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Introduction 

Le navet (Brassica rapa) dispose d’un grand potentiel de valorisation et d’une riche 

diversité dans le monde. Ses différentes parties végétales présentent des propriétés anti-

inflammatoires et anticancéreuses grâce aux activités antioxydantes et anti-radicalaire qu’elles 

renferment. Dans des études récentes, ses métabolites ont montré un fort potentiel 

anticancéreux (cancer des ovaires, du côlon, de la vessie, du poumon, de la prostate, du sein et 

de nombreux autres types de cancer) (Kapusta-Duch et al., 2012). Les parties de racines et de 

feuilles de plusieurs sous-espèces de navet sont principalement utilisées contre différents 

types de lignées cellulaires cancéreuses et ont montré de fortes activités inhibitrices de la 

carcinogénèse (Jan et al., 2018). Ce groupe de légumes contient des antioxydants bien connus, 

tels que les vitamines C, E, des caroténoïdes et des enzymes antioxydantes comme la catalase, 

la superoxyde dismutase (SOD) et la peroxydase, que l'on trouve dans les légumes frais 

(Manchali et al., 2012 ; Singh et al., 2010). Le potentiel anticancéreux des espèces végétales 

de Brassica est directement lié à la présence de ces substances bioactives. Il minimise le stress 

oxydatif, induit une réponse immunitaire, réduit le risque de cancer et la malignité, inhibe la 

mutation et réduit également la prolifération des cellules cancéreuses (Boivin et al., 2009 ; 

Herr et al., 2010). 

Les enzymes antioxydantes sont capables de stabiliser ou de désactiver les radicaux libres 

avant qu'ils n'attaquent les composants cellulaires. Ils agissent en réduisant l'énergie des 

radicaux libres grâce à des mécanismes d’oxydoréduction, provoquant ainsi leur stabilité. De 

plus, ils peuvent également interrompre la réaction d’oxydation en chaîne pour minimiser les 

dommages causés par les radicaux libres (Krishnamurthy et Wadhwani, 2012).  

Une grande partie des molécules antioxydantes sont apportées à l’organisme par prise 

alimentaire et bien que la digestion soit considérée comme un processus vital pour la vie, car 

les nutriments libérés par les aliments ingérés sont utilisés par le corps comme source 

d'énergie pour le maintien et la croissance des cellules (Guerra et al., 2012), lors de la 

digestion, la biodisponibilité de nombreuses substances naturelles thérapeutiques et 

nutritionnelles peut être altérée. 

Les enzymes antioxydants peuvent également subir les mêmes altérations et perdre leurs 

multiples effets positifs sur la santé humaine attribués à leurs propriétés antioxydantes. Ces 

effets dépendent fortement de leur biodisponibilité dans l'organisme. La bioaccessibilité et, 

par conséquent, la biodisponibilité des enzymes antioxydants dépendent de manière 



                                                                                                                                                Introduction 

 

2 
 

significative de la structure et de la forme sous lesquelles elles sont introduites dans 

l'organisme. Par exemple à travers une matrice alimentaire complexe ou sous forme purifiés. 

D’autre part, les facteurs endogènes incluent la muqueuse gastrique, le temps du transit 

intestinal, la vitesse de la vidange gastrique, le métabolisme, ce qui influence 

considérablement leur bioaccessibilité dans l'organisme (Grundy et al., 2016), mais en raison 

de la complexité des mécanismes par lesquels les enzymes antioxydants agissent dans 

l'organisme,  les processus de portage et de l’effet de l’environnement gastro-intestinal sur 

l’activité antioxydante enzymatique reste encore faiblement documenté. La digestion gastro-

intestinale simulée est l'un des tests in vitro couramment utilisés pour l'évaluation préalable de 

la bioaccessibilité des enzymes antioxydantes et l'encapsulation est une méthode qui peut 

améliorer la bioaccessibilité et la biodisponibilité car elle assure l'enrobage du composant 

actif et sa distribution ciblée dans une partie spécifique du tube digestif et sa libération 

contrôlée (Dias et al., 2017). 

