consommateur. C’est le cas 

par exemple de H2O2 qui est souvent rajouté d’une façon frauduleuse, en vue d’améliorer la 

conservabilité des produits alimentaires liquides (jus, lait) (Armada et al., 2004). 

 

  1.3   DOMAINE ENVIRONNEMENTAL  

 
Dans ce cas les réactions sont basées sur le principe de l’inhibition de l’activité enzymatique 

par la présence d’inhibiteur dans la solution. Une baisse de la réponse de l’électrode vis à vis 

de H2O2, est le signal d’une telle inhibition. Ces applications concernent par exemple, la 

mesure du 2-mercaptoéthanol, de la thio-urée, de l’éthylène, du cyanure et d’une variété de 

cations tels que  Ag2+, Ni2+, Co2+, Mn2+ (Luque de Castro et Herrera, 2003). 

Cette méthode sert pour l’analyse des peroxydes libérés dans l’environnement par les 

industries, ou produits par les processus d’ozonation au niveau de l’eau potable et de l’air 

(Glaze, 1987). L’emploi de type d’électrodes s’avère intéressant dans le contrôle de la qualité 

d’une eau usée préalablement traitée (Yang et al., 2005 ; Tønning et al., 2005).  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

 

               Le radis de cheval, en anglais horseradish représente la plante traditionnelle la plus 

performante en peroxydases. Cependant, la culture de cette plante n’est pas rentable 

puisqu’elle exige un sol top profond et riche en humus, d’autant plus que la plante ne pousse 

pas partout dans le monde. L’idée d’investiguer d’autres sources locales performantes en 

peroxydases est sollicitée afin de substituer la HRP (horseradish peroxydase) considérée 

comme l’unique peroxydase de référence. Toutefois, la source végétale est souhaitée à la 

source microbienne laquelle, nécessite généralement des fermentations contrôlées donc plus 

coûteuses. En outre, le choix d’une méthode fiable d‘extraction des protéines, suivie d’un 

profil de purification simple, sont d’un avantage économique en ce qui concerne le projet de 

commercialisation de l’enzyme.    

 

               C’est dans cette optique que s’inscrit le présent travail qui porte sur les Prx de l’ail 

cultivé (Allium sativum). La plante étant choisie, pour les raisons suivantes : 

–  sa culture : commode, rentable et s’adapte dans le monde entier ;  

   –  l’originalité du sujet puisque les peroxydases de l’ail n’ont pas été abordées auparavant ; 

   –  Allium sativum est une plante médicinale par excellence. La recherche continue à confirmer 

ses vertus thérapeutiques énoncées depuis des temps immémoriaux. 

 

 

 

                                           PRESENTATION DU TRAVAIL  

 
 
PREMIERE PARTIE  

 
Etude des peroxydases extraites d’Allium sativum cultivé dans le nord Est de Tunisie, 

susmentionnée (As-T). 

 

► Le premier volet concerne la détermination des différentes isoformes de peroxydase 

extraites à partir des gousses. L’activité peroxydase la plus intéressante de la fraction soluble, 

a été purifiée à homogénéité. Sa caractérisation cinétique envers le substrat oxydant 

spécifique (H2O2) et le substrat donneur d’hydrogène (gaïacol) ainsi que sa stabilité vis-à-vis 
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de certains effecteurs (pH, température, durée de stockage, solvants et quelques ions 

divalents) ont été établies.  

 

► Le second volet se rapporte à l’étude de l’immobilisation de l’enzyme et son application. 

La stabilité enzymatique des deux formes ‘immobilisée’ et ‘libre’ a été étudiée. L’application 

de l’enzyme (sous sa forme libre), a porté sur sa capacité à détecter la teneur limite en H2O2 

ajouté au lait. Une étude comparative avec la peroxydase de référence (HRP), a été menée en 

parallèle selon les mêmes conditions. 

 

DEUXIEME PARTIE  

 

Etude des peroxydases extraites de A. sativum cultivé au sud Est de l’Espagne, 

susmentionné (As-E). 

 

► Le premier chapitre porte sur la détermination du profil iso-peroxydasique de 

chacune des deux fractions (soluble et membranaire) issues du même extrait du bulbe 

d’ail. L’iso-peroxydase la plus représentative de la fraction soluble, a été purifiée et 

quelques caractéristiques biochimiques (pH d’activité, PM et pHi) ont été déterminées.  

 

► Le deuxième chapitre porte sur la détermination du rôle physiologique attribué à 

l’iso-peroxydase purifiée. L’étude proprement dite consiste en l’application de l’enzyme 

dans l’oxydation des composés phénoliques, existant naturellement dans l’ail (acide 

phénolique, flavonoïde, monomères de lignine). L’oxydation catalysée par cet enzyme, 

a été d’abord estimée via l’analyse spectrale, puis renforcée par la détermination de 

l’efficacité catalytique via l’analyse cinétique.  
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A- MATERIEL 

 

1.   MATERIEL BIOLOGIQUE 

 
          Les deux catégories d’ail (Allium sativum L.) utilisées, ont été récupérées au niveau du 

marché local. L’une est cultivée au nord Est de Tunisie (As-T) et l’autre au sud Est de 

l’Espagne (As-E). Les gousses fraîches, d’aspect appréciable, sont épluchées. Elles sont 

fraichement utilisées ou surgelées dans l’azote liquide et stockées dans l’obscurité à – 80°C 

jusqu’à utilisation.  

 

2.   ENZYMES ET SUBSTRATS 

 
          La peroxydase de Horseradish (720 unités/mg protéines) et les substrats : gaïacol (2-

méthoxyphénol), o-dianisidine (3,3´-dimethoxy-benzidine), DAB (3,3´-diamino-benzidine), 

benzidine (4,4´-diamino-biphenyl), AEC (3-amino-9-ethyl carbazol), 4MN (4-méthoxy-α-

naphtol), H2O2 (30,8% V/V) sont fournis par Sigma Aldrich.  

La quercétine ((3,3’,4’,5,7-pentahydroxyflavonol), la quercitrine (quercétine-3-rhamnoside) et 

l’acide p-hydroxycinnamique : acide p-coumarique (p-AC) sont desservies par Fluka (Madrid, 

Spain) 

 

3.   SOLUTIONS STOCKS DES SUBSTRATS 

 
          Les solutions mères sont préparées de la façon suivante : le 4MN (100 mM) est 

solubilisé dans le mono-méthyl glycol d’éther éthylène. Le p-AC, l’acide sinapique, le 

sinapaldéhyde, l’alcool sinapylique, la quercétine et la quercitrine sont solubilisés dans 

l’éthanol à 10 mM. Des fractions aliquotes de 1 ml sont dispatchées dans des tubes eppendorff 

et conservées à - 20°C afin d’éviter le changement de la concentration par évaporation du 

solvant.  

Les autres substrats : DAB, o-dianisidine, benzidine et l’AEC sont d’abord dissous 

complètement dans un volume minimal (1ml) de tampon approprié en pésence de quelques 

gouttes d’HCl (1M). Le mélange est ensuite soumis à une agitatation magnétique, et la 

concentration désirée est ajustée avec un volume adéquat de tampon. Les solutions ainsi 

préparées, sont conservées à 4°C. 
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Le gaïacol est mélangé directement au tampon et l’ensemble est agité énergétiquement 

jusqu’à  l’homogénéisation compléte. La solution est utilisée fraichement. 

 
La concentration en chacun des substrats  suivants : gaïacol, o-dianisidine, H2O2, 4MN, p-AC, 

quercétine (ou quercitrine), l’acide sinapique, le sinapaldéhyde et l’alcool sinapylique est 

corrigée en utilisant les coefficients d’extinction moléculaires respectifs :  

ε470 (5570 M-1cm-1),
 
ε470 (11300 M-1cm-1), ε240 (40 M-1 cm-1), ε593 (21000 M-1cm-1), ε280 (10,5 

.10-3 M-1cm-1) et ε365 (13200 M-1cm-1), ε304 (16 .10-3 M-1cm-1), ε340 (11,9 .10-3 M-1cm-1), ε271 

(4,4 .10-3 M-1cm-1).  

Les spéctrophomètre sont de type Beckman DU-640 B UV-VIS ou Kontron UVIKON 943 

UV-VIS (Microbeam, S.A. Madrid, Spain).  

    . 

4.   SUPPORTS D’IMMOBILISATION ET GELS 

 
          Les matrices activées VA-epoxy de type membrane (Sartobind Membrane 18706) et de 

type résine (Polymer 39354) sont desservies respectivement par Sartorius® AG and Rieadel-

de Haën AG. 

Les gels pour chromatographie : TSK-SP-Toyopearl-650 et le séphacryl S-200-HR sont 

fournis par Sigma. les gels commercialisés pour électrophorése : ‘CriterionTM Precast-gels’ et 

‘phast-gels’ sont respectivement de Bio Rad et de Amersham Biosciences ; le gel de 

polyacrylamide est de Sigma.  

 

5.   AUTRE MATERIEL 

 
          Les membranes de dialyse, le sulfate d’ammonium, le triton X-114 (TX-114) sont 

fournis par Fluka (Madrid, Spain). Le phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), la  

benzamidine hydrochloridrique sont de Sigma Aldrich (Madrid, Spain). Sérum bovine 

albumin (BSA) et le réactif de  Bradford sont de Bio-Rad.        

Tous les autres produits chimiques sont de grande qualité commerciale et sont desservis par la 

pharmacie centrale, Prolabo, Sigma et Bio-Rad. Les solutions sont préparées avec de l’eau bi 

distillée obtenue au moyen du système milli-Q. Le pH est déterminé en utilisant le pHmétre 

de type micro Crison 2002.  
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B- MÉTHODES 

 

I. PREMIERE ETUDE 

 

Au cours de cette étude, l’activité peroxydase est déterminée avec le système de substrats : 

gaïacol/ H2O2 à l’exception de la technique concernant la détermination de la stabilité 

enzymatique vis à vis de la température, laquelle est testée avec les substrats : o-dianisidine/ 

H2O2. Le spectrophotomètre utilisé est un modèle Beckman DU-640 B UV-VIS muni d’un 

régulateur de température. 

 

1.   DOSAGE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE 

          
          Les peroxydases catalysent l’oxydation de nombreux substrats au dépens de H2O2 selon 

l’équation totale :            RH2 + H2O2 → 2 H2O + R.  

L’enzyme est spécifique de H2O2 comme accepteur d’hydrogène mais tolère une large gamme 

de substrats donneurs (RH2) tels que les phénols et leurs dérivés. Les substrats (RH2) 

incolores à l’état réduit, prennent rapidement une teinte après leur oxydation.  

En présence du gaïacol ou de l’o-dianisidine, la coloration est marron et absorbe la lumière 

dans le bleu alors qu’avec le substrat 4MN, la coloration est bleue et absorbe dans le vert. 

          L’activité enzyamtique est déterminée après optimisation des paramétres du dosage à 

savoir, les quantités en substrat et en enzyme, le pH (nature et concentration du tampon), la 

température ainsi que la force ionique.  

 
   a)   Avec le gaïacol  

          Le mélange réactionnel est constitué de tampon acétate de sodium (10 mM, pH5) 

contenant : H2O2 (0,055%) et gaïacol (0,3%). Dans la cuve à spectrophotomètre, on met 

directement 1 ml de ce mélange. Celui-ci est remué rapidement, juste après l’ajout d’une 

quantité adéquate d’enzyme. L’apparition des produits d’oxydation du gaïacol, correspond à 

l’activité enzymatique laquelle est déterminée à 470 nm après 2 mn à 10 s d’intervalle. 

         L’unité enzymatique est définie comme étant la quantité d’enzyme, responsable de 

l’augmentation de 0,1 unité DO /mn (Aouad et al., 2000). 
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         b)   Avec l’o-dianisidine 

         Le mélange réactionnel contient : H2O2 (8 mM) ; o-dianisidine (x mM) dans le tampon 

phosphate (50 mM, pH 5). La procédure de la détermination de l’activité Prx est identique à 

celle entreprise avec le gaïacol.   

 

2.   ANALYSE DES PROTEINES  

  
          Les protéines totales sont dosées par la méthode de Bradford (1976). Le bleu de 

coomassie (réactif de Bradford) se lie aux groupements cationiques et aux cycles aromatiques 

des protéines entraînant ainsi, une augmentation de l’absorption à 595 nm. L’intensité de la 

coloration obtenue est proportionnelle à la quantité des protéines en solution. 

Le réactif de Bradford commercialisé est utilisé. A défaut, sa préparation est réalisée de la 

façon suivante :  

   
             100 mg de bleu de coomassie  

         + 50 ml d’éthanol (95%)  

         + 100 ml d’acide ortho phosphorique (85%)  

            Ajuster à 1000 ml avec H2O bi-distillée       

 

Protocole : A 1 ml du réactif de Bradford est ajouté un volume adéquat d’échantillon 

protéique à doser. Après agitation et incubation 10 min à température ambiante et à l’abri de 

la lumière, la DO est mesurée à 595 nm. 

La quantité des protéines est déterminée à l’aide d’une gamme étalon réalisée avec BSA allant 

de 0 à 20 µg. 

 

3.   PURIFICATION ENZYMATIQUE 

 

 3.1   EXTRACTION DES PROTEINES (FRACTION SOLUBLE ) 

 
            Les gousses d’ail sont broyées à l’aide d’un mixeur à grande vitesse jusqu’à 

l’obtention d’une pâte molle. Celle-ci est congelée à -20°C puis triturée dans un mortier en 

présence d’azote liquide. La poudre blanchâtre ainsi obtenue, est homogénéisée dans le 

La solution est ensuite filtrée, et 

conservée à froid et à l’obscurité. 
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tampon d’extraction Tris-HCl (25 mM, pH 7,5) contenant : PMSF (0,1 mM) et EDTA (2 mM) 

et ceci à 4°C durant une nuit et sous faible agitation. La solution est ensuite filtrée à travers la 

gaze pliée en quatre, puis centrifugée à 120000 g (4°C, 20 mn). Le surnageant recueilli, 

représente l’extrait de la fraction soluble (Fig. 12). 

 
Cet extrait est dispatché en deux parts : l’une est fraichement utilisée pour l’étude préliminaire 

de l’optimisation du dosage de l’activité peroxydases, l’autre conservée à - 80°C, est 

réservée pour les étapes ultérieures de purification de l’enzyme. 

 

 3.2   CONCENTRATION DES PROTEINES  

 
         a)  Concentration par ultrafiltration 

  
          Cette technique présente l’avantage à la fois, de concentrer et de dessaler une solution 

protéique à l’aide des tubes Amicon, Millipore-PM10 (Prolabo) permettant d’éliminer les sels 

et l’eau par le biais d’une force centrifuge de 3500 rpm. 

 
         b)  Concentration par sulfate d’ammonium 

 
          Certains sels, en particulier le sulfate d’ammonium font précipiter les protéines. Ce 

phénomène s’explique par la déshydratation des groupements hydrophiles d’où la diminution 

de leur solubilité et par conséquent leur précipitation.  

 
Protocole : Le sel à 80% de saturation, est ajouté à l’extrait brut, lequel est soumis sous une 

faible agitation magnétique à 4°C. L’ajout du sel est effectué par petites quantités et 

l’agitation à froid est maintenue plusieurs heures (ou laissée une nuit). La solution 

homogénéisée est ensuite centrifugée (18000 rpm, 4°C, 20 mn) et le précipité est repris dans 

un minimal volume de tampon Tris Hcl (25 mM, pH 7,5).   

 

3.3   TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES  

 
  3.3.1   Chromatographie par filtration sur gel 

 
          C’est une séparation en fonction de la taille des molécules. Les plus grandes, ne 

pouvant pas pénétrer à l’intérieur des pores du gel, sortent les premières et les plus petites, 

incluses dans les mailles du gel, sont éluées plus tardivement.  
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Protocole : Le gel (séphacryl S-200-HR) est d’abord lavé (3x) avec le tampon Tris-Hcl (25 

mM, pH 7,5). Après gonflement, il est dégazé puis coulé doucement le long d’une colonne de 

dimensions (90 x 4 cm). Cette dernière est remplie d’une façon régulière, sans fissures ni 

bulles. 