Ainsi, il existe des solutions pratiques pour améliorer la biodisponibilité orale des protéines 

lipophiles et hydrophobes mal absorbés, en utilisant des polymères biodégradables et 

biocompatibles pour le traitement du cancer (Asghari et al., 2016). Les systèmes des 

microcapsules contrôlés par voie orale ont réussi à maintenir des taux plasmatiques adéquats 

et efficaces sur des périodes prolongées en contrôlant la libération de protéine après 

l'administration orale et réduisent les effets secondaires (Wang et al., 2013). L'immobilisation 

des enzymes dans une matrice insoluble possède plusieurs avantages par rapport aux enzymes 

libres, notamment la stabilité et protection de l’enzyme (Danial et Alkhalaf, 2020). Ces 

avantages ont rendues les enzymes immobilisées hautement utilisable dans une large gamme 

de biotechnologies en évolution (Spahn et Minteer, 2008). 

Dans ce contexte, le travail de thèse que nous avons réalisé vise la valorisation des protéines 

enzymatiques extraites du navet, et nous nous sommes intéressés aux peroxydases, vu l’intérêt 

de ce type d’enzymes dans le développement de nouvelles applications (biotechnologiques, 

pharmaceutique, médical et agroalimentaire). Aussi, notre étude a pour but d’exploiter le 

potentiel antioxydant protecteur des POD au niveau intestinal (intestin grêle et colon) afin de 

prévenir et d’atténuer les processus inflammatoires et tumoraux provoqués par les ROS. Afin 

de parer au risque de dégradation des peroxydases au niveau gastrique, nous avons utilisé le 

procédé de la microencapsulation en double émulsion afin d’encapsuler les peroxydases dans 

des particules polymériques, en utilisant l’acide poly lactique (PLA). Ce polymère a été choisi 
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du fait de sa biodégradabilité, biocompatibilité et ne présente aucun risque sur les tissus 

gastro-intestinaux.  

Ce travail est organisé en trois grandes parties : 

• La première partie est une synthèse des données bibliographiques sur le navet, les 

peroxydases, l’activité antioxydante et la microencapsulation ; 

• La deuxième partie présente le matériel et les méthodes utilisées pour l’analyse 

physico-chimique, l’optimisation de l’activité enzymatique des peroxydases, la 

purification et caractérisation des peroxydases, l’évaluation de l’activité antioxydante, 

l’optimisation des conditions de préparation et de caractérisation des microcapsules et 

la réalisation de la digestion gastro-intestinale des microcapsules. 

• La troisième partie est consacrée aux résultats et à leurs discussions, répondant à : 

✓  la caractérisation physico-chimique du navet blanc (humidité, pH, acidité, 

Brix, cendres, teneurs en sucres et en protéines), et à l’optimisation des 

conditions de l’activité enzymatique optimale des peroxydases du navet, leur 

purification et caractérisation ; 

✓ l’évaluation de l’activité antioxydante de l’extrait brut du navet et de celle des 

fractions enzymatiques des différentes étapes de purification ; 

✓  l’optimisation des conditions de préparation des microcapsules et à leur 

caractérisation, étude de la libération des protéines in vitro, stabilité des 

microcapsules pendant le stockage a différentes températures et enfin de l’effet 

de la digestion gastro-intestinale in vitro sur le potentiel antioxydant d’extraits 

enzymatiques encapsules et non encapsules. 
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I. Navet (Brassica rapa.L) 

I.1. Généralités 

Le navet est une plante d'importance économique, il est cultivé dans le monde entier 

comme légume. Il appartient au genre Brassica, de la famille Brassicaceae. Le genre 

Brassica comprend de nombreuses cultures importantes (Sun Rifei, 2015). Les légumes 

Brassica ou crucifères sont le genre le plus important de la famille des Brassicacées et se 

composent de 37 espèces différentes (Figure 1) (Sanlier et Saban, 2018). Il est connu dans 

la médecine traditionnelle pour son utilisation dans la gastrite chronique, la constipation, la 

cholécystite et dans les maladies du foie. Les racines de navet ont longtemps été utilisées 

dans la médecine populaire et dans le traitement traditionnel du rhume (Beltagy, 2014). 

I.2. Description botanique 

Le navet est une plante herbacée bisannuelle cultivée comme légume-racine l'année 

du semis, pour son hypocotyle tubérisé. La racine est renflée et charnue, très variable dans 

sa forme : cylindrique, conique, sphérique, piriforme, allongée ou aplatie, et dans sa 

couleur : jaune pâle, blanche, grise ou noire, bicolore rose-blanc. Elle est quelquefois plus 

ou moins sucrée, d'autres fois piquante et un peu âcre. La deuxième année de la plante 

émet une tige florale lisse ramifiée de 80 cm de haut environ. Les feuilles sont entières, 

oblongues, d'un vert franc et plus ou moins rudes au toucher, les fleurs sont jaunes, les 

fruits sont des siliques longues et minces, cylindriques, acuminées, contenant chacune de 

15 à 25 petites graines sphériques rougeâtres, quelquefois presque noires (Cie et Vilmorin-

Andrieus, 1883).  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypocotyle
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Figure 1. Variétés de navet (Cie et Vilmorin-Andrieus, 1883). 

I.3. Origine et répartition géographique 

Brassica rapa est présent sur tous les continents, étant plus commun dans les zones 

tempérées et à des altitudes plus élevées dans les zones subtropicales (Acevedo- Rodríguez 

et Strong, 2012). Sur la base de recherches linguistiques et historiques, Ignatov et 

collaborateurs en 2008 suggèrent que Brassica rapa a été domestiqué pour la première fois 

dans la région de l'Asie centrale et occidentale, puis s'est répandu en Europe et en Asie de 

l'Est à la suite des migrations d'agriculteurs de la région d'Asie centrale et d'Asie mineure 

(Ignatov et al., (2008). Pour son origine, Dixon suggère que l'espèce est originaire de la 

région méditerranéenne (Dixon, 2006) et la recherche moléculaire et taxonomique de Guo 

et collaborateurs soutient la théorie selon laquelle la région méditerranéenne est le centre 

d'origine de Brassica rapa, avec des centres de diversité en Asie de l'Est et le long 

d'anciennes routes commerciales, et des migrations récentes vers le Nouveau Monde (Guo 

et al., 2014). 

I.4. Taxonomie et nomenclature  

Les Brassicacées, connues sous le nom de famille de la moutarde, sont composées 

d'environ 3740 espèces appartenant à 325 genres (Koch et al., 2012). Il comprend de 

nombreuses espèces économiquement importantes, principalement du genre Brassica, 

certaines espèces étant parmi les plus anciennes plantes cultivées (Kiefer et al., 2014). 

Brassica est le plus grand genre de la famille, fournissant des huiles, des légumes et de 

fourrage (Koch et al., 2018). 
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Brassica rapa présente des niveaux élevés de variation morphologique, avec une longue 

histoire de reproduction et de sélection (Lou et al., 2007). Certains des morphotypes les 

plus courants en culture comprennent les graines oléagineuses : B. rapa subsp. Oleifera 

(colza), B. rapa subsp. Dichotoma (sarson brun ou toria) et B. rapa subsp. Trilocularis, 

(sarson jaune) ; les légumes-feuilles : B. rapa subsp. Pekinensis (chou chinois), B. rapa 

subsp. Chinensis (pakchoi) et B. rapa subsp. Nipposinica (mizuna) ; les légumes-racines : 

Brassica rapa subsp. Rapa (navet) (Guo et al., 2014). 

I.5. Classification botanique  

Le navet est une plante bisannuelle (prenant deux ans pour terminer son cycle de vie) 

qui est le plus souvent cultivée comme annuelle. La classification scientifique de la plante 

est Brassica rapa ou Brassica campestris. Brassica est le mot latin pour chou, rapa signifie 

navet et campestris fait référence à des champs (Jessica Polidoro, 2008). 

La classification botanique du navet est donnée comme suit : 

Règne : Plantae. 

Domaine : Eukaryota. 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Classe : Magnoliopsida. 

Ordre : Brassicales. 

Famille : Brassicaceae. 

Sous-famille : Brassicoideae. 

Genre : Brassica. 

Espèce : Brassica rapa subsp. rapa 

I.6. Composition du navet  

I.6.1. Composition chimique  

Les légumes Brassica ont une teneur élevée en vitamines et en minéraux. Les 

légumes Brassica sont riches en vitamines C et E et en caroténoïdes qui ont le potentiel de 

prévenir et de traiter les maladies malignes et dégénératives (Jahangir et al., 2009). De 

plus, les produits Brassica contiennent une grande quantité de folate qui réduit le risque de 

maladie vasculaire, de cancer et d'anomalie du tube neural, ils contiennent également un 
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taux élevé de potassium, un minéral important qui joue un rôle important dans différents 

processus métaboliques (Kim et Park, 2009). 