L’extrait protéique concentré (15 ml) est déposé délicatement à l’aide d’une pipette pasteur, 

en haut de la colonne préalablement équilibrée avec le même tampon de lavage. L’élution est 

effectuée avec le même tampon selon un débit de 5 ml/h, maintenu stable par une pompe 

péristaltique. Sur les fractions collectées de 5 ml, l’activité peroxydase est déterminée, et les 

protéines totales sont estimées par absorbance à 280 nm. Les fractions les plus actives sont 

rassemblées. 

 

  3.3.2   Chromatographie par échange de cations 

 
          Les échangeurs d’ions sont des macromolécules insolubles, porteuses de groupements 

ionisants ayant la propriété d’échanger certains de leurs ions au contact d’autres ions 

provenant d’une solution. L’élution se fait généralement par un gradient de force ionique ou 

par gradient de pH. 

 
Protocole : La résine (TSK-SP-Toyopearl-650) est d’abord lavée et équilibrée avec le tampon 

acétate de sodium (20 mM, pH 4,5). Le pool des fractions les plus actives, provenant de 

l’étape précédente (filtration sur gel) est déposé sur une colonne de dimensions (7 x 3 cm), 

préalablement préparée. L’élution est effectuée à un débit constant de 25 ml /h, par gradient 

de force ionique en NaCl (500 mM) dissous dans le même tampon. 

Les fractions éluées (2 ml) sont analysées du point de vue activité peroxydase et protéines 

totales. Celles de plus forte activité peroxydase, sont rassemblées et le pool est contrôlé pour 

purification enzymatique par des techniques d’électrophorèse.  

La procédure de purification enzymatique est schématisée en figure 13. 
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4.   TECHNIQUES D’ELECTROPHORESE   

 

  4.1   PAGE EN CONDITIONS NATIVES  

  
          Cette technique permet la séparation des protéines selon leur charge et leur taille étant 

donné qu’elle est effectuée en absence d’agent réducteur et de SDS. La structure secondaire et 

la charge des protéines étant préservées, ce qui  permet la détection biologique des protéines 

actives. Selon les charges des protéines à étudier, on distingue l’électrophorèse anodique 

(protéines acides) et l’électrophorèse cathodique (protéines basiques). Dans notre cas, les 

deux techniques ont été réalisées. 

 

   4.1.1  PAGE cathodique 

 
Elle est réalisée selon la technique rapportée par Baaziz (1989), avec quelques modifications. 

 
  ����   Préparation du gel 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  ����  Préparation des échantillons : Le tampon de charge (x5) est constitué de : glycérol 

(50%), vert de méthyl (0,05%) et tampon acétate/KOH (200 mM, pH 6). Les échantillons sont 

mélangés à ce tampon, puis déposés dans les puits.  

 

  ����  Migration  : Le tampon est composé de glycine (40 mM) et d’acide acétique (3,5 mM). 

Le pH étant au alentours de 4,3. La migration est effectuée à 4°C et 150V, en sens  inverse de 

l’anode vers la cathode, en utilisant le système  ‘Dual SLAB Gel Unit-Model DSG-125’. 

 

Solutions stockes Gel inférieur 
(12%) 

Gel supérieur 
(5%) 

H2O bi distillée (ml) 
Acrylamide /bis (30%) (ml) 
Acétate/KOH (1,5M ; pH6) (ml) 
 

6,6 
8,0 
5,0  

 

6,8  
1,7   
1,25   

 
Dégazer pendant 15mn 

ASP à 10% (µl)  
TEMED (µl)  

200  
40  

150  
25  
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   4.1.2   PAGE anodique 
 

  ����  Criterion TM  Precast Gel��� (Bio-Rad :  Ce sont des gels de polyacrylamide 

commercialisés avec un gel de séparation (12,5% ou 15%) et un gel de concentration (4%). 

Ces gels sont conçus pour la séparation des protéines selon leur poids et leur charge 

(conditions natives) ou selon leur poids uniquement (conditions dénaturantes).   

 

  ����  Préparation des échantillons : Le tampon de charge (1x) est constitué de: Tris-Hcl (62,5 

mM, pH 6,8) ; bleu de bromophènol (0,01%) et glycérol (25%). Les échantillons à analyser 

sont mélangés à ce tampon suivant les proportions volumiques respectives 1:2.  

 

  ����  Migration : Le tampon (1x) est composé de : glycine (192 mM) et de Tris (25 mM) sans 

ajustement du pH. La migration est accomplie à 4°C, 200V pendant 45 mn en utilisant le 

système ‘PROTEAN® Cell (Bio-Rad’. 

 
Les protéines de pHi basique, présentant une charge positive ou neutre migrent en sens 

inverse ou restent immobilisées dans les puits. Leur séparation nécessite alors une 

électrophorèse cathodique.  

 

  4.1.3  Révélation de l’activité peroxydase sur gel 

 
          La technique est inspirée de la méthode rapportée par Graham (1991), avec certaines 

modifications : le gel est lavé (2 x) à l’eau bi-distillée puis (3 x) avec le tampon acétate de 

sodium (0,1 M ; pH 5). Après lavage, il incubé dans le même tampon contenant le gaïacol à 

0,3% (v/v) et le substrat DAB (ou AEC) à 0,0 3% (w/v) et ceci pendant 10 mn et sous 

agitation douce. Par la suite, il est transposé dans la même solution précédente toute fraiche, 

contenant en plus H2O2 à 0,1% (v/v). L’incubation dure jusqu’à l’apparition de zones de 

couleur rouge brique témoignant la présence d’activité péroxidase. Le gel est ensuite lavé à 

l’eau distillé puis scanné. 

 

  4.2   PAGE EN CONDITIONS DENATURANTES   

 
   4.2.1   SDS-PAGE 

 
          L’utilisation du SDS en combinaison avec un agent réducteur (β-mercapto-éthanol ou 
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dithiotreitol) et la chaleur, permet la dissociation des protéines en leurs sous unités, et 

minimisent l’agrégation. 

Le SDS, détergent anionique, s’absorbe sur les polypeptides et leur confère une charge 

globale négative indépendamment de la séquence peptidique et donc de la charge du 

polypeptide. De cette façon, les protéines migrent seulement selon leur PM.  

 

  ����  Criterion TM  Precast Gel���  (Bio-Rad) : Ce sont les mêmes gels utilisés en PAGE 

natif anodique. Historiquement, les systèmes SDS-PAGE contiennent le SDS dans le tampon 

de migration et dans le gel lui-même. Les séparations SDS reproductibles sont conçues avec 

des gels dépourvus de SDS. Ce dernier est fourni par les tampons d’échantillon et de 

migration qui contiennent une quantité suffisante capable de saturer les protéines au cours de 

l’électrophorèse. La concentration en SDS recommandée est alors de 2% dans le tampon de 

charge et de 0,1% dans le tampon de migration. 

 

  ����  Préparation des échantillons : Le tampon de charge étant le même que celui de la 

technique précédente. Dans le cas d’une dénaturation partielle, le β- mercapthoéthanol (ou le 

DTT) n’est rajouté au tampon de charge, et les échantillons protéiques ne sont pas chauffés.  

Le marqueur de taille utilisé (Fermentas–Protein Ladder, 10−200 kDa) est homogénéisé 

parfaitement par agitation douce à T° ambiante ou chauffé entre 30– 40°C jusqu’à dissolution 

totale des précipités. Il ne doit pas être porté à ébullition.  

 

  ���� Migration  : Les conditions d’électrophorése étant les similaires aux précédentes, 

cependant la migration est effectuée en utilisant le système PROTEAN® Cell (Bio-Rad).  

 

  4.2.2   Electrophorése de focalisation  

 
            L’IEF (isoelectric focalisation, en anglais) est une méthode de séparation des proteines 

en fonction de leurs points isoélectriques (pHi). Le gel est préétabli à l’aide d’ampholines qui 

sont des mélanges de molécules de faible PM, donc très mobiles et comportant chacune 

plusieurs groupements COOH et NH2. Les ampholites acides (COO-) et alcalins (NH3
+) sont 

attirés respectivement vers l’anode et la cathodique. Il se crée ainsi, un gradient de pH 

augmentant de l’anode à la cathode.  
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  ����  Fast Gel (Amersham Bioscience): Ce sont des mini gels de polyacrylamide à large 

gamme d’ampholines (3 ≤  pH ≤ 9). Le marqueur de pHi (Pharmacia) utilisé, est composé de 

12 protéines : Amyloglucosidase (pHi 3,5), Methyl red (pHi 3,75), Soybean trypsin inhibitor 

(pHi 4,55), S-lactoglobuline (pHi 5,2), Bovine carbonic β-anhydrase (pHi 5,85), Hurman 

carbonic anhydrase β (pHi 6,55) Horse myoglobin acidic (pHi 6,8), Horse myoglobin basic 

(pHi 7,5), lentil Lectin-acidic (pHi 8,15), Lentil lectin-indol (pHi 8,45), Lentil lectin-basic 

(pHi 8,65) et Trypsinogen (pHi 9,5).  

Les gels sont lavés avec 20 ml de tampon acétate de sodium (20 mM, pH 5), puis équilibrés 

dans ce même tampon pendant 30 mn, à la température ambiante et sous une faible agitation. 

Le rinçage est répété deux fois.  

 

  ����  Préparation des échantillons et conditions de migration : sont achevées suivant les   

instructions du catalogue (Amersham Bioscience). 

 

  4.2.3   Révélation des protéines sur gel  

Elle est réalisée par la méthode de coloration au nitrate d’argent (Ausubal,1995). Le gel subit 

les traitements suivants : 

 
        1)  Fixation 30 mn avec                        - éthanol                                                         40 ml 

                                                                      - acide acétique glacial                                   10 ml 

                                                                      - compléter avec H2O                                   100 ml 

 

        2)  Sensibilisation 30 mn                       - éthanol                                                        15 ml 

                                                                      - glutéraldéhyde (25% W/V)                         250 ul 

                                                                      - acétate de sodium                                          34 g 

                                                                      - compléter avec H2O                                    50 ml 

 

        3)  Lavage (3 х 5 mn) avec H2O bi-distillée 

 

        4)  Réaction avec les nitrates (20 mn)    - nitrate d’argent  (25% W/V)                   7,35 ml 

                                                                        - formaldéhyde   (37% W/V)                        20 ul 

                                                                        - compléter avec H2O                                   50 ml 
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        5)  Lavage (2 х 1mn) avec H2O bi distillée 

 

        6)  Révélation 2 х 5 mn                          - carbonate de Na (25% W/V)                       25 g  

                                                                        - formaldéhyde  (37% W/V)                         10 ul   

                                                                        - compléter avec l’eau                                  50 ml 

 

         7)  Solution d’arrêt 10 mn                      - EDTA- Na2 х 2H2O                                  0,73 g 

                                                                        - compléter avec H2O                                   50 ml 

 

         8)  Lavage (3 х 5 mn) avec H2O bi-distillée. Le gel est ensuite scanné.  

 

5.  CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE POX 2 

 

 5.1  OPTIMISATION DES PARAMETRES DU DOSAGE 

 

       a) pH : l’activité enzymatique est testée à température ambiante (25°C) en présence de 

différentes solutions tampons à 10 mM : acétate de sodium (pH 3,5 à 5,5) ; phosphate de 

sodium (pH 6 à 7) et Tris-HCl (pH 8 à 9) 

 

       b) Température : elle est déterminée en testant l’activité de l’enzyme dans l’intervalle de 

température allant de 4 à 75°C  et à pH optimum de 5. 

 

       c) Force ionique : l’activité peroxydase est examinée à des concentrations en NaCl 

variant de 0 à 100 mM à pH 5 et à température ambiante. 

 

  5.2   ETUDE DE LA STABILITE  

 
       a)  Effet du pH :  Des fractions aliquotes d’enzyme purifiée, sont incubées pendant une 

nuit dans les tampons (20 mM) à différents pH allant de 3,5 à 11. L’activité enzymatique 

résiduelle est déterminée à température ambiante et à pH 5. 

 
       b)  Effet de la température :  L’enzyme est chauffée dans le tampon acétate de sodium 

(20 mM, pH5) à 50°C et à 60°C pendant différents temps. Après l’incubation, les échantillons 
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sont immédiatement placés dans l’eau glacée. L’activité enzymatique résiduelle est 

déterminée avec l’o-dianisidine comme substrat donneur.  

l’o-dianisidine étant le substrat traditionnellement utilisé dans la détermination de la stabilité 

thermique (Tams et Welinder, 1998). 

 
       c)  Effet du stockage : Des échantillons d’enzymes sont preservés dans le tampon à 30°C 

pendant deux mois. L’activité Prx résiduelle est testée après chaque semaine, avec le système 

de substrats : gaïacol /H2O2 et selon les conditions optimales à savoir, tampon acétate de 

sodium  (20 mM, pH 5) et T° ambiante.  

 
       d)  Effet des solvants et éléments cationiques : L’activité enzymatique résiduelle est 

alors déterminée selon les conditions optimales, après incubation de l’enzyme à 4°C pendant 

15 mn avec les solvants (acétone, iso-propanol, éthanol) sont testés à des concentrations de 2 ; 

5 ; 15 et 25%, et les éléments cationiques (Ca2+, Mn2+, Zn2+, Fe2+ , Ni
2+) à des  concentrations 

de 1 et 5 mM.  

 

   5.3   ETUDE CINETIQUE  

 
            L’affinité de l’enzyme vis-à-vis des substrats gaïacol et H2O2, est déterminée en 

faisant varier les concentrations d’un substrat tout en maintenant constante et saturante la 

concentration de l’autre substrat. Le KmH2O2 est obtenu en faisant varier les concentrations de 

H2O2 de 0,002 à 0,1% et en maintenant constante celle du gaïacol à 0,3%. Le Kmgaïacol est 

obtenu en faisant varier les concentrations du gaïacol de 0,02 à 0,5% et en maintenant 

constante celle de H2O2 à 0.05%. Ces séries d’expériences sont réalisées selon les conditions 

optimales déterminées préalablement. Le Km pour chaque substrat est calculé à partir de la 

représentation des inverses de Lineweaver-Burck.  

 

6.   IMMOBILISATION  PAR LIAISON COVALENTE 

 
            Le pH de l’enzyme purifiée est ramené graduellement à 7 par des lavages (3x) 

successifs avec le tampon phosphate 1M (pH 7), suivis d’ultrafiltrations (3x). 

Deux supports préfonctionnalisés de type VA-epoxy, l’un sous forme de résine et l’autre sous 

forme de membrane, sont utilisés. La liaison de l’enzyme s’effectue alors par simple contact.   
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          L’enzyme est couplée aux deux supports suivant la procédure de Porath et ses 

collaborateurs (1967) avec quelques modifications. La matrice résine (200 mg) est mélangée à 

1 ml de l’échantillon enzymatique à 4 mg /ml en  protéines. La matrice membrane (pièce de 

4,9 cm2) est immergée dans 1 ml de l’échantillon enzymatique à 2 mg /ml en protéines. Ces 

préparations sont maintenues dans la  chambre froide, pendant 24 h sous une agitation de 500 

rpm. Après cela, les supports sont lavés avec le même tampon et conservés à 4°C dans 2 ml 

de tampon jusqu’à leur utilisation. La procédure est estimée par le calcul des rendements 

d’immobilisation et d’activité : 

 

     •  Rendement d’immobilisation (%) = 100 x (l’activité totale de l’enzyme libre – l’activité  

        non immobilisée) / l’activité totale de l’enzyme libre 

 
     •  Rendement d’activité (%) =100 x  l’activité immobilisé/ l’activité totale de l’enzyme  

        libre – l’activité non immobilisée. 

 

 6.1   STABILITE L ’ENZYME IMMOBILISEE   

 

   a)  Stabilité à la température 

 
          Les deux formes enzymatiques (immobilisée et soluble) maintenues dans le tampon 

d’immobilisation, sont chauffées à température constante de 60°C pendant 35 mn. Après 

incubation, l’effet du chauffage est mmédiatement arrêté par réfrigération dans l’eau glacée 

jusqu’à ce que la température atteigne 25°C. L’activité résiduelle est alors déterminée avec le 

système de substrats : o-dianisidine et H2O2 et selon les conditions optimales préalablement 

établieses. 

 

  b)  Stabilité au stockage 

 
          Les deux formes d’enzyme sont maintenus à température ambiante (25°C) dans le 

tampon pendant deux mois. L’activité peroxydase résiduelle est testée chaque semaine avec le 

système de substrats : gaiacol et H2O2 et selon les  les conditions optimales. 
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7.   APPLICATION DANS LA DETECTION DE H 2O2  

 

          Le mileu liquide choisi étant le lait destiné au consommateur. Des échantillons de lait 

sont mélangés en présence de quantités variables de H2O2 allant de 0,05 à 5 mM. Après 

précipitation à l’acide trichloroacétique (200 g/l), la solution est centrifugée à grande vitesse, 

pendant 10 mn. Le surnageant déprotéinisé est récupéré et dilué dix fois avec le tampon 

acétate de sodium (20 mM, pH 5). La détection de H2O2 dans chacun des échantillons, est 

testée en présence de quantités saturantes en enzyme et en substrat (gaiacol) et selon les 

conditions optimales préalablement déterminées. 

Parallélement, la même manipulation est réalisée avec une préparation de la peroxydase de 

référence (HRP) de même activité que POX2. 
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II. DEUXIEME ETUDE 

 
Au cours de cette étude, l’activité peroxydase est déterminée avec le système de substrats : 

4M N et H2O2.  Le spectrophotomètre utilisé est de type Kontron UVIKON 943 UV-VIS 

(Microbeam, S.A. Madrid, Spain). Les techniques d’électrophorèse sont achevées avec ‘Mini-

PROTEAN®3 Cell’ (Bio- Rad).  

 

1.   PURIFICATION ENZYMATIQUE 

 

 1.1   PREPARATION DE L ’EXTRAIT BRUT  
 

 
   a)   Extraction de la fraction soluble (Gandía-Herrero et al., 2002)  

 
          La technique est la même que celle entreprise pour As-T avec quelques 

modifications. Le tampon d’extraction est le Tris Hcl (25 mM ; pH 7,5) constitué de : sorbitol 

(0,33M), acide ascorbique (10 mM), EDTA (2 mM), benzamidine  chlorydrique (1 mM)  et 

PMSF (1 mM). Ces deux derniers sont ajoutés immédiatement avant l’utilisation. 

Les gousses d’ail (150 g) sont écrasées dans un omni mixeur (modèle 230) à vitesse 

maximale, pendant 20 s. L’opération est répétée 2 fois. La pâte obtenue est congelée dans 

l’azote liquide puis transformée en poudre par broyage dans un mortier. La poudre (50 g) est 

homogénéisée dans le tampon d’extraction (200 ml) pendant une nuit. Le mélange est ensuite 

filtré à travers huit couches de gaze (ou tulle) et le filtrat est centrifugé à 4000 g pendant 10 

mn. Le précipité contenant la fraction liée à la membrane est écarté, et le surnageant récupéré, 

est centrifugé à 120000 g pendant 40 mn. Le surnageant résultant de cette dernière 

centrifugation est considéré comme  la fraction soluble des peroxydases (Fig. 14). 

 

   b)   Extraction de la fraction liée (Escribano et al., 2002) 

 
          Les débris cellulaires retenus par le filtre lors de l’extraction précédente (de la fraction 

soluble), sont homogénéisés dans le tampon d’extraction Tris HCl (50 mM ; pH 

7,5) contenant NaCl (1M). Aprés 60 mn d’incubation, le mélange est centrifugé (120 000 g, 

4°C, 40 mn), et le surnageant reccueilli représente la fraction liée aux membranes cellulaires 

(Fig. 14). 

 



 

MATERIEL ET MÉTHODES 
 
 

68  
 

1.2   CONCENTRATION DES PROTEINES   

 
            L’extrait brut (fraction soluble) est concentré par précipitation au sulfate d’ammonium 

à 35% de. Le mélange est ensuite centrifugé (120000 g ; 30 mn) et le précipité (1) est écarté. 

Le surnageant est à son tour concentré avec (NH4)2SO4 à 85% et le précipité (2) est récupéré. 

Les précipités (1) et (2) sont repris dans 5 ml de tampon Tris HCl (50 mM ; pH 7,5). 

 

 1.3   DIALYSE  
 

           Les membranes de dialyse sont d’abord immergées dans l’eau bi-distillée maintenue 

préalablement à 4°C, et laissées pendant une nuit à même température.  

L’extrait protéique concentré, est dispatché dans des sacs à dialyse (boudins) obturés à leurs 

deux extrémités. Le sac est plongé dans un grand volume de tampon adéquat. L’ensemble est 

placé en chambre froide, sous agitation douce, durant au moins 12 h ou laissé une nuit. 

 
Afin d’éviter l’inactivation enzymatique par d’éventuelles protéases endogènes, le PMSF et la 

benzamidine sont ajoutés avant et après dialyse à une concentration finale de 1 mM. 

 

 1.4   CLARIFICATION : EXTRACTION DES LIPIDES    

 
          La procédure consiste en la préparation d’une solution à 30% de détergent dans le 

tampon Tris HCl (30 mM ; pH 7,5). Celle-ci est ajoutée à l’extrait protéique dialysé de telle 

sorte à atteindre une concentration finale en TX-114 de 8% (w/v) (Rodríguez-López et al., 

2000). Le mélange est soumis à la partition de phases induite par différence de température : il 

est d’abord incubé à 4°C pendant 20 mn puis chauffé à 37°C (20 mn). Durant ce temps, la 

solution devient spontanément trouble suite à la formation d’agrégats et à la précipitation de 

nombreuses micelles de détergent lesquelles contiennent des lipides, des protéines 

hydrophobes et de composés phénoliques résiduels. Après centrifugation à 3000 g, 25°C et 15 

mn, la solution est séparée en deux phases dont l’une est claire et l’autre opaque. Cette 

dernière, riche en détergent est alors écartée.  
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1.5   CHROMATOGRAPHIE PAR ECHANGE DE CATIONS  

 
            Le surnageant clarifié, est chargé sur une colonne CMC (Bio-Rad) constituée de 

quatre cartouches de 5 ml chacune, reliées l’une à l’autre. La colonne est préalablement 

équilibrée avec le tampon Tris HCl  (25 mM ; pH 8). 

Les protéines liées sont éluées par un gradient de force ionique en KCl (1M) dissous dans le 

même tampon, à un débit de 1 ml min-1. Des fractions de 1 ml sont collectées, et sur chacune  

d’elles, l’activité peroxydase est dosée avec le couple de subtrats: 4MN/ H2O2 et les protéines 

totales sont déterminées par la méthode de Bradford, utilisant la BSA comme étalon. 

  
Les fractions les plus actives sont rassemblées. Le pH du pool est ajusté avec le tampon 

acétate de sodium (50 mM , pH 5) et ceci par trois lavages alternés d’ultrafiltrations. le pool 

La purification enzymatique est contrôlée par des techniques d’électrophorèse.  

La procédure de purification enzymatique est schématisée en figure 15. 

 

2.  TECHNIQUES D’ELECTROPHORESE    

 

 2.1   PAGE EN CONDITIONS NATIVES   

 

   2.1.1   PAGE cathodique  (Reisfeld et al., 1962) 

 
 
         ����   Préparation du gel 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Solutions stocks Gel de 
séparation 

 

Gel de 
concentration 

 
 
H2O   (ml) 
Mélange d’acrylamide 30%  (ml) 
Acétate/KOH 760 mM, pH 4,3  (ml) 
Acétate/KOH 250 mM, pH 6,8  (ml)  
 

 
4,12  
3,3  
2,5  
— 

 
2,44  
0,53  
— 
1  

Dégazer le mélange pendant 15 min 

PSA à 10%   (µl) 
TEMED   (µl)    

50   
15   

30   
10  
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           ����  Préparation des échantillons : Le tampon de charge (5 x) est composé d’acide 

acétique/ KOH (75 mM, pH 6,8), du glycérol (50%) et de vert de méthyl (0,02%). les 

échantillons protéiques sont mélangés au tampon de suivant les proportions respectives 4:1 

(20 µl d’échantillon et 5 µl de tampon).  

 

           ����  Migration  : Le tampon (1 x) est composé de β-alanine (350 mM) dissoute dans le 

tampon acide acétique/KOH (140 mM, pH 4,5). La migration est inversée, elle se fait de 

l’anode vers la cathode sous une tension de 150V, et dure 65 mn.  

 

           ����  Révélation de l’activité peroxydase (Ferrer et al., 1990) : Le gel est d’abord lavé 

(3x) avec le tampon acétate de sodium 50 mM (pH 5). Après avoir été équilibré dans le même 

tampon pendant 20 mn, il est ensuite incubé dans une solution fraîche de même tampon 

contenant les substrats 4MN (1 mM) et H2O2 (0,5 mM). L’incubation est effectuée sous une 

agitation douce, et dure jusqu’à l’apparition des zones de coloration bleue, indiquant la 

présence d’activité peroxydase.  

 

  2.1.2   IEF CATHODIQUE   (O’Farrel (1975). 

 

����   Préparation du gel 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

����  Préparation des échantillons : Les extraits protéiques (15 ul) sont mélangés avec 15 ul de 

tampon de charge composé de  glycérol (30%) et d’ampholines (15%) dans l’eau bi-distillée. 

L’échantillon standard chromogène (cytochrome c) est utilisé pour visualiser le parcours des 

protéines. 

 

 
Solutions stocks 

 
Gel (6,5%) 

H2O  
Bis acrylamide (30%) 
Ampholines 40% ; pH 3,5 -10 
Glycérol (20%)  

2,9 ml 
1,3 ml 
0,3 ml 
1,5 ml 

Dégasifier 15 mn 
PSA (10%)  35 µl 
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����  Migration  :  Le tampon d’électrodes (1x) est composé de NaOH 20 mM et d’acide 

acétique 25 mM. La migration se fait à 4°C, en inversant les cables d’électrodes, la partie 

supérieure du gel est orientée vers l’anode. En haut du gel, le pH est alors de 3,5 et atteindra 

la valeur de 10 à la limite inférieure du gel. Le gel est soumis à une tension constante de 200V 

pendant 90 mn puis à 400V pendant 15 mn. 

 

����  Détermination du gradient de pH : On découpe une lanière à partir de l’une des 

extrémités du gel et ceci, sur toute sa longueur (sens de la migration). La pièce est ensuite 

découpée en six morceaux identiques. Chaque morceau est placé dans 5 ml de H2O bi-distillée 

et porté sous faible agitation pendant une nuit en chambre froide. La lecture du pH des 

différentes solutions est faite à température ambiante.  

 

����   Révélation de l’activité Prx : Elle est effectuée avec les substrats 4MN et H2O2.   

 

 2.2   PAGE EN CONDITIONS DENATURANTES  : SDS-PAGE 

 

����   Préparation du gel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              

 

 

����  Les conditions d’électrophorèse ainsi que la révélation des protéines par le nitrate d’argent, 

sont les mêmes que celles décrites dans la première étude. 

 

Solutions stocks Gel inférieur 
 

Gel supérieur 
 

H2O  (ml)  
Mélange d’acrylamide 30%  (ml)  
Tris HCl 1 mM, pH 8,8  (ml)  
Tris HCl 0,5 mM, pH 6,8  (ml)  
SDS (10%)   (ml) 
 

4,12  
3,3  
2,5 
— 
0,1 

3,05  
0,65  
— 

1,25 
0,05  

Dégazer le mélange pendant 15 min 
PSA à 10%   (µl) 
TEMED        (µl) 

50   
15   

40 
10  
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3.  DETERMINATION DU   pH  D’ACTIVITE 

 

          La dépendance de l’activité enzymatique vis-à-vis du pH, est étudiée en présence de 

chacun des substrats donneurs d’hydrogène : 4MN, quercétine et p-AC. Elle est testée à 

température ambiante et à différents tampons : acétate de sodium 50 mM (pH 3,5 ; 4 ; 4,5 ; 5 

et 5,5)  et phosphate de sodium 50 mM (pH 5,5 ; 6 ; 6,5 ; 7 et 7,5). 

Après catalyse, le pH de chaque expérience est encore mesuré dans les mêmes conditions. 

 

4.   DOSAGE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE 

 

     a)  Avec le 4MN 

  
             Le protocole est le même que celui indiqué avec le gaïacol, substrat donneur, sauf que 

le milieu réactionnel (1ml) est constitué d’acétate de sodium (50 mM, pH 5), de H2O2 (0,5 

mM) et de 4MN (1mM). L’activité Prx est déterminée en mesurant l’apparition des produits 

colorés de l’oxydation du 4MN à 593 nm 

.            L’unité internationale (UI) enzymatique est définie comme étant la quantité d’enzyme 

qui produit 1 µmole de produit coloré par minute. 

 

     b)  Avec le p-AC, la quercétine /quercitrine 

  
          Le milieu réactionnel (1 ml) contient la quercétine ou la quercitrine ou le p-AC (0,15 

mM), H2O2 (0,5 mM) dans le tampon acétate de sodium (50 mM) à pH 4 pour la quercétine 

(ou quercitrine) et à pH 5 pour le p-AC. L’oxydation de ces trois substrats est contrôlée par 

mesure de la diminution de l’absorbance à 367 nm dans le cas de la quercétine (ou la 

quercétrine) et à 284 nm dans le cas du p-AC.  

 

5.  OXYDATION DES COMPOSES PHENOLIQUES DE L’AIL 

 

 5.1  ETUDE SPECTRALE 

 

    ����   Les milieux réactionnels : tampon acétate de sodium (50 mM ; pH 4) contenant :  

            -  les substrats donneurs : quercétrine ou quercétine ou p-AC ou acide sinnapique ou 
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         aldéhyde sinnapylique ou alcool sinnapylique à 0,1 mM ;   

            -  le substrat spécifique : H2O2 à 0,5 mM ;  

            -  la peroxydase de l’ail (14,28 ug). 

 

    ����   Le suivi des spectres UV consécutifs est effectué  entre 200 à 450 nm à une vitesse de  

          parcours de 500 nm mn-1 pendant 10 mn (10 cycles).                  

 

5.2  ETUDE CINETIQUE  

 
           Les constantes cinétiques sont obtenues en mesurant la vitesse initiale d’oxydation de 

chacun des substrats testés. Cette vitesse est représentée par la pente de la portion linéaire de 

la courbe d’accumulation des produits. Ceci implique à faire varier les concentrations en 

substrats suivant une range évitant l’inhibition de l’enzyme.  La procédure consiste : 

 – A maintenir constante et saturante la concentration en chacun des substrats : 4MN, 

quercétine et p-AC et à varier celle en H2O2 respectivement de : (0,05 à 1,8 mM) ; (0,05 – 1,5 

mM) et (0,05 – 1,5 mM). 

 – A maintenir constantes et saturantes les concentrations en H2O2 et à varier celles en 4MN, 

quercétine et p-AC respectivement de : (0,1 – 2,0 mM) ; (0 – 0,2 mM et (0 – 0,15 mM). 

  
Ces séries d’essais sont effectués selon les conditions d’analyse préalablement mentionnées. 

Les constantes cinétiques sont calculés à partir de la représentation de Lineweaver-Burck. 