La teneur en énergie et en éléments nutritifs de 100 grammes de certains légumes Brassica 

comestibles est indiquée dans le tableau I. 

Tableau I : Teneur en énergie et en éléments nutritifs de 100 grammes de légumes 

Brassica comestibles (Sanlier et  Saban, 2018). 

 Broccoli Brussels 

sprouts 

Cabbage Cauliflower Kale Navet Mustard 

Greens 

Eau (g) 89,3 86 92,18 92,07 84,04 91,87 90,7 

Energie (Kkal) 34 43 25 25 49 28 27 

Protéine (g) 2,82 3,38 1,28 1,92 4,28 1,17 2,86 

Lipides (g) 0,37 0,3 0,1 0,28 0,93 0,13 0,42 

Glucide (g) 6,64 8,95 5,8 4,97 8,75 6,43 4,67 

Fibre (g) 2,6 3,8 2,5 2 3,6 1,8 3,2 

Sucre (g) 1,7 2,2 3,2 1,91 2,26 3,8 1,32 

Minéraux        

Calcium (mg) 

Fer (mg) 

Magnesium (mg) 

Phosphate (mg) 

Potassium (mg) 

Sodium (mg) 

Zinc (mg) 

Selenium (µg) 

 

 

47 

0,73 

21 

66 

316 

33 

0,41 

2,5 

42 

1,4 

23 

69 

389 

25 

0,42 

1,6 

40 

0,47 

12 

26 

170 

18 

0,18 

0,3 

22 

0,42 

15 

44 

299 

30 

0,27 

0,6 

150 

1,47 

47 

92 

491 

38 

0,56 

0,9 

30 

0,3 

11 

27 

191 

67 

0,27 

0,7 

115 

1,64 

32 

58 

384 

20 

0,25 

0,9 

Vitamines        

C (mg) 

Thiamine (mg) 

Riboflavin (mg) 

Niacin (mg) 

B (mg) 

Folate (µg)  

A (IU) 

E (mg) 

K (µg) 

89,2 

0,071 

0,117 

0,639 

0,175 

63 

623 

0,78 

101,6 

85 

0,139 

0,09 

0,745 

0,219 

61 

754 

0,88 

177 

36,6 

0,061 

0,04 

0,234 

0,124 

43 

98 

0,15 

76 

48,2 

0,05 

0,06 

0,507 

0,184 

57 

0 

0,08 

15,5 

120 

0,11 

0,13 

1 

0,271 

141 

9990 

1,54 

704,8 

21 

0,04 

0,03 

0,4 

0,09 

15 

0 

0,03 

0,1 

70 

0,08 

0,11 

0,8 

0,18 

12 

3024 

2,01 

257,5 

I.6.2. Composition phytochimique   

Les composants du légume Brassica dépendent de nombreux facteurs tels que la 

diversité, la période de récolte, les conditions de transformation et de cuisson et 

l'environnement dans lequel ils poussent (Taveira et al., 2009 ; Metz et al., 2014). Ce 
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groupe végétal contient des antioxydants bien connus tels que les vitamines C et E, des 

caroténoïdes et des enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde dismutase 

(SOD) et la peroxydase, que l'on trouve dans les légumes frais (Sanlier et Saban, 2018). De 

plus, ces légumes contiennent des glucosinolates contenant du soufre, des anthocyanes, des 

flavonoïdes, des terpènes, du sulfoxyde de S-méthylcystéine, des coumarines et d'autres 

petits composés, qui sont des métabolites végétaux utiles (Cartea et al., 2010; Padilla et al., 

2007; Pierre et al., 2011). 

I.7. Effets thérapeutiques 

Ils protègent le corps humain contre les ROS qui causent des dommages à l'ADN, la 

modulation de l'expression des gènes, la modification des bases et l'oxydation des lipides et 

des protéines corporelles (Villatoro-Pulido et al., 2012;  Villatoro-Pulido et al., 2013). Les 

membres de la famille des Brassicaceae jouent également un rôle important dans 

l'étiopathologie de nombreuses maladies telles que le vasospasme, l'athérosclérose, les 

cancers, les crises cardiaques, les accidents vasculaires cérébraux et les lésions hépatiques 

(Kapusta-Duch et al., 2012).  

II. Peroxydases 

II.1. Nomenclateur (EC)  

La peroxydase a pour code EC : 1.11.1.7 qui est construit comme suit : 

• 1 signifie une oxydoréductase ; 

• 1.11 : regroupe les oxydorécuctases 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. 

La nomenclateur EC (EC est le sigle d’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 (Delannoy et al., 2013). 
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II.2. Historique 

Les peroxydases firent partie des premières enzymes étudiées lorsque Schonbein, en 

1855, observa l'apparition d'une coloration intense en présence de peroxyde d'hydrogène 

(H202), de gaïacol et d'extraits animaux ou végétaux. C'est en 1898 que Linossier 

introduisit le nom de peroxydase (Linossier, 1898). Depuis, des peroxydases du Raifort 

(Armoracia rusticana), et notamment l'isoforme basique (HRPC), ont servi de base d’étude 

de ces enzymes chez les plantes, avec notamment la description de la première structure 

cristalline, la première séquence protéique entière (Welinder, 1979) et l'une des premières 

séquences nucléotidiques avec celle du Tabac (Nicotiana tabacum) (Lagrimini et al., 1987). 

II.3. Définition 

Les peroxydases (EC : 1.11.1.7), appelées aussi peroxydase de classe III, catalyse 

l’oxydation de plusieurs substrats en présence du peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Nisha 

Rani et Emilia Abraham, 2006), selon la réaction générale suivante :  

                                                         Peroxydase                                 

H2O2 +RH2 (substrat réduit incolore)                         2H2O + R (produit oxydé) 

II.4. Sources et classification  

II existe plusieurs classifications des peroxydases établies en fonction du caractère 

étudié. 

II.4.1. Classification de l'Union internationale de biochimie et de biologie 

moléculaire (IUBMB)  

Cette classification est basée sur les mécanismes de réactions et les substrats misent 

en jeu. Selon Linossier (1898) et les recommandations de la commission de nomenclature 

de I'IUBMB (NC-IUBMB), les peroxydases appartiennent au groupe des oxydoréductases 

(EC I) utilisant les peroxydes (EC 1.11) et dont elles sont d'ailleurs les seules 

représentantes (EC 1.11.1). Elles sont subdivisées en treize groupes de EC 1.11.1.1 a EC 

1.11.1.14 (Tableau II). Ce sont des protéines à hème, sauf les NADH et NADPH-

peroxydases (EC 1.11.1.1 et 2) qui sont des flavoproteines et les glutathion-peroxydases 

(EC 1.11.1. 9) qui sont des séléno-protéines. 
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Tableau II : Classification des peroxydases par I'IUBMB (Union internationale de 

biochimie et de biologie moléculaire) 

Noms Code Réaction caractéristique 

NADH peroxydase EC 1.11.1.1 NADH2 + H2O2       NAD + 2H2O 

NADPH peroxydase EC 1.11.1.2 NADPH2 + H2O2        NADP + 2H2O 

Acide gras peroxydase EC 1.11.1.3 palmitate + 2 H20 2  pentadecanal + 

C02 + 3 H20 

Cytochrome-c peroxydase EC 1.11.1.5 2 ferrocytochrome c + H20 2      2 

ferricytochrome c + 2 H20 

Catalase EC 1.11.1.6 2 H2O2         02 + 2 H2O 

Peroxydase EC 1.11.1.7 substrat + H20 2       substrat oxyde + 

2 H20 

lodure peroxydase EC 1.11.1.8 2 I· + 2 H+ + H20 2       I2 + 2 H20 

Glutathion peroxydase EC 1.11.1.9 2 glutathion + H202        glutathion 

disulfure + 2 H20 

Chlorure peroxydase EC 1.11.1.10 2 RH+ + 2 Ci- + H20 2        2 RCi + 2 

H20 

L-ascorbate peroxydase EC 1.11.1.11 L-ascorbate + H20 2  

deshydroascorbate + 2 H20 

Phospholipide-hydroperoxyde 

gulathion peroxydase 

EC 1.11.1.12 2 glutathion + hydroperoxyde 

lipidique  

glutathion disulfure + lipide+ 2 H20 

Manganese peroxydase EC 1.11.1.13 2 Mn(ll) + 2 H+ + H202          2Mn(lll) 