L’analyse des données est établie par la régression linéaire appropriée, utilisant le Sigma-Plot 

Scientific Graphing for Windows version 8.0 (2001; SPSS Inc., Chicago, IL). 
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               La recherche visant à démontrer les effets médicaux de cette plante, a avancé 

considérablement. De ce fait, une accumulation de travaux ont été proclamés dont quelques 

uns sont cités dans la partie "synthèse bibliographique". 

 
               A l’opposé, les études sur l’extraction et la purification des Prx (ou d’enzymes 

antioxydantes en général), à partir de l’ail, n’ont pas été communiquées avant fin 2005 (date 

de publication d’une partie de cette thèse). De même, des travaux sur l’implication des Prx de 

A. sativum dans l’oxydation des composés phénoliques de nature physiologique appartenant à 

cette plante, n’ont pas été rapportés jusqu’à l’heure actuelle. 

 
               Nos résultats ont été ainsi comparés à ceux rapportés pour les Prx extraites à partir 

d’autres plantes entre autres, la peroxydase de référence (HRP). 

 

 

CHAPITRE I 

 

PURIFICATION ET CARACTERISATION DE LA PEROXYDASE 
(POX2) 

 

 1.   PROFIL DES ISO- PEROXYDASES DU BULBE D’AIL 

 
               Les Prx sont extraites à partir des gousses de As-T. Le modèle d’extraction entrepris, 

permet l’obtention exclusive de la fraction soluble (constituants non liés à la paroi cellulaire) 

qui est alors acquise par broyage, homogénéisation, centrifugation et filtration comme c’est 

indiqué dans ‘Matériel et Méthodes’.  

A titre d’exemple, la fraction liée (constituants reliés ioniquement aux parois cellulaires) est 

extraite à partir du précipité résultant de cette centrifugation et ceci, par différents procédés 

tels que l’éclatement sonore ou les traitements à base de détergent ou de  sel.  

    
          La détermination des différentes isoformes de peroxydase, est opérée par PAGE natif, 

en migration anodique et cathodique.  
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Figure 17.  Profil des Prx de la fraction soluble de A. sativum (As-T) concentrée au 
sulfate d’ammonium. (A) PAGE native anodique ; (B) PAGE native 
cathodique. L’activité est détectée avec le système de subsrats : gaϊacol et H2O2. 

 
 

- Le zymogramme résultant de PAGE anodique, technique effectuée avec les gels 

commercialisés (Bio Rad), laisse voir, deux iso-peroxydases en haut du gel de séparation (Fig. 

17, A). Les deux peuvent être à caractère légérement acide, ou l’une acide et l’autre neutre, du 

fait qu’elles ont pu traverser complètement le gel du haut (gel de concentration) et leur 

séparation a eu lieu dans le gel du bas (gel de séparation). Notre interprêtation rejoint celle de 

Aouad et ses coauteurs (2000), à propos du profil iso-peroxydasique, déterminé par PAGE 

anodique, de quelques variétés d’orge. 

 
-  Le zymogramme issu de PAGE cathodique (technique réalisée avec préparation du gel), 

dévoile trois principales iso-peroxydases basiques: l’isoforme la plus chargée mais de faible 

activité (représentée par une zone très étroite), migre à même distance que colorant de repère 

(vert de méthyle), une autre assez importante du point de vue activité, reste en haut du gel, et 

une troixième d’activité plus remarquable qu’on a dénommée POX2, migre avec une vitesse 

intermédiaire (Fig. 17, B ).   

 

               En combinant les résultats des deux zymogrammes, on peut admettre l’existence 

d’au moins sept isoformes de Prx. En effet, une bande d’activité, représentée par une ‘zone 

plus étalée’, peut dissimuler 3 à 4 isoenzymes très rapprochées de point de vue pHi et PM. A 

titre d’exemple, on cite la séparation possible par la technique IEF native, des quatre iso-

peroxydases de P. crassa bien qu’elles aient des pHi très rapprochés (pHi : 4,61 ; 4,59 ; 4,52 

et 4,50) (Takano et al., 2004). L’IEF étant la méthode la plus fiable en ce qui concerne la 

détermination complète du profil iso enzymatique. 
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               Les Prx des plantes, principalement celles de la fraction soluble, sont d’un 

polymorphisme remarquable. Dans ce sens, on cite le nombre d’isoperoxydases 

rapporté pour : Horseradish (42 : Gaspar et al., 1982) ; Arabidopsis thaliana : 73 gènes dont 

plus de 55 sont effectivement exprimés chez les plantes (Tognolli et al., 2002) ; les grains 

d’orge et de malt vert (respectivement 16 et 20 isoformes cationiques : Antrobus,1999) ; la 

tomate (11: Quiroga et al., 2001) ; le melon (4: Rodríguez-López et al., 2000). Pour la 

plupart, ce polymorphisme a été détecté  par IEF. 

 

 2.   PROTOCOLE DE PURIFICATION  

  
          Notre choix a porté sur l’isoenzyme (POX2), représentée par la plus importante zone 

d’activité. Le protocole de purification entrepris, est schématisé ci-dessous (Fig.18)  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18.  Schéma résumant le protocole de purification de POX2 

 

Concentration 

(120000 g, 4°C, 20 mn) 
 

Centrifugation 
 

Précipité 

Filtration sur gel 
 

Colonne (90 x 4 cm) Sephacryl S-200-HR, 
équilibrée avec le même tampon. 

Echangeuse de cations Colonne (7x 3 cm) TSK-SP-Toyopearl- 650C, équilibrée avec  
acétate de sodium (20 mM, pH 4,5). Elution avec NaCl 500 mM 

Par sulfate d’ammonium à 80%, sous agitation douce, 15 h et 4°C 

 Fraction soluble 
 

Peroxydase 
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L’extrait brut de couleur jaunâtre est concentré puis analysé chromatographie d’exclusion 

moléculaire sur gel ‘Sephacryl-S-200HR’ à travers laquelle, les pigments de couleur jaune, 

sont séparés des protéines et sont élués en dernier.  

 
          La figure 19, indique que l’activité POX2 est éluée avec le pic B d’activité plus  

importante que le pic A dont la séparation n’a pas été complète vu l’apparence des deux petits 

pics à épaulement. 

 

 

                                                                                                                                 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figure 19. Profil d’élution de l’activité Prx de A. sativum (As-T) aprés 
chromatographie sur  Sephacryl S-200 HR. La colonne est équilibrée avec le tampon 
Tris Hcl (25 mM ; pH 7.5). Les protéines sont déterminées par absorbance à 280 nm et 
l’activité Prx est mesurée avec le système de substrats: gaϊacol/ H2O2. Insert : gel 
PAGE native cathodique, ligne 1: extrait brut précipité par sulfate d’ammonium ; ligne 
2: pool des fractions du pic A ; ligne 3: pool des fractions du pic B (POX2). 
 

 
 

          Les fractions les plus actives (42 à 54) formant le sommet du pic B sont rassemblées, et 

le mélange est analysé sur colonne échangeuse de cations ‘TSK gel Sp-Toyopearl®-650C’. 

L’élution est effectuée par un gradient de force ionique avec une solution NaCl à 500 mM 

dans le tampon acétate de sodium (20 mM, pH 4,5). L’activité Prx est éluée en un seul pic 

présentant à sa base, une légère fluctuation à son côté droit (Fig. 20).  
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Les protéines sont éluées en deux pics dont l’un est superposé avec le pic d’activité Prx (Fig. 

20). Les fractions les plus actives traduisant une bonne séparation, sont mélangées. Le pool 

représentant la fraction POX2, est utilisé dans les études subséquentes. 

 

 

                                                       

    

  

  

  

 

 

 

 
 
 
 

 
Figure 20.  Profil d’élution de POX2 à partir de la colonne TSK gel Sp-Toyopearl®-650C. La 
colonne est équilibrée avec le tampon acétate de sodium (20 mM ; pH 4.5). Les protéines et 
l’activité Prx sont déterminées comme il est indiqué dans la section Méthodes. En insert : gel 
PAGE native cathodique, ligne 1: extrait brut ; ligne 2 : pic B  (POX2) après colonne gel 
filtration; lignes 3 et 4 : POX2 après colonne d’échange de cations. 
 

 
 
 
Contrôle de purification par PAGE natif   

               Les pools des fractions les plus actives issues des colonnes "Sephacryl gel S-

200HR" et "TSK gel Sp-Toyopearl-650C", sont analysés séparément par PAGE natif 

cathodique. Dans les deux cas respectifs le zymogramme dévoile une seule zone d’activité 

peroxydase (Fig. 20 : insert, piste 2) et (Fig. 20 : insert, pistes 3 et 4). 

Ces résultats suggèrent que l’activité peroxydase dans les deux mélanges correspond 

fermement à celle de POX2.  
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Rendement de la procédure de purification  

               Cette procédure de purification est récapitulée ci-dessous (tableau 2). Elle est 

reproductible, simple, rentable et permet une purification à homogénéité. 

On remarque que l’étape de la colonne ‘TSK gel Sp-Toyopearl-650C’est responsable de 

l’amélioration éminente de l’activité spécifique et du facteur de purification.  

 

        Tableau 2.  Résumé des étapes de purification de l’activité Prx (POX2) de l’ail (As-T). 

 
 
 
 
3.  CARACTERISATION BIOCHIMIQUE 
 

   3.1  Poids moléculaire 
   
          Le pool résultant de la dernière étape d’échange d’ions, est analysé par SDS-PAGE 

(CriterionTM Precast Gel) en conditions réductrices (en présence du β-2-mercapto-éthanol) et 

non réductrices. L’éléctrogramme montre l’apparition d’une seule bande protéique (Fig. 21) 

indiquant que l’isoenzyme est purifiée à homogénéité. L’enzyme est constituée d’une seule 

chaîne polypeptidique puisque l’analyse en conditions réductrices, n’a pas dévoilé de bande(s) 

additionnelle(s). D’autant plus, que la révélation des protéines a été réalisée par la coloration 

au nitrate d’argent, technique plus fiable et plus précise que celle au bleu de commassieque ce 

qui par conséquent, lève toute ambiguité sur l’existence d’éventuelles molécules protéiques 

supplémentaires.  

 

 

 
Étapes 

 
 

  
Protéines 

totales 
(mg) 

 
Activité 
totale 

(Unités) 

 
Activité 

spécifique 
(Unités/mg) 

 
Fold  

 
Yeild 
(%) 

Extrait brut    497 50042 101 1.00 100 

NH4SO4 (80%)  
 

177.5 39375 222 2.20 79 

Sephacryl S-200 HR  63.2 21715 344 3.41 44 

Sp-Toyopearl-650C  0.27 3645 13860 138 7.3 
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Figure 21.  Gel SDS-PAGE (CriterionTM Precast Gel), lignes 1 et 3 : marqeur de 
taille ; ligne 2 : pool issu de la colonne Sp-Toyopearl®-650C (POX2); ligne 4 : 
extrait brut. Les protéines sont révélées au nitrate d’argent. 
 

 

Le PM a été estimé à 36,5 kDa en comparaison avec un marqueur de taille (Bio-Rad) 

constitué de quatorze protéines (10 à 200 kDa). D’après Vámos-Vigiázó (1981), le PM de la 

plupart des Prx des fruits et légumes est situé entre 30 à 54 kDa. Battistuzzi et ses coauteurs 

(2001), ont rapporté une valeur typique pour l’isoperoxidase extraite du concombre (Cucumis 

sativum). Par opposition, cette valeur est inférieure à celles rapportées pour les Prx extraites 

de l’huile de palm (Elaies guinensis) et du navet (Brassica napus) et qui sont respectivement 

de 57 kDa (Sakharov et al., 2000) et de 42,5 kDa (Duarte et al., 2000). De même, le PM 

attribué à POX2 dépasse celui d’autres Prx entre autres, la Prx de Galdiera partita dont le PM 

a été estimé à 28 kDa (Sano et al., 2001). 

 

   3.2   pH isoélectrique 

          L’analyse de l’échantillon par IEF, laisse voir une seule zone protéique (Fig. 22). Les  
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résultats relevant des téchniques : SDS-PAGE, IEF et PAGE native, suggèrent fermement que 

l’enzyme est essentiellement purifiée.  

 

      

 
Figure 22.  Gel IEF ; ligne 1: fraction POX2 issue de la 
colonne Sp-Toyopearl®-650C; ligne 2: marqueurs de pHi. 
Les protéines sont détectées avec le nitrate d’argent.   

 

 

Le pHi est estimé au voisinage de 9 en comparaison avec un marqueur de pHi (Amersham) à 

large gamme (pH : 3,5 à 9,5) constitué de douze protéines (voir Matériel et Méthodes). 

Ce résultat est identique à celui rapporté pour l’isoperoxydase des petits pois (Halpin et al., 

1989). Des Prx basiques ont été identifiées chez le navet: pHi 9,6 (Agostini et al., 2002) ; le 

melon: pHi 8,6 et 8,4 (Rodríguez-López et al., 2000) et chez d’autres plantes comme le 

concombre (Battistuzzi et al., 2001) et et le thé (Kvaratskhelia et al., 1997).  

Pour ce qui est des Prx acides, elles ont été rapportées pour le palmier africain: pHi 3,8 

(Sakharov et al., 2000) ; les racines de betterave: pHi 4,8 et 5,8 (Escribano et al., 2002) et le 

melon: pHi 3,7 et 5,4 (Rodríguez et al., 2000). 

 
          Des isoformes de Prx anioniques, cationiques ou neutres avec des pHi variant de 3,5 à 

10 ont été rapportées chez les plantes supérieures. D’autre part, ce polymorphisme peut être 

présent au niveau d’un même tissu (Halpin et al., 1989 ; Lee et Kim, 1994).  
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   3.3   pH et température d’activité 

 

          pH : l’activité optimale détermnée avec les substrats gaϊacol et H2O2, est atteinte avec 

le tampon acétate de sodium à 10 mM  et pH 5,0 (Fig. 23).  

 

 

Figure 23.  pH optimum : l’activité Prx est déterminée avec le système de substrats: 
gaϊacol/ H2O2 à température ambiante et à différents tampons (pH 2 à 11). 

 

 

Généralement, le pH optimum dans le cas du dosage de l’activité peroxydase, n’est pas un 

facteur approprié de comparaison, car il dépend essentiellement du substrat donneur 

d’hydrogène et du type de tampon (Duarte et al., 2000). la comparaison des pH d’activité est 

raisonablement mieux tolérée dans le cas des expériences opérées avec les mêmes types de 

substrat et de tampon.  

 
          Compte tenu de cette remarque, le pH optimum attribué pour POX2, est similaire au pH 

d’activité rapporté pour les iso-peroxydases cationiques et anioniques, extraites à partir des 

racines de Brassica napus (Duarte et al., 2000). Toutefois, il diffère légèrement des valeurs 

rapportées pour les Prx d’Aloe barbadensis: pH 6 (Esteban et al., 2002) ; du melon:  pH 5,5 

(Rodriguez et al., 2000) et des haricots verts: pH 4  (Ye et Ng, 2002).  

  

         Température : l’activité optimale est atteinte à partir de 25°C et reste stable entre 25 à 

40°C (Fig. 24). Ce résultat diffère de celui rapporté pour les isoperoxydases du navet : C2 

(45°C) et C3 (55°C) mais concorde avec la fraction C1 (40°C) de la même plante (Duarte et 

al., 2000). D’un autre côté, la température optimum d’activité (20°C) rapportée pour la Prx 

  

2
 

4
 

6
 

8
 

10
             pH        

A
ct

iv
ié

 (
%

) 
   

 
   

   
   

 
 

   

 

20 

  120

  100

    80 

    60

    40

0  



                                                                                      RESULTATS ET DISCUSSIONS CHAP. I 

 

 

95 
 

des haricots verts (Ye et Ng, 2002), diffère légèrement de la borne inférieure (25°C) de cet 

intervalle de température déterminé pour POX2.  

Il est à signaler qu’à titre de commodité, l’activité Prx est généralement testée à température 

ambiante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

          

Figure 24.  Température optimale : l’activité Prx est déterminée  avec le  
système de substrats: gaϊacol/ H2O2 à pH 5 et à différentes températures. 
 
 
 
 
 

   3.4  Constantes cinétiques (Kmgaϊacol et KmH2O2) 

 
               L’isoenzyme (POX2) suit une cinétique Michaélienne pour des concentrations en 

H2O2 variant de 0,01% et 0,1%. La concentration saturante en H2O2 étant au voisinage de 

0,05%. Toutefois, au delà de cette concentration, l’inhibition par H2O2 n’est pas constatée.  

A l’encontre, l’activité Prx exraite du navet, tolère une concentration saturante en H2O2 de 

0,01 % mais au-delà de laquelle, l’inhibition est observée (Duarte et al., 2000). Ce type 

d’inhibition a été constatée pour d’autres peroxydases dont on cite la HRP (isoformes VI et 

IX) qui est désactivée à 50 mM de H2O2 (Hiner et al., 1995 ; 1996 ; 2002) et la Prx de 

l’asperge (Arnao et al., 1990).  

D’après Rodríguez-López et ses co-auteurs (2000), la résistance des Prx aux fortes 

concentrations de H2O2 est, peut être en relation avec leur fonction physiologique et leur 

capacité à s’exprimer sous des conditions de stress telle que la salinité sévère.  

L’inhibition par H2O2 (ou un hydroperoxyde en général) a lieu, lorqu’il ya combinaison de 

celui-ci avec l’oxydation du fer de l’hème (Hiner et al., 2002). Ce type d’inhibition est à 

0

20 

40  

60  

  80  
 100  

       

 

120  

0 10   20 30 40 50 60 70 80
Température (°C) 

A
ct

iv
ité

 (
%

)
 



                                                                                      RESULTATS ET DISCUSSIONS CHAP. I 

 

 

96 
 

l’origine de l’apparition de composés chromogènes inactifs telle qu’une verdo hémoprotéine 

(Nakajima et yamazaki, 1980).  

 
              Les  valeurs déterminées des Km apparents : Kmgaiacol et KmH2O2, sont 

respectivement de 9,5 mM et 2 mM. L’affinité de l’enzyme pour le substrat gaϊacol (Kmgaiacol 

9,5 mM) est légèrement inférieure à celle rapportée pour la la Prx (II) du palmier : Roystonea 

regia (Kmgaiacol 6,9 mM) (Sakharov et al., 1999). D’un autre côté, l’affinité de de POX2 

envers le substrat H2O2 (Km H2O2 2 mM) est par contre, plus intéressante que celle de la Prx 

(II) de R. regia (Km H2O2 15 mM) (Sakharov et al., 1999). 

  
          Le résultat concernant l’affinité remaquable qu’excerce POX2 envers H2O2, suggère que 

l’enzyme intervient dans la détoxication de la cellule en la débarassant de cette forme de ROS 

toxique. L’affinité de cette enzyme pour le substrat phénolique, non physiologique (gaϊacol) 

est assez faible, mais elle est peut être plus importante envers les constituans phénoliques 

naturels de l’ail. A cet égard, des études ont montré cette affinité peroxydasique différentielle, 

vis à vis des composés phénoliques non pysiologiques, et ceux existant naturellement avec la 

Prx au niveau de la même plante (Morales et al,. 1993 ; Takahama et al., 1989). 
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CHAPITRE II.   STABILITE, IMMOBILISATION ET APPLICATION 

DE POX2 

 
1.  ETUDE DE LA STABILITE 

 

 1.1   EFFET DE LA TEMPERATURE  

  
               L’activité enzymatique est préservée en totalité après 2h d’incubation à 50°C (Fig. 

23). Pour la même température, la thermostabilité de POX2 est beaucoup plus intéressante à 

celles décrites pour chacune des iso-peroxydases C1, C2, et C3 de Brassica napus  qui perdent 

50% de leur activité respectivement après seulement 3, 4 et 6 minutes (Duarte et al., 2000). 

De la même manière, POX2 apparaît plus stable que la Prx (A2) de B.napus qui perd la moitié 

de son activité aprés 10 min d’incubation à la même température(Agostini et al., 1999). 

 

 
 
 

 

 

 

 

                  

 

     

                 
 

Figure 23.  Effet de la température sur l‘activité POX2. 
L’activité résiduelle est exprimée en % de l’activité initiale. 

 
 
 
               A 60°C, la moitié de son activité peroxydase est maintenue aprés 15 mn 

d’incubation (Fig. 25). L’enzyme apparaît plus stable que la Prx (A2) de B. napus qui perd 
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90% de son activité après 10 mn d’incubation à 60°C (Agostini et al., 1999) et la Prx (C) de 

horseradish qui perd 50% de son activité  aprés 10 mn à 57°C (Tams et Welinder, 1998). 

A l’opposé, POX2 apparaît moins stable devant la Prx extraite des feuilles du thé. Cette 

dernière maintient environ 60% de son activité après 90 mn d’incubation à 60°C (Sadunishvili 

et al.,2002). Toutefois, les Prx des graines de soja et des feuilles de palmier sont citées en 

exemple pour leur stabilité thermique. Les Prx du soja, montrent une demie vie au delà de 20 

h à 80°C (Mc-Eldoon et Dordick, 1996) et celles du palmier, restent actives jusqu’à 85°C 

(Sakharov et al., 1999). 

 
          La thermo-stabilité exceptionnelle des Prx est en grande partie, liée à leur structure 

glycosylée (Tams et Welinder, 1998). Cette hypothèse a été appuyée par d’autres auteurs par 

exemple, Lige et ses collaborateurs (2001), qui ont montré une diminution de la stabilité 

thermique chez la Prx d’arachide, après avoir éliminé ses résidus glycosylés. En outre, cette 

stabilité est encore plus considérable lorsque la chaîne glycanne renferme plus de quatre 

sucres différents (Lerouge et Faye, 1996). En s’appuyant sur ces résultats, il semblerait que la 

structure de POX2, renferme une chaîne glycannique assez complexe.  

 

 1.2   EFFET DU PH 
 
          L’activité de l’enzyme  reste stable dans la zone de pH 5 à 11 et conserve 75% de son 

activité à pH 3,5 (Fig. 24).  

 

                                        

 
Figure 24.  Effet du pH sur la stabilité de POX2 : l’activité est déterminée à 
25°C après préincubation de l’enzyme (24 h, 4°C) dans différents tampons. 
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Dans les conditions de l’expérience, l’enzyme apparaît plus stable à une forte alcalinité qu’à 

une forte acidité (pH 2 à 3). Cette double stabilité à la dénaturation alcaline et acide n’est pas 

une caractéristique des Prx. Toutefois, elle a été rapportée pour une forme de Prx extraite du 

blé qui s’est montrée stable aussi bien à pH 2 (Nissum et al., 2001) qu’à pH trés basique 

(Knudssen et al., 2002).   

 

 1.3   EFFETS DES INHIBITEURS   

 
          Les résultats de ces expériences sont résumés dans le tableau 3. A la concentration de 5 

mM, tous les ions bivalents testés (Fe2+
, Zn2+

, Ni2+, Mn2+, Ca2+) inhibent  l’activité POX2. 

L’inhibition à 5 mM par chacun des ions  Zn2+
, Ni2+, Mn2+ est approximativement deux fois 

inférieure (activité résiduelle 45%) à celle produite par le Fe2+ ou le Ca2+ (24% d’activité 

relative).  

 

Tableau 3.  Effets des solvants et ions bivalents sur l’activité (POX2) d’A. sativum (As-T). 

 

 
Concernant l’inhibition par le calcium, le résultat était inattendu puisque les deux ions Ca2+ 

présents dans la structure des Prx interviennent plutôt dans la sécrétion enzymatique et 

                 Activité relative (%) 
 

 Solvants                       2% 
 

5% 
 

15% 
 

25% 

Ethanol 93.3 79.4 43.4 27.7 

Acétone 93.3 84.9 72.5 57.8 

Isopropanol 78.8 76.1 65.3 21.7 

Cations bivalents        1 mM                 5 mM 

                      Fe2+           34 25.4 

Ca2+ 30   21.3 

Zn2+ 64 47 

Ni2+ 44.2 43 

Mn2+ 57.7    44.5 
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exercent un effet stabilisateur sur la protéine repliée (Szigeti et al., 2008). D’autre part, 

Bakardjieva et ses coauteurs (1999), ont montré une amélioration de l’activité de la HRP 

après 15 mn d’incubation en présence de CaSO4 (1 à 10 mM).  

L’inhibition produite par le Fe2+ ou le Ca2+ dans le cas de POX2 est peut être le résultat de la 

formation d’un complexe ou/et l’oxydation de résidus d’acides aminés spécifiques. Cette 

interprétation est inspirée de celles avancées pour les deux ß-glucosidases, de Candida peltata 

(Saha et Bothast, 1996) et de Slerotinia sclerotiorum  (Smaali et al., 2003) en ce qui concerne 

leur inhibition par les mêmes ions.  

 
          D’un autre côté, l’inhibition produite par chacun de l’isopropanol ou l’éthanol à 25%, 

est presque deux fois supérieure (24% d’activité relative) à celle provoquée par l’acétone 

(58% d’activité relative). L’inhibition par les solvants organiques a été rapportée pour la HRP 

(Bakhardjeva et al., 1999). A l’encontre, la Prx du palmier africain montre plutôt une stabilité 

vis-à-vis des solvants (Sakharov et al., 2000). 

 

2.  IMMOBILISATION 
 

          Selon les conditions d’immobilisation décrites dans la section ‘Matériel et méthodes’, 

les rendements d’immobilisation (Ri) et d’activité (Ra) sur les deux supports (membrane et 

résine) VA-Epoxy s’avèrent intéressants. Avec le support de type résine, le Ri (82%) est 

légèrement supérieur à celui réalisé avec la membrane (75%). Concernant le Ra, il est presque 

le même avec les deux types de matrices (77%).  

 

 2.1   STABILITE ET CYCLES DE REUTILISATION  

 
          La comparaison de la stabilité de l’enzyme immobilisée et l’enzyme libre est fortement 

intéressante. A 60°C, l’enzyme libre perd 78% de son activité après 35 mn, alors que 

l’enzyme immobilisée, maintient la totalité de son activité (Fig. 23).  

 
          Par ailleurs, la forme immobilisée préserve son entière activité après deux mois de 

stockage à température ambiante, cependant, la forme soluble retient son entière activité 

durant six semaines, mais à deux mois, son activité est diminuée de 50% (Fig. 25). L’enzyme 

sous sa forme libre montre une meilleure stabilité au stockage par rapport à chacune des 
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peroxydases de horseradish (HRP) et du thé qui maintiennent 40 à 50% de leur activité initiale 

après 80 jours mais à 4°C au lieu de 25°C (Sadunishvili et al., 2002). 

 

                 

 
Figure 25  Effet de la durée du stockage (à 25°C) sur l‘activité POX2. 

L’activité enzymatique résiduelle est exprimée en pourcentage de l’activité initiale. 

 
 
          D’un autre côté, le nombre de cycles de ré-utilisation de l’enzyme fixée a été 

déterminé selon la technique non automatisée: la même quantité d’enzyme sous forme libre 

(soluble) nécessaire et suffisante pour une seule utilisation, suffit pour 3 à 4 réutilisations 

consécutives avec l’enzyme immobilisée. Toutefois, la procédure des lavages répétés doit être 

réalisée d’une façon très rapide. 

A travers ce résultat, on déduit que les risques de désorption sont minimes, bien que le pH 

d’immobilisation (pH 7) diffère du pH optimum d’activité (pH 5).  

 

          Pratiquement, le facteur clé d’un bon fonctionnement des biocapteurs (électrodes) à 

enzymes, réside dans l’immobilisation efficace des entités biologiques à la surface du 

biocapteur (Lei et al., 2004). L’immobilisation par liaison covalente est à l’origine de la 

protection prolongée (plusieurs mois) de l’électrode sans renouvellement du support 

enzymatique. 

Les applications productives employant les enzymes, requièrent l’immobilisation 

enzymatique qui est à la base de l’automatisation des systèmes d’analyse (réacteurs, 

 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

110 

120 

 
 

2 4 6 8 10 

Temps (semaines) 

A
ct

iv
ité

 r
és

id
ue

lle
 (

%
) 

  
POX2 soluble POX2 immobilisée 



 

                                                                RESULTATS ET DISCUSSIONS CHAP. II 

89 
 

biocapteurs). La stabilité enzymatique, particulièrement la thermostabilité, est une 

caractéristique très recherchée dans les applications automatisées. A titre d’exemple, l’emploi 

de la HRP native dans la conception d’électrodes est limitée par sa faible stabilité à la chaleur. 

L’amélioration de la stabilité est contestablement possible, mais demeure du point de vue 

économique, insignifiante devant la stabilité enzymatique native. 

 

3.  APPLICATION  DANS LA DETECTION DE H 2O2 

 
               La sensitivité de POX2 à déceler la quantité limite possible de H2O2 dans un produit 

alimentaire aqueux, est vérifiée avec le lait. Pour cela, H2O2 est ajouté au lait dilué selon la 

procédure décrite dans la partie matériel et méthodes.  

L’activité peroxydase controlée par mesure des produits d’oxydation du gaϊacol, montre une 

détection de H2O2 aux alentours de 0,5 mM (Fig. 26). La même courbe est acquise avec la Prx 

de référence (HRP). 

  
 

                    

 
Figure 26.  Détection différentielle de H2O2 dans le lait par la Prx de A. sativum (POX2) 

(●) ou la HRP (○). L’activité Prx est contrôlée par mesure du produit d’oxydation du 
gaïacol en présence de concentrations croissantes en H2O2. 

 
 
              Le lait utilisé est conditionné à très haute température, donc il est exempt de ses 

peroxydases naturelles. De ce fait, la réduction de H2O2 dans les deux expériences, est 

catalysée uniquement par l’activité peroxydase testée. 

L’amélioration de ce résultat est aussi liée à l’optimisation du protocole d’analyse, 

principalement la selection d’agents de déprotéinisation et des substrats donneurs. 
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               L’efficacité catalytique exercée par POX2 dans l’oxydation du gaïacol est similaire à 

celle exercée par HRP. Ce résultat suggère que les applications analytiques aprouvées avec 

l’emploi de la HRP, sont aussi favorablement réalisabes avec la Prx de l’ail. Parmi ces 

applications, on cite les analyses immuno-enzymatiques, les sondes à DNA (nucléotides), 

l’épuration des eaux usées, les réactifs Kit Bio-Mérieux pour le dosage clinique du glucose.  

 

               Etant donné que l’essai a été réalisé avec l’enzyme sous forme libre, ce résultat est 

loin d’être comparable a ceux obtenus avec les peroxydases immobilisées. Par exemple, 

l’étude portant sur le dosage des contaminants des eaux usées (o-amino-phénol et o- ou p-

diamine-phényl) par électrode à base de la Prx extraite du tabac, a rapporté une détection de 

H2O2 de l’ordre de 10 nM (Munteanu et al,1998).  

Une autre étude a décrit une détection de H2O2 de l’ordre de 10-3 mM avec l’électrode à base 

de HRP immobilisée sur membrane ’Kieselguhr’ (Fan et al,1998). Suite à ce dernier résultat, 

on admet aisément, une possibilité de détection de l’ordre de 10-4 mM à l’aide d’une électrode 

à base de POX2. Cette déduction est soutenue par deux hypothèses dont l’une, repose sur le 

fait que la HRP et POX2 disposent du même pouvoir de catalyse, et l’autre sur la stabilité 

thérmique de POX2, apparemment plus intéressante que celle de HRP  

 
 
          Tenant compte du résultat trouvé et de son amélioration possible, on admet alors que 

cette isoperoxydase de l’ail peut être employée comme réactif de contrôle dans la détection de 

H2O2 (ou des peroxydes en général) dans les milieux liquides alimentaires ou biologiques. 