+ 2 H20 

Diarylpropane peroxydase EC1.11.1.14 I ,2-bis-(3.4-

dimethoxyphenyl)propane-1 ,3-diol + 

H202  

veratraldehyde + 1-(3.4-

dimethylphenyl)ethane-1 ,2-diol + 4 

H20 

II.4.2. Classification de Welinder 

Sur la base de la présence ou de l'absence d'hème, les peroxydases ont été classées en 

peroxydases héminiques et non héminiques. Les peroxydases hème ont été attribuées à 

deux superfamilles, à savoir la superfamille peroxydase-cyclooxygénase (PCOXS) et la 

superfamille peroxydase-catalase (PCATS). Les peroxydases à hème ferrique exclues les 

NADH et NADPH peroxydases, les glutathion peroxydases, les peroxydases à deux hèmes, 

dont la cytochrome c peroxydase (CcP) de Pseudomonas aeruginosa, et les 

haloperoxydases qui catalysent l’halogénation de composés organiques (Figure 2). 

Welinder (1992) distingue ainsi trois superfamilles : 
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- les peroxydases animales comprenant les peroxydases à halogènes et les 

prostaglandine synthases ; 

- les catalases ; 

- les peroxydases végétales. 

• Classe I 

Elle contient les peroxydases d'origine procaryotique dont la cytochrome c 

peroxydase (CcP) de Saccharomyces cerevisiae, les ascorbate peroxydases (AsP) et les 

catalase-peroxydases (CaP) bacteriennes. Ce sont toutes des peroxydases intracellulaires, 

non glycosylées, sans calcium ni pont disulfure. La CcP est une protéine soluble de la 

chaine de transport d'électrons de la mitochondrie ou elle doit servir a la détoxication des 

peroxydes (Zamocky et al., 2000; Faguy et Doolittle, 2000). 

• Classe II 

Elle contient les peroxydases secrétées par les champignons. Leur structure 

ressemble beaucoup a celle des peroxydases de classe III avec la présence de sites de 

glycosylation (Kjalke et al., 1992), de ponts disulfures, de deux molécules de calcium 

(Kunishima et al., 1994) et d'un peptide signal. Ces enzymes impliquées dans la 

dégradation de la lignine sont présentes chez un grand nombre de champignons notamment 

les basidiomycètes (Varela et al., 2000). Elles sont en général induites dans des conditions 

de carence nutritive pour le champignon, même s'il existe de nombreuses exceptions 

(Cullen, 1997). Les peroxydases de la classe II sont organisées en deux types (Conesa et 

al., 2002) : 

- les lignine-peroxydases (LiP), qui oxydent un grand nombre de composes 

aromatiques non phénoliques dérives de la lignine ; le substrat type des LiP est le veratrol 

fongique qui interviendrait dans le mécanisme de réaction soit en protégeant l'enzyme 

contre l'inactivation par H202 (Valli et al., 1990), soit en servant d'intermédiaire 

d'oxydoréduction entre l'enzyme et les substrats (Chung et Aust, 1995 ; Khindaria et al., 

1996); 
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- les peroxydases a manganèse, qui oxydent la lignine et les composes phénoliques 

qui en dérivent via l'oxydation du Mn2
+ en Mn3

+ qui sert d'intermédiaire d'oxydoréduction 

(Glenn et al., 1986). 

• Classe III 

Les peroxydases de classe III (EC. 1.11.1.7) sont des enzymes végétales 

multifonctionnelles sécrétoires qui catalysent l'oxydation de divers substrats par le 

peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ils présentent une remarquable diversité d'isoenzymes, sont 

codés par un grand nombre de gènes paralogues et sont impliqués dans un large éventail de 

processus métaboliques tout au long de la croissance et du développement des plantes 

(Tongolli et al., 2002). Ils sont impliqués dans la réticulation et le relâchement de la paroi 

cellulaire, la lignification et la subérisation, le catabolisme de l'auxine et le métabolisme 

secondaire. En raison de leur capacité à contrôler les niveaux d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS), les POX sont des composants efficaces du système antioxydant induit en 

réponse à un stress environnemental, tel que l'attaque d'agents pathogènes, l'excès de métal, 

la salinité, la sécheresse et une intensité lumineuse élevée. En plus de la fonction 

peroxydante, les POX peuvent catalyser la production de H2O2 dans le cycle oxydatif. Les 

peroxydases sont responsables soit de l'élongation cellulaire, soit du raidissement de la 

paroi cellulaire, affectant l'allocation du carbone, le niveau d'auxine et l'homéostasie redox, 

ce qui implique leur rôle clé dans la régulation de la croissance et de la défense en 

condition de stress (Veljović Jovanović et al., 2018). 
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Figure 2. Représentation schématique de la classification des peroxydases                                  

(Veda et al., 2017). 

II.5. Peroxydases végétales 

Les plantes supérieures contiennent au moins quatre types de peroxydases :                                     

la glutathion peroxydase (EC1.11.1.9), la catalase (EC 1.11.1.7), l'ascorbate peroxydase 

(EC1.11.1.11, peroxydase de classe I) et les peroxidases végétales sécrétoires classiques 

(EC 1.11 .17, peroxydase de classe III) (Hiraga et al., 2001). Les peroxydases sont des 

hèmes oxydoréductases spécifiques à la plante qui sont composées de 300 résidus d'acides 

aminés. Ils sont codés par un grand nombre de gènes. Par exemple, 73 gènes chez 

Arabidopsis thaliana (Tognolli et al., 2002), 138 gènes chez Oryza sativa (Passardi et al., 

2004) et 93 gènes chez Populus trichocarpa (Ren et al., 2014), ce qui implique que les 

peroxydases possèdent un large éventail de fonctions, et il y a une relation particulière 

entre la fonction spécialisée et la propriété catalytique (Shigeto et Tsutsumi, 2015). 
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II.5.1. Structure et site actif 

a. Structure 

Les peroxydases végétales sont comme la catalase, des hémoprotéines et de ce fait, 

leur structure est proche de celle de l'hémoglobine du cytochrome c. L'apoenzyme est une 

glycoprotéine liée d'une façon non covalente au groupe prosthétique (héme) lequel est 

caractérisé par la présence d'un ion ferrique au centre d'une porphyrine (Figure 3) 

(Smulevich et al., 2006). Elle 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).  

 

Figure 3. Schéma de la structure générale des peroxydases des plantes (Gajhede et al., 

1997) 

La structure de l'enzyme est en grande partie hélicoïdale α bien qu'il existe également une 

petite région de feuille β (Figure 4). Il existe deux domaines, le distal et le proximal, entre 

lesquels se trouve le groupe hème. Ces domaines sont probablement issus de la duplication 

de gènes, une proposition soutenue par leurs sites communs de liaison au calcium et 

d'autres éléments structurels. L'intégrité globale de la structure dans cette région est 

maintenue par la liaison disulfure de Cys177 à Cys209 (Figure 4). Ce qui est 

particulièrement intéressant dans le cas de la HRP C est la localisation des résidus dans 

l'hélice qui sont impliqués dans l'accès au substrat et la liaison. Certains auteurs ont émis 

l'hypothèse que cette région structurale est importante pour la stabilisation ou la rétention 

des espèces radicalaires produites dans les réactions catalysées par les peroxydases 

végétales (veitch , 2004 ). 
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Figure 4. Représentation tridimensionnelle de la structure de la peroxydase de raifort 

(Veitch , 2004). 

b. Site actif et acides aminés impliques dans la catalyse 

Le site de coordination axiale (du côté dit distal du plan hémique) est inoccupé au 

repos de l'enzyme mais disponible pour le peroxyde d'hydrogène pendant le 

renouvellement de l'enzyme (Howes et al., 2001).  