 
               Rappelant que dans l’industrie du lait, les aspects pratiques de l’emploi de H2O2 

comme agent de préservation, ont été soulignés en 1957 par l’ONU dans le rapport sur 

«l’alimentation et l’agriculture» qui n’autorise l’emploi de H2O2 que : 

a) si les organismes officiels sont en mesure d’assurer un contrôle efficace de cet emploi ;  

b) si l’on peut se procurer de l’eau oxygénée de qualité approuvée et contrôlée, et assurer sa 

distribution exclusivement par des organismes agréés ; 

c) si l’on peut vérifier, avant sa distribution, que le lait destiné à être consommé liquide, ne 

renferme aucun résidu d’agent de préservation.  

En dehors de ces aspects, la détection de H2O2 est considérée comme une tentative de fraude 
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CHAPITRE III.  PURIFICATION ET CARACTERISATION DE Prx  

 

1.  PROFIL ISO-PEROXIDASIQUE DE L’EXTRAIT DU BULBE  

               Les extraits de la fraction soluble et de la fraction membranaire issus des gousses 

d’ail (d’As-E), ont été obtenus selon le protocole décrit dans ‘Matériel et Méthodes’ (Fig. 16). 

Il a été montré que l’activité Prx est principalement localisée dans la «fraction soluble». En 

effet, l’extrait de la «fraction liée»  n’a pas dévoilé d’activité  peroxydase et ceci a été montré 

par mesure de l’activité et par IEF en conditions natives.  

Cette même constatation a été rapportée pour les Prx extraites à partir des pelures de 

concombre (Gandia et al., 2002). A l’encontre, Escribano et ses coauteurs (2002), ont purifié 

des Prx à partir de la ‘fraction liée’, issue de l’extrait des racines de betteraves. 

 
               Généralement, au niveau d’un même tissu végétal, l’activité Prx est présente aussi 

bien dans la fraction liée à la paroi cellulaire, que dans la fraction soluble. Toutefois, cette 

dernière plus riche en protéines, est couramment utilisée comme source d’enzymes. 

 

2.  PURIFICATION D’UNE ACTIVITÉ PEROXIDASE  

          Le protocole de purification est schématisé en figure 29. L’extrait de la fraction soluble 

(source d’enzymes), est traité avec le sulfate d’ammonium, centrifugé et dialysé. Cette 

solution étant assez trouble, l’extraction des constituants hydrophobes était alors nécessaire. 

Celle-ci a été réalisée par un traitement à l’aide du TX-114, induisant la séparation des deux 

phases (limpide et trouble) par différence de température. La solution ainsi obtenue, est 

appropriée pour les études ultérieures d’électrophorèse. 

 

          La solution clarifiée est chargée sur une colonne d’échange de cations (CMC) à travers 

laquelle, les pigments jaunes résiduels sont séparés des protéines liées. L’élution du profile en 

activité Prx, est représenté par un seul grand pic. Le résultat indique probablement, la 

présence d’une seule espèce d’enzyme (Fig. 27).  
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Figure 27.  Profil d’élution de l’activité Prx à partir de la colonne CMC. Les protéines   
et l’activité Prx sont déterminées comme il est indiqué dans Matériel et Méthodes. 

 

Les fractions les plus actives (13 à 20) sont assemblées et celles de plus faible activité, éluées 

de part et d’autre de cet intervalle, sont écartées afin d’ éviter la contamination par d’autres 

iso peroxydases. Les étapes de purification sont résumées dans le tableau 4.  

       

                 Tableau 4.  Procédure de purification d’une Prx extraite des gousses d’ail (As-E) 

 
.  

          Certes, cette procédure offre un rendement (0,85) inférieur à 1, mais avec un degré de 

purification de 3,4. Ce traitement a permis toutefois, de purifier partiellement une forme de 

peroxydase appropriée pour l’étude ultérieure de la caractérisation cinétique.  

Des résultats similaires ont été décrits  pour d’autres modèles de purification de Prx (Suzuki et 

al., 2006 ; Mdluli, 2005). Par exemple, le protocole employé pour la purification de l’iso-

peroxydase (POXI) extraite des graines noires du blé, a offert un faible rendement de  

purification (0,1%) huit fois inférieur au résultat trouvé et un facteur intéressant de 

purification (6,6) deux fois supérieur à la valeur trouvée (Suzuki et al., 2006). 

 

Etapes de  
Purification 

Protéines 
totales 
(mg) 

Activité 
totale 
(IU) 

Activité 
specifique 
(IUmg-1) 

Rendement 
(%) 

Purification 
(fold) 

 
Fraction soluble 

 
96.3 
 

 
71242 

 
739.5 

 
100 

 
1 

NH4SO4 (80%) 
suivie de TX-114 

 
Colonne-CMC 

37.6 

       
      0.24 

 

11606 
 
 
608 
 
 

1627 
 
 

2534 

86 
 
 

0.85 

2.2 
 
 
3.4 
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3.  TECHNIQUES D’ELECTROPHORESE 

 

 3.1  IEF  EN CONDITIONS NATIVES  

 
                Le résultat de l’analyse par IEF de l’extrait de la fraction soluble, montre un modèle 

complexe d’isoformes de Prx acides, neutres et basiques. Toutefois, les plus dominants sont 

les iso Prx basiques de pHi compris entre 8 et 9 (Fig. 28, ligne A). 

En ce qui concerne l’analyse du pic issu de la colonne CMC et illustrant l’activité Prx, le 

résultat laisse voir une seule bande d’activité (Fig. 28, ligne B) dont le pHi a été estimé à 8,9 

(procédure de l’estimation détaillée dans ‘Méthodes’). 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 28.  Profil des isoformes de Prx de l’ail (As-E) séparées par 
IEF dans un gradient de pH 3,5-10. Piste A : fraction soluble (extrait 
brut) ; piste B : pool du pic de Prx issu de la colonne CMC. 
L‘activité Prx est visualisée avec les substrats 4MN et H2O2. 
 

 

                Le pHi attribué à la Prx de l’ail, est dans la même grandeur que les pHi (8,7 et 8,4) 

décrits pour les deux iso-peroxydases purifiées à partir du même extrait de melon  

(Rodríguez-López et al., 2000). A l’encontre, Agostini et ses coauteurs (2002), ont rapporté 

un pHi de 9,6 pour la Prx extraite à partir des racines du navet.  

  
               Des études employant cette technique, ont identifié plusieurs isoformes de Prx à 

partir des extraits de certaines parties des plantes comme les racines, les feuilles et la peau. Il 

a été rapporté pour horseradish: 42 isoenzymes (Hoyle, 1977), le petit pois:  18 (Lee et Klein, 

1988), la tomate: plus de 11 (Quiroga et al., 1988), le melon: 4 (Rodriguez-López et al., 

2000), le chou: 2  (Mc Lellan et Robinson 1987) et Arabidopsis : 73 (Tognolli et al., 2002). 
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               Les peroxydases des fruits et légumes existent donc sous plusieurs isoformes comme 

c‘est le cas pour d’autres enzymes d’origine végétale (Antrobus, 1999). Ce polymorphisme 

est rencontré aussi bien dans la fraction soluble que dans la fraction liée et ceci, au niveau 

d’un même tissu.  

Pratiquement, le profil isoenzymatique peut être aussi détecté par PAGE en migration 

anodique et cathodique. Toutefois, l’IEF demeure la méthode la plus fiable pour la 

détermination du prototype isoenzymatique d’un échantillon donné.  

 
               La détermination du pHi des Prx renséigne sur leur localisation subcellulaire. En 

général, les isoformes de nature acide ou basique, sont localisées dans les parois cellulaires, 

cependant, seules les isoformes très basiques (pHi > 9) occupent les vacuoles (Pedréno et al., 

1993 ; Ros-Barceló, 1997 ; Jimeriez et al., 2007).  

 

 3.2  SDS-PAGE 

   
               L’analyse SDS-PAGE réalisée en dénaturation totale (en présence de chaleur et du 

β-mercaptoéthanol), suivie d’une révélation au nitrate d’argent, montre : 

−  Dans le cas de l’extrait, un profil protéique assez complexe (Fig. 29, piste A), ce qui 

suggère que le bulbe de cette variété d’ail (As-E) est très riche en protéines. 

−  Dans le cas du pool des fractions les plus actives issues de la colonne CMC, une seule 

bande protéique (Fig. 29, piste B). Ceci indique que l’enzyme est essentiellement purifiée et 

qu’elle est formée d’une seule chaîne polypeptidique.  

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 29.  Gel SDS-PAGE des Prx de A.sativum (As-E). Piste A: fraction soluble 
(extrait brut); piste B: pic de Prx issu de la colonne CMC ; piste M: marqueur de PM.  
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Le PM est estimé à 37,8 kDa à l’aide d’un marqueur de taille (BioRad), composé de cinq 

protéines de PM variant entre 20 et 94 kDa. La valeur estimée est comprise dans 30- 54 kDa 

qui représente l’intervalle attribué au PM de la plupart des Prx des fruits/ légumes (Vámos-

Vigiázó, 1981 ; Sakharov et al., 2000 ; Seock et al., 2001). 

 
 
             Le pic issu de la colonne CMC a été aussi analysé par SDS-PAGE en dénaturation 

partielle (en absence de chaleur et de β-mercaptoéthanol), suivie d’une révélation au nitrate 

d’argent. Le résultat a montré une zone assez diffuse et de PM différent de celui obtenu avec 

la technique précédente. Cette différence dans le PM est évidente, puisque la dénaturation des 

protéines n’étant pas complète, leur mobilité électrophorètique n’est plus proportionnelle à 

leur PM. Cependant, la technique a permis au moins la détection du pattern protéique.  

 

 3.3  PAGE NATIVE CATHODIQUE  

 
               La technique PAGE native cathodique dévoile le profil en iso-peroxydases basiques. 

le résultat de l’anayse de l’extrait brut et du mélange des fractions issues de la colonne CMC, 

ne montre pas de séparation nette dans les deux cas (Fig. 30).  

  

 

                                    

                                        1                                              2                     3 
 

Figure 30.  Zymogramme PAGE cathodique des Prx de A.sativum (As-E). Piste 1 et 2: 
extrait de la fraction soluble (10 et 5 µg de protéines) ; piste 3 : pic issu de la colonne 
CMC. L’activité peroxydase est dévoilée avec le système de substrats: 4MN/ H2O2.  
 

 
 
               Dans le cas du pool d’élution de la colonne CMC, on observe une large zone 

d’activité Prx (Fig. 30, piste 3) située à 2/3 du haut du gel. Cette zone étendue pourrait 
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correspondre à une seule activité comme elle pourrait en dissimuler au moins deux. Toutefois, 

les résultats découlant des techniques SDS-PAGE (Fig. 32, piste B) et IEF native (Fig. 31, 

ligne B), soulèvent cette ambiguïté puisqu’ils ne dévoilent qu’une seule bande restreinte.  

 
               Dans le cas de l’extrait brut (Fig. 33, piste 2), on observe une large bande située à 

même niveau que celle détectée sur la piste 3, et deux autres bandes distinctes, très étroites 

migrant en bas du gel. Ces deux dernières, correspondraient à deux isoformes de Prx, de 

charge globale nette supérieure à celle de l’activité Prx dévoilée sur piste 3 et de pHi ≥ 9. Ceci 

nous amène à conclure que le bulbe d’ail est plutôt riche en Prx basiques. 

 

           Compte tenu des résultats découlant des techniques d’éléctrophorèse, particulièrement 

les gels SDS-PAGE (en dénaturation totale) et IEF native, on conclut que l’enzyme est 

essentiellement purifiée. 
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CHAPITRE III.  PURIFICATION ET CARACTERISATION DE Prx  

 

1.  PROFIL ISO-PEROXIDASIQUE DE L’EXTRAIT DU BULBE  

               Les extraits de la fraction soluble et de la fraction membranaire issus des gousses 

d’ail (d’As-E), ont été obtenus selon le protocole décrit dans ‘Matériel et Méthodes’ (Fig. 16). 

Il a été montré que l’activité Prx est principalement localisée dans la «fraction soluble». En 

effet, l’extrait de la «fraction liée»  n’a pas dévoilé d’activité  peroxydase et ceci a été montré 

par mesure de l’activité et par IEF en conditions natives.  

Cette même constatation a été rapportée pour les Prx extraites à partir des pelures de 

concombre (Gandia et al., 2002). A l’encontre, Escribano et ses coauteurs (2002), ont purifié 

des Prx à partir de la ‘fraction liée’, issue de l’extrait des racines de betteraves. 

 
               Généralement, au niveau d’un même tissu végétal, l’activité Prx est présente aussi 

bien dans la fraction liée à la paroi cellulaire, que dans la fraction soluble. Toutefois, cette 

dernière plus riche en protéines, est couramment utilisée comme source d’enzymes. 

 

2.  PURIFICATION D’UNE ACTIVITÉ PEROXIDASE  

          Le protocole de purification est schématisé en figure 29. L’extrait de la fraction soluble 

(source d’enzymes), est traité avec le sulfate d’ammonium, centrifugé et dialysé. Cette 

solution étant assez trouble, l’extraction des constituants hydrophobes était alors nécessaire. 

Celle-ci a été réalisée par un traitement à l’aide du TX-114, induisant la séparation des deux 

phases (limpide et trouble) par différence de température. La solution ainsi obtenue, est 

appropriée pour les études ultérieures d’électrophorèse. 

 

          La solution clarifiée est chargée sur une colonne d’échange de cations (CMC) à travers 

laquelle, les pigments jaunes résiduels sont séparés des protéines liées. L’élution du profile en 

activité Prx, est représenté par un seul grand pic. Le résultat indique probablement, la 

présence d’une seule espèce d’enzyme (Fig. 27).  
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Figure 27.  Profil d’élution de l’activité Prx à partir de la colonne CMC. Les protéines   
et l’activité Prx sont déterminées comme il est indiqué dans Matériel et Méthodes. 

 

Les fractions les plus actives (13 à 20) sont assemblées et celles de plus faible activité, éluées 

de part et d’autre de cet intervalle, sont écartées afin d’ éviter la contamination par d’autres 

iso peroxydases. Les étapes de purification sont résumées dans le tableau 4.  

       

                 Tableau 4.  Procédure de purification d’une Prx extraite des gousses d’ail (As-E) 

 
.  

          Certes, cette procédure offre un rendement (0,85) inférieur à 1, mais avec un degré de 

purification de 3,4. Ce traitement a permis toutefois, de purifier partiellement une forme de 

peroxydase appropriée pour l’étude ultérieure de la caractérisation cinétique.  

Des résultats similaires ont été décrits  pour d’autres modèles de purification de Prx (Suzuki et 

al., 2006 ; Mdluli, 2005). Par exemple, le protocole employé pour la purification de l’iso-

peroxydase (POXI) extraite des graines noires du blé, a offert un faible rendement de  

purification (0,1%) huit fois inférieur au résultat trouvé et un facteur intéressant de 

purification (6,6) deux fois supérieur à la valeur trouvée (Suzuki et al., 2006). 

 

Etapes de  
Purification 

Protéines 
totales 
(mg) 

Activité 
totale 
(IU) 

Activité 
specifique 
(IUmg-1) 

Rendement 
(%) 

Purification 
(fold) 

 
Fraction soluble 

 
96.3 
 

 
71242 

 
739.5 

 
100 

 
1 

NH4SO4 (80%) 
suivie de TX-114 

 
Colonne-CMC 

37.6 

       
      0.24 

 

11606 
 
 
608 
 
 

1627 
 
 

2534 

86 
 
 

0.85 

2.2 
 
 
3.4 
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3.  TECHNIQUES D’ELECTROPHORESE 

 

 3.1  IEF  EN CONDITIONS NATIVES  

 
                Le résultat de l’analyse par IEF de l’extrait de la fraction soluble, montre un modèle 

complexe d’isoformes de Prx acides, neutres et basiques. Toutefois, les plus dominants sont 

les iso Prx basiques de pHi compris entre 8 et 9 (Fig. 28, ligne A). 

En ce qui concerne l’analyse du pic issu de la colonne CMC et illustrant l’activité Prx, le 

résultat laisse voir une seule bande d’activité (Fig. 28, ligne B) dont le pHi a été estimé à 8,9 

(procédure de l’estimation détaillée dans ‘Méthodes’). 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 28.  Profil des isoformes de Prx de l’ail (As-E) séparées par 
IEF dans un gradient de pH 3,5-10. Piste A : fraction soluble (extrait 
brut) ; piste B : pool du pic de Prx issu de la colonne CMC. 
L‘activité Prx est visualisée avec les substrats 4MN et H2O2. 
 

 

                Le pHi attribué à la Prx de l’ail, est dans la même grandeur que les pHi (8,7 et 8,4) 

décrits pour les deux iso-peroxydases purifiées à partir du même extrait de melon  

(Rodríguez-López et al., 2000). A l’encontre, Agostini et ses coauteurs (2002), ont rapporté 

un pHi de 9,6 pour la Prx extraite à partir des racines du navet.  

  
               Des études employant cette technique, ont identifié plusieurs isoformes de Prx à 

partir des extraits de certaines parties des plantes comme les racines, les feuilles et la peau. Il 

a été rapporté pour horseradish: 42 isoenzymes (Hoyle, 1977), le petit pois:  18 (Lee et Klein, 

1988), la tomate: plus de 11 (Quiroga et al., 1988), le melon: 4 (Rodriguez-López et al., 

2000), le chou: 2  (Mc Lellan et Robinson 1987) et Arabidopsis : 73 (Tognolli et al., 2002). 
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               Les peroxydases des fruits et légumes existent donc sous plusieurs isoformes comme 

c‘est le cas pour d’autres enzymes d’origine végétale (Antrobus, 1999). Ce polymorphisme 

est rencontré aussi bien dans la fraction soluble que dans la fraction liée et ceci, au niveau 

d’un même tissu.  

Pratiquement, le profil isoenzymatique peut être aussi détecté par PAGE en migration 

anodique et cathodique. Toutefois, l’IEF demeure la méthode la plus fiable pour la 

détermination du prototype isoenzymatique d’un échantillon donné.  

 
               La détermination du pHi des Prx renséigne sur leur localisation subcellulaire. En 

général, les isoformes de nature acide ou basique, sont localisées dans les parois cellulaires, 

cependant, seules les isoformes très basiques (pHi > 9) occupent les vacuoles (Pedréno et al., 

1993 ; Ros-Barceló, 1997 ; Jimeriez et al., 2007).  

 

 3.2  SDS-PAGE 

   
               L’analyse SDS-PAGE réalisée en dénaturation totale (en présence de chaleur et du 

β-mercaptoéthanol), suivie d’une révélation au nitrate d’argent, montre : 

−  Dans le cas de l’extrait, un profil protéique assez complexe (Fig. 29, piste A), ce qui 

suggère que le bulbe de cette variété d’ail (As-E) est très riche en protéines. 

−  Dans le cas du pool des fractions les plus actives issues de la colonne CMC, une seule 

bande protéique (Fig. 29, piste B). Ceci indique que l’enzyme est essentiellement purifiée et 

qu’elle est formée d’une seule chaîne polypeptidique.  

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 29.  Gel SDS-PAGE des Prx de A.sativum (As-E). Piste A: fraction soluble 
(extrait brut); piste B: pic de Prx issu de la colonne CMC ; piste M: marqueur de PM.  
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Le PM est estimé à 37,8 kDa à l’aide d’un marqueur de taille (BioRad), composé de cinq 

protéines de PM variant entre 20 et 94 kDa. La valeur estimée est comprise dans 30- 54 kDa 

qui représente l’intervalle attribué au PM de la plupart des Prx des fruits/ légumes (Vámos-

Vigiázó, 1981 ; Sakharov et al., 2000 ; Seock et al., 2001). 

 
 
             Le pic issu de la colonne CMC a été aussi analysé par SDS-PAGE en dénaturation 

partielle (en absence de chaleur et de β-mercaptoéthanol), suivie d’une révélation au nitrate 

d’argent. Le résultat a montré une zone assez diffuse et de PM différent de celui obtenu avec 

la technique précédente. Cette différence dans le PM est évidente, puisque la dénaturation des 

protéines n’étant pas complète, leur mobilité électrophorètique n’est plus proportionnelle à 

leur PM. Cependant, la technique a permis au moins la détection du pattern protéique.  

 

 3.3  PAGE NATIVE CATHODIQUE  

 
               La technique PAGE native cathodique dévoile le profil en iso-peroxydases basiques. 

le résultat de l’anayse de l’extrait brut et du mélange des fractions issues de la colonne CMC, 

ne montre pas de séparation nette dans les deux cas (Fig. 30).  

  

 

                                    

                                        1                                              2                     3 
 

Figure 30.  Zymogramme PAGE cathodique des Prx de A.sativum (As-E). Piste 1 et 2: 
extrait de la fraction soluble (10 et 5 µg de protéines) ; piste 3 : pic issu de la colonne 
CMC. L’activité peroxydase est dévoilée avec le système de substrats: 4MN/ H2O2.  
 

 
 
               Dans le cas du pool d’élution de la colonne CMC, on observe une large zone 

d’activité Prx (Fig. 30, piste 3) située à 2/3 du haut du gel. Cette zone étendue pourrait 
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correspondre à une seule activité comme elle pourrait en dissimuler au moins deux. Toutefois, 

les résultats découlant des techniques SDS-PAGE (Fig. 32, piste B) et IEF native (Fig. 31, 

ligne B), soulèvent cette ambiguïté puisqu’ils ne dévoilent qu’une seule bande restreinte.  

 
               Dans le cas de l’extrait brut (Fig. 33, piste 2), on observe une large bande située à 

même niveau que celle détectée sur la piste 3, et deux autres bandes distinctes, très étroites 

migrant en bas du gel. Ces deux dernières, correspondraient à deux isoformes de Prx, de 

charge globale nette supérieure à celle de l’activité Prx dévoilée sur piste 3 et de pHi ≥ 9. Ceci 

nous amène à conclure que le bulbe d’ail est plutôt riche en Prx basiques. 

 

           Compte tenu des résultats découlant des techniques d’éléctrophorèse, particulièrement 

les gels SDS-PAGE (en dénaturation totale) et IEF native, on conclut que l’enzyme est 

essentiellement purifiée. 
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CHAPITRE IV.  OXYDATION DES SUBSTRATS PHYSIOLOGIQUES  

 
1.  OXYDATION DES FLAVONOLS AGLYCONES ET LEURS GLYC OSIDES  

 
          L’oxydation catalysée par la Prx de l’ail de la quercétine (flavonol aglycone) et de son 

glycoside correspondant (la quercétrine), est contrôlée par le suivi des changements 

consécutifs dans l’ allure du spèctre UV en fonction du temps (Fig. 31).  

Au cours de l’oxydation de la quercétrine, les changements observés au niveau du spectre sont 

minimums (Fig. 31, A), alors que pour la quercétine, ces changements sont considérables et 

ceci entre 290- 370 nm (Fig. 31, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 31.  Spectres UV consécutif illustrant le milieu réactionnel contenant  
0,1 mM de  quercétrine (A) ou de quercétine (B),  H2O2 (0,5 mM ) et la Prx 
basique de l’ail (14,28 ug ) dans le tampon acétate de sodium (50 mM ; pH 
4). La réaction dure 10 mn avec une vitesse de parcours de 500 nm mn-1. Les 
fléches indiquent la direction des changements de l’allure du spectre. 
 
 
 

          Dans ce dernier cas (oxydation la quercétine), la modification de l’allure spectrale n’est 

pas observable en absence de H2O2 ou en absence de l’enzyme, ce qui suggère que l’activité 

Prx en est bien responsable.  
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Ces constatations expliquent que les flavonols glycosylés comme la quecétrine, sont de très 

‘maigres’ substrats pour les Prx basiques de l’ail. A l’encontre, les flavonols aglycones 

comme la quercétine, sont de bons substrats pour ce type d’enzymes.  

 
          Cette réactivité différentielle des Prx de l’ail envers les flavonols aglycones et leurs 

glycosides correspondants, a été aussi observée avec d’autres Prx comme celles isolées à 

partir des feuilles de menthe (Schroder et Barz, 1979) et de la pelure des pommes (Richards et 

Nicolas, 1989). Par exemple, l’oxydation différentielle des anthocyannins et leurs glycosides 

correspondants a été montrée avec la Prx (P5) du raisin rouge (Calderón et al., 1992a). Par 

ailleurs, la réactivité différentielle de cette même Prx (P5) dans l’oxydation des flavonols 

aglycones (quercétine et myristine) et leurs glycosides correspondants (quercétrine et 

myristrine), a été aussi rapportée (Morales et al., 1993). 

 
            Dans le cas de l’oxydation de la quercétine, les modifications remarquables de l’allure 

du spectre UV consécutif, sont observées à 365 nm (baisse dans l’absorbance), à 292 nm 

(augmentation dans l’absorbance) et à 250 nm (baisse dans l’absorbance) (Fig. 31, B). La 

présence de deux points isobastiques à 272 nm et à 331 nm, suggère qu’il ya formation d’un 

seul produit absorbant tout au long de cette réation.  

 

 2.  OXYDATION DES STRUCTURES  p-HYDROXYCINNAMIQUES  

 
          Dans le cas de l’oxydation du p-AC, les grands changements au niveau du spectre, sont 

observés dans la région 270- 320 nm (baisse dans l’absorbance) et les changements moins 

considérables sont situés dans les régions 230– 250 nm et 330- 370 nm (augmentation dans 

l’absorbance pour les deux cas) (Fig. 32, A).  

 
          Cette même Prx catalyse l’oxydation des composés de structure p-hydroxycinnamique. 

Ceci est vérifié par l’observation de deux points isobastiques à 261 nm et 328 nm, témoignant 

la présence d’un seul produit absorbant. De plus, en absence de H2O2 ou en l’absence de 

l’enzyme, l’allure du spéctre n’est pas modifiée tout au long de la réaction, ceci suggère que 

l’activité Prx est seule responsable de ce changement.  

          Dans chacun des cas de l’oxydation de la quercétine et celle du p-AC , la nature du 

changement spectral avec le temps, indique que la formation du produit est proportionnelle au 

cours des dix premières minutes de catalyse. En plus de cette observation, la dépendance du 
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changement spectral vis-à-vis de la concentration de l’enzyme, suggère que l’oxydation de ces 

composés par cette forme de Prx, est à la base de leur dosage. 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

          

 

 

 

 

 
 

 

Figure 32.  Spectres UV consécutifs illustrant les milieux réactionnels contenant  0,1 mM de 
p-AC (A) ou acide sinnapique (B) ou aldéhyde sinnapylique (C) ou alcool sinnapylique (D), 
H2O2 (0,5 mM ) et la Prx basique de l’ail (14,28 ug de protéines) dans le tampon acétate de 
sodium (50 mM ; pH 4). La réaction dure 10 mn et la vitesse de parcours est fixée à 500 nm 
mn-1. Les fléches indiquent la direction des changements de l’allure du spectre. 
 
 

 
3.  OXYDATION DES STRUCTURES SINAPILYQUES 

 
                    Par ailleurs, des changements maximales au niveau des spectres représentant 

l’oxydation de l’acide sinapique, du sinapaldéhyde et de l’alcool sinapylique, sont observés 
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respectivement à 310 ; 340 et 275 nm (Fig. 32, B, C, et D). Ce résultat vient encore montrer la 

capacité de cette Prx basique de l’ail, à catalyser les réactions d’oxydation des stuctures 

sinapyliques.  

La réactivité de cette enzyme pour les structures acides (p-hydroxycinnamique et sinapique) 

et alcool et aldéhyde sinapyliques, suggère son implication dans l’oxydation du couple alcool 

/aldéhyde hydroxycinnamyliques conduisant à la formation d’un polymère de lignine très 

hétérogéne en alcools et aldéhydes (Pomar et al., 2002). 

 

4.  CARACTERISATION CINETIQUE      

  

                Comme la Prx de l’ail n’a pas montré d’affinité pour la quercétrine (flavonol 

glycosylé), La caractérisation cinétique a été accomplie avec les composés phénoliques 

suivants : le 4MN, un composé inorganique de synthèse, et deux autres, existant naturellement 

dans l’ail, le p-AC (structure C6-C3: acide hydroxycinnamique) et la quercétine (structure C6-

C3-C6 : flavonol)  (voir tableau 1). 

 
Avant de procéder à la caractérisation cinétique, le pH optimum d’activité avec chacun des 

trois substrats a été déterminé. Dans les trois cas, la vitesse d’oxydation testée avec différents 

tampons, a été montrée incontestablement, pH-dépendant. Le pH d’activité est de 5 en 

présence de chacun des substrats 4MN et p-AC, et il est de 4 en présence de la quercétine.  

 

               L’oxydation des substrats donneurs, catalysée par cette activité Prx, a été montrée 

dépendante de la concentration en substrats. Elle suit une cinétique de type Mickaelis-Menten 

à faibles concentrations, avec une inhibition à concentrations élevées. Les paramètres 

cinétiques ont été determinés selon la représentation linéaire de Lineweaver-Burck. Les 

résultats sont récapitulés dans le tableau 5. 

 

               Onremarque qu’a concentration fixe en H2O2, l’enzyme présente une importante 

affinité similaire pour les deux substrats physiologiques, quercétine (Km: 33 µM) et p-AC 

(Km: 55 µM). Cependant, l’affinité enzymatique pour le substrat inorganique, 4MN (Km: 170 

µM) est respectivement 5 et 3 fois inférieure a celle envers la quercétine et le p-AC. 
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Tableau 5.  Paramètres cinétiques d’une Prx partiellement purifiée à partir de l’ail (As-E). 
Les  valeurs Km et Vm sont le résultat de la moyenne de trois essais. 

 

 H2O2 4MN 

 Vm 
(µM/min) 

Km (µM) Vm/ Km       

(min-1) 
Vm 

(µM/min) 
Km (µM) Vm/ Km 

(min-1) 

 

Peroxydase 

 

6.2 

 

450 

 

0.014 

 

5.71 

 

170 

 

0.033 

 H2O2 p-CA 

 Vm 
(µM/min) 

Km (µM) Vm / Km 

(min-1) 
Vm 

(µM/min) 
Km (µM) Vm /Km   

(min-1) 

 

Peroxydase 

 

22 

 

120 

 

0.184 

 

21 

 

55 

 

0.38 

 H2O2 Quercétine 

 Vm 

(µM/min) 

Km (µM) Vm/ Km 

(min-1) 
Vm 

(µM/min) 
Km (mM) Vm/ Km 

(min-1) 

 

Peroxydase 

 

17.0 

 

50 

 

1.7 

 

17.05 

 

33 

 

0.52 

    

 
 
L’efficacité catalytique (Vm/Km) de l’enzyme dans l’oxydation du p-AC (0,38 min-1) et la 

quercétine (0,52 min-1) est considérablement supérieure (15 fois) que dans le cas de 

l’oxydation du 4MN (0,033 min-1).  

Cette remarquable efficacité catalytique montrée par l’enzyme dans l’oxydation des substrats 

physiologiques est en entière corrélation avec le rôle métabolique attribué aux peroxydases 

dans le turn-over des composés phénoliques localisés particulièrement dans les vacuoles. 

 

               A concentration invariable en substrats donneurs, l’affinité de l’enzyme pour H2O2 

est également plus intéressante en présence de substrats donneurs de nature organique (avec le 

p-AC, KmH2O2 120 µM et avec la quercétine KmH2O2 50 µM), qu’en présence du substrat non 

physiologique, le 4MN (KmH2O2 450 µM) quoique les réactions soient menées à pH acide.  

 
De même, l’efficacité catalytique de l’enzyme dans la réduction de H2O2 est plus élevée  en 

présence des substrats physiologiques qu’en présence du 4MN. En effet, en présence de la 

quercétine (1,7 min-1) ou du p-AC (0,184 min-1), elle s’avère respectivement 121 et 13 fois 

plus grande qu’en présence du 4MN (0,014 min-1). Ce résultat souligne l’implication de cette 
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enzyme dans la détoxication de la cellule, par élimination de H2O2 ou des peroxydes en 

général, et ceci au dépens de l’oxydation des composés phénoliques, telle que la quercétine. 

Notre commentaire rejoint celui proposé par Takahama et ses collaborateurs (1989), dans leur 

étude sur l’aptitude d’une activité Prx vacuolaire de Vicia faba dans la réduction de H2O2 au 

dépens de la quercétine ou du kaempférol. 

En fait, la quercétine (diphénol flavonol) par rapport au p-AC, s’avère le meilleur substrat 

pour l’enzyme dans la décomposition de H2O2.  

 

              Des études concernant la caractérisation cinétique des Prx de l’ail dans la catalyse 

des composés organiques, n’ont pas été décrites. La comparaison de ces résultats avec ceux 

obtenus avec les Prx d’autres sources végétales, montre que la constante Km4MN (170 µM), 

est du même ordre que celle observée avec la Prx extraite de l’enveloppe de concombre 

(Km4MN = 200 µM) (Gandia-Herrero et al., 2002) ou avec la Prx de la racine de betterave 

(Km4MN= 100 µM) (Escribano et al., 2002).  

D’autre part, la valeur (450 µM) de KmH2O2 déterminée avec le 4MN comme donneur 

d’hydrogène, est plus intéressante à celles décrites avec la Prx de l’enveloppe de concombre 

(KmH2O2 = 150 µM) ou la Prx de la racine de betterave (KmH2O2= 140 µM). (Gandia-Herrero 

et al., 2002 ; Escribano et al., 2002).  

 
Par ailleurs, la valeur apparente Kmquercétine trouvée (33 µM) est dans le même voisinage que 

celles observées avec la Prx  extraite du raisin rouge (Kmquercétine = 38 µM) (Morales et al., 

1993) ou la Prx de Vicia faba (Kmquercétine = 323 µM) (Takahama et Egashira 1991). D’autre 

part, la valeur KmH2O2 déterminée avec la quercétine comme donneur d’hydrogène (50 µM) 

est 3 fois plus faible à celle obtenue avec la Prx (B5) du raisin (168 µM) (Morales et al., 1993) 

bien que les réactions soient effectuées au même pH (pH 4), mais avec des tampons de 

composition différente (Acétate de sodium avec la Prx de l’ail et Tris acétate avec la Prx (B5) 

du raisin rouge).  

 
               Le fait que cette Prx de l’ail catalyse l’oxydation de la quercétine ou du p-AC, ceci 

suggère son implication dans le catabolisme des composés phénoliques en général. D’autre 

part, comme son activité optimale est atteinte à pH acide, ceci explique sa bonne adaptation 

en milieu acide dans l’organite (sans doute la vacuole) où elle est principalement localisée. 

Cette déduction est inspirée de celle avancée par Moskowitz et Hrazdina (1981) dans leur 

étude concernant le rôle physiologique des Prx de certaines espèces de Vitis. 
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Par ailleurs, l’affinité remarquable de l’enzyme pour H2O2 à pH acide, expliquerait le lien 

entre l’oxydation de la quercétine (ou le p-AC) et la régulation des niveaux de H2O2 dans les 

tissus / organites où cette Prx est exprimée. 

 
               La dégradation oxydative des flavonols glycosylés est généralement initiée avec 

l’action de l’α- et β-glycosidases qui les hydrolysent en aglycones correspondantes. Ces 

dernières, sont ensuite oxydées par les Prx (ou les polyphénoloxydases, PPO) selon une 

réaction strictement dépendante de H2O2 (Barz et Coster, 1981). Contrairement aux PPO, 

l’implication des Prx basiques dans cette oxydation est une évidence directe (Calderón et al., 

1992b), du fait de leur localisation vacuolaire (Pedreño et al., 1993 ; Escribano et al., 2002).  

 

               Les vitesses d’oxydation des structures hydroxycinnamiques et sinapyliques étant 

similaires, ceci suggère que cette Prx est impliquée dans le couplage des réactions par 

croisement qui se déroulent dans la paroi cellulaire au cours du processus de lignification.  

D’après Ros Barceló et ses co-auteurs (2004), la grande activité métabolique observée chez 

les Prx de nature basique ainsi que leur grande affinité pour des substrats variés, confère un 

certain sens à l’hétérogénéité de la lignine de certaines plantes. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

                  Le travail présenté dans cette thèse porte sur l’étude des peroxydases extraites à 

partir de l’ail (Allium sativum). Dans une première étape, nous avons évalué le nombre total 

des iso-peroxydases de la fraction soluble extraite du bulbe d’ail (As-T). Ceci a été déterminé 

par PAGE en conditions natives. Les résultats ont montré l’existence d’au moins six 

isoformes de peroxydases dont deux à caractère acide (zymogramme anodique) et les autres 

de nature basique (zymogramme cathodique). 

Dans la suite du travail, nous avons purifié à homogénéité l’activité peroxydase basique la 

plus dominante (POX2). Le protocole de purification consiste en l’extraction de la fraction 

soluble suivie d’une concentration des protéines au sulfate d’ammonium, et deux étapes de 

chromatographie : une filtration sur gel ‘séphacryl S-200-HR’ suivie d’une échangeuse de 

cations sur résine ‘TSK-SP-Toyopearl-650)’.  

L’analyse par SDS-PAGE menée en conditions réductrices et non réductrices a permis de 

déterminer la nature monomérique de POX2 et son PM. Le pHi de l’enzyme a été estimé par 

IEF en conditions dénaturantes. Le reste de la caractérisation a porté sur la détermination de 

l’affinité de l’enzyme pour les deux substrats gaïacol et le H2O2, l’optimisation de l’activité, 

la stabilité vis-à-vis des paramètres : température, pH, durée de stockage, quelques solvants et 

ions bivalents.  

L’amélioration de la stabilité de POX2 vis-à-vis de la chaleur et du stockage, a été acquise par 

immobilisation par liaison covalente à la matrice VA-époxy. Ce résultat est en faveur pour la 

mise au point de biocapteur (électrodes) à base de ce système d’immobilisation permettant la 

détermination de plusieurs molécules comme le glucose, l’urée, le H2O2, les phénols et 

amines aromatiques. 

POX2 a été montrée aussi performante que la peroxydase de référence (HRP) dans la 

détection de H2O2 dans le lait. Partant de ce fait, on peut conclure que POX2 serait aisément 

employable dans toutes les applications déjà démontrées avec la HRP.  

De même, ces résultats sont en faveur du projet de commercialisation de POX2, d’autant plus 

que de l’ail, pousse partout dans le monde entier et sa culture est à bon rendement, 

contrairement au radis de cheval (horseradish).  
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                  L’autre étape de ce travail, porte concerne l’implication de ce type d’enzymes dans 

le processus du développement cette plante. Une autre iso-peroxydase (Prx) a été purifiée à 

partir des gousses d’ail (As-E). Le protocole de purification consiste en l’extraction de la 

fraction soluble, suivie d’une concentration au sulfate d’ammonium puis d’un traitement à 

l’aide du détergent, le triton-114 et enfin d’une étape de chromatographie par échange de 

cations sur résine CMC. 

L’enzyme purifiée a été testée dans l’oxydation des composés phénoliques, existant 

naturellement dans l’ail à savoir, les flavonols aglycones (quercétine) et leurs glycosides 

(quercitrine), les structures p-hydroxycinnamiques (p-AC : acide-p-coumarique) et les 

structures sinapyl (acide sinapique, alcool et aldéhyde sinapylique). Les résultats ont permis 

de tirer quelques conclusions : 

 
-  L’affinité de l’enzyme envers ces composés st plus remarquable qu’envers les substrats de 

nature non physiologique. In vivo, la dégradation oxydative des composés phénoliques est 

donc catalysée par cette forme de peroxydase. 

 
-   L’affinité de l’enzyme pour le substrat spécifique H2O2, est plus intéressante en présence 

de substrats de nature physiologique qu’en présence du 4MN. Ceci explique le rôle 

déterminent de l’enzyme dans la détoxication de la cellule, et ceci à travers son implication 

dans la régulation du taux de H2O2 au niveau des tissus (ou organites) où elle est localisée. 

 
-  Les peroxydases basiques de l’ail ne peuvent à elles seules, catalyser l’oxydation des 

flavonols glycosylés. Ces derniers doivent d’abord être déglycosylés par des hydrolases (α et 

β- glycosidases).  

 
-  Prx étant capable de catalyser l’oxydation des unités H et S des lignines. On déduit alors 

que les peroxydases basiques de l’ail (A. sativum) sont exprimées d’une façon différentielle et 

interviennent dans le croisement de ce couple de réactions qui ont lieu au niveau des parois 

cellulaires au cours du processus de la lignification.    
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                  En perspectives de ce travail, et compte tenu de l’intérêt grandissant accordé aux 

nouvelles technologies, d’autres études sont envisageables. 

-  La mise au point de réactifs (Kit) à base de l’enzyme purifiée (POX2) en couplage avec 

d’autres oxydases sélectives commerciales, pour le dosage clinique de certaines substances 

telles que l’acide urique et le glucose. 

- L’utilisation automatisée de ce système d’immobilisation (sur matrice VA-Epoxy) dans 

l’assainissement des eaux usées par élimination des phénols et amines aromatiques et la 

détection des peroxydes dans les milieux liquides biologiques et alimentaires. 

-  La transposition en biocapteur (électrodes à base de POX2) de ce système d’immobilisation 

du fait que ce dernier s’est avéré à bon rendement et de plus, il a apporté une amélioration 

dans la stabilité enzymatique. Dans ce cas, et par couplage à d’autres oxydases sélectives, la 

l’analyse de tous les composés produisant H2O2 après oxydation, pourrait être aisément 

effectuée. 

-  Par ailleurs, la purification d’autres peroxydases à caractère acide est envisageable. Ceci 

dans un but d’étudier leur performance du point de vue application analytique et de distinguer 

leur fonction physiologique.  
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Abstract 
 

This work fits into the general pattern of the biochemical and physiological study of plant peroxidases. These last ones catalyze 
the reduction of H2O2 by taking electrons from a variety of compounds from the secondary metabolism including flavonoids and lignin 
precursors. 

The first study concerns the peroxidase from garlic (Allium sativum L.) cultivated in Tunisia. This activity was extracted from 
soluble fraction of garlic bulb. Crude extract analysis by native-PAGE, showed two major activities (designated POX1 and POX2). The POX2 
isoenzyme was purified to homogeneity by ammonium sulfate precipitation, followed by two chromatographic steps: gel filtration (Séphacryl 
S-200-HR) and cation-exchanger (TSK-SP-Toyopearl-650). The enzyme’s biochemical characterization was determined. POX2 appeared 
tenacious at pH and temperature variations since 50% of its activity was conserved at 50°C for 5 h, and she keep on stable at pH range from 
3.5 to 11.0 with 75% of residual activity at pH 3.5. The immobilization was achieved by covalent binding of the enzyme to an epoxy-
sepharose matrix. The immobilized enzyme showed great stability toward heat and storage when compared with soluble enzyme. These 
properties permit the use of this enzyme in a number of processes as a biosensor to detect H2O2 in biological or food liquids. 
 

The second work describes the purification and kinetic characterization of peroxidase from another variety of garlic cultivated 
in Spain/ Analysis of peroxidase activity from both fractions of garlic cloves (soluble fraction and linked fraction at cell wall) shown that the 
full activity was located in the soluble fraction. The enzyme purification was achieved by ammonium sulfate precipitation, followed by lipid 
extraction step and a cation-exchange column CMC. Peroxidase catalytic efficiency for physiological substrates (quercetin and p-coumaric 
acid) is more interest than for inorganic substrates (4-metoxy-α-naphtol). In the case of quercetin oxidation, the catalytic efficiency is 
remarkable at acidic pH. This fact, suggests a good adaptation of this enzyme, involved in quercetin catabolism in the acidic physiological 
pH conditions of the vacuoles, where it is presumably located. Likewise, garlic peroxidase showed similar oxidation rates for 
hydroxycinnamyl and sinapyl-type structures, which suggests its involvement in the cross-coupling reactions that occur in the cell wall 
during lignification. On the other hand, the high affinity of this enzyme for H2O2 would be in accordance with the oxidation of both poly-
phenolic compounds to regulate H2O2 levels in tissues/organelles where this peroxidase is expressed. 
 

Key words:  plant peroxidases, garlic, protein purification, immobilization, kinetic characterization, flavonol oxidation, lignifications. 
 

 
 
 

 
Résumé 

 
   Ce travail s’inscrit dans le cadre de l’étude biochimique et physiologique des peroxydases des plantes. Ces dernières, catalysent 

la réduction de H2O2 ou ses dérivés, aux dépens de plusieurs composés du métabolisme secondaire incluant les flavonoïdes et les précurseurs 
de la lignine.  

   La première étude concerne la peroxydase d’une variété d’ail (Allium sativum L.) cultivée en Tunisie. L’enzyme est extraite de 
la fraction soluble du bulbe d’ail. L’analyse de l’extrait brut par PAGE en conditions natives, a montré deux importantes activités (POX1 et 
POX2). La purification à homogénéité de l’iso-peroxydase POX2, a été effectuée par précipitation au sulfate d’ammonium, suivie de deux 
étapes de chromatographie, une par filtration sur gel Séphacryl S-200-HR, et l’autre par échange de cations sur résine TSK-SP-Toyopearl-
650. La caractérisation biochimique de l’enzyme a montré la résistance de celle-ci à la chaleur et aux variations de pH. Elle maintient 50 % 
de son  activité à 50 °C pendant 5 h, et reste stable dans l’écart de pH 3,5− 11, avec une activité résiduelle de 75 % à pH 3,5. 
L’immobilisation de l’enzyme achevée par liaison covalente à la matrice VA-époxy,  a apporté une amélioration dans la stabilité à la chaleur 
et au stockage. Ce système d’immobilisation peut être aisément utilisé en électrode, pour la détection de H2O2 dans les milieux liquides 
alimentaires ou biologiques.  

 
  La deuxième étude porte sur l’activité peroxydase extraite d’une autre variété d’ail cultivé en Espagne. La détermination de 

l’activité peroxydase dans la fraction soluble et la fraction liée à la paroi cellulaire, montre que la totalité de cette activité est concentrée au 
niveau de la fraction soluble. La purification de l’enzyme est accomplie par précipitation au sulfate d’ammonium suivie d’une extraction des 
lipides avec le Triton X-114 et d’une chromatographie d’échange de cations sur résine CMC. L’étude cinétique a montré, que l’affinité de 
l’enzyme pour les composés physiologiques (quercétine et acide p-coumarique) est plus intéressante que pour les composés inorganiques (4-
métoxy-α-naphtol). Dans le cas de l’oxydation de la quercétine, l’efficacité catalytique est remarquable à pH acide. Ceci, démontre 
l’implication de l’enzyme dans le catabolisme de la quercétine et ceci dans les conditions physiologiques à pH acide. De même, l’enzyme 
catalyse avec le même degré d’efficacité l’oxydation des composés hydroxycinnamiques et des composés de structure synnapyliques.Ceci 
confirme sa participation dans ce couple de réactions qui a lieu au niveau de la paroi cellulaire au cours de la lignification. Cette oxydation 
des composés phénoliques liée sans doute à l’affinité importante de l’enzyme pour H2O2, serait à la base de la régulation de la teneur en H2O2 
dans les tissus où cette peroxydase est exprimée. 

 

Mots clés: peroxydases des plantes, ail, purification des protéines, immobilisation, caractérisation cinétique, oxydation des flavonols, 
lignification. 
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