De petites molécules telles que le monoxyde de carbone, le cyanure, le fluorure et l'azide 

se lient à l'atome de fer hémique au niveau de ce site distal, donnant des complexes de 

peroxydase à six coordonnées. Certains se lient uniquement sous leurs formes protonées, 

qui sont stabilisées par des interactions liées à l'hydrogène avec les chaînes latérales 

d'acides aminés de la poche hémique distale de l'Arg38 (l'arginine distale) et de l'His42 

(l'histidine distale) (Figure  5) (Haschke et Friedhoff, 1978). Les deux sites de liaison du 

calcium sont situés à des positions distales et proximales du plan hème et sont liés à la 

région de liaison à l'hème par un réseau de liaisons hydrogène. Chaque site de calcium a 

sept coordonnées avec des ligands donneurs d'oxygène fournis par une combinaison de 

carboxylates de chaîne latérale d'acides aminés (Asp), de groupes hydroxyle (Ser, Thr), de 

squelettes carbonyles et d'une molécule d'eau structurelle (site distal uniquement). La perte 

de calcium entraîne une diminution à la fois de l'activité enzymatique et de la stabilité 



                                                                                                                           Revue bibliographique 

16 
 

thermique et des modifications subtiles de l'environnement hémique qui peuvent être 

détectées par spectroscopie (Veitch, 2004) 

 

Figure 5. Résidus d'acides aminés clés dans la région de liaison à l'hème de HRP-C 

(Veitch, 2004). 

II.5.2. Mécanisme catalytique 

La première étape du cycle catalytique est la réaction entre H2O2 et l'état de repos Fe 

(III) de l'enzyme pour générer le composé I, un intermédiaire à haut état d'oxydation 

comprenant un centre oxoferryle Fe (IV) et un radical cationique à base de porphyrine. Un 

intermédiaire transitoire formé avant le composé I a été détecté dans des réactions entre 

HRP C et H202 et décrit comme un complexe Fe (III) -hydroperoxy. Des simulations de 

dynamique moléculaire de ces complexes liés au peroxyde ont été réalisées (Figure 6) 

(Filizola et Loew, 2000). 

La deuxième étape de réduction à un électron nécessite la participation d'un substrat 

réducteur et conduit à la génération du composé II, une espèce oxoferryle Fe (IV) qui est 

un équivalent oxydant au-dessus de l'état de repos. Le composé I et le composé II sont tous 

deux de puissants oxydants. La deuxième étape de réduction à un électron ramène le 

composé II à l'état de repos de l'enzyme (Dunford, 1999). La réaction d'un excès de 

peroxyde d'hydrogène avec une enzyme à l'état de repos donne le composé III, qui peut 
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également être préparé par plusieurs autres voies. Cet intermédiaire est mieux décrit 

comme un hybride de résonance de complexes fer (III) -superoxyde et fer (II) -dioxygène 

(Berglund et al., 2002).  

 

Figure 6. Réactions catalysées par la peroxydase (Berglund et al., 2002). 

II.5.3. Rôles physiologiques des peroxydases végétales 

Les peroxydases végétales de classe III jouent diverses fonctions dans le cycle de vie 

des plantes telles que le métabolisme de la paroi cellulaire, la lignification, la subérisation, 

le métabolisme ROS, la cicatrisation des plaies, la croissance et la maturation des fruits, la 

germination des graines, etc. (Passardi et al., 2005). Une représentation schématique des 

diverses fonctions des peroxydases de classe III est présentée à la figure 7.  
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Figure 7. Représentation schématique des différents rôles des peroxydases végétales 

(Shigeto et Tsutsumi, 2015). 

 

➢ Défense des plantes contre les infections pathogènes 

Parmi les protéines induites lors de la défense végétale, les peroxydases végétales de 

classe III sont bien connues et jouent un rôle dans le renforcement des barrières physiques 

de la paroi cellulaire comprenant la lignine, la subérine, les polysaccharides feruloylés et 

les glycoprotéines riches en hydroxyproline (Hammerschdidt et Kuc, 1982).  

La lignification se produit pendant la croissance normale et les réponses de défense 

chez les plantes est l'une des fonctions classiques attribuées aux peroxydases de classe III 

(El Mansouri et al., 1999). La subérisation joue un rôle dans les réponses défensives contre 

l'entrée de micro-organismes pathogènes par une partie blessée en développant une barrière 

physique, cela protège les tissus de la perte d'eau et de l'invasion d'agents pathogènes 

(Quiroga et al., 2000; Espelie et al.,1986).  
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La lignification et la subérisation sont des processus terminaux de cellules végétales 

déterminées et hautement différenciées capables de former des parois cellulaires 

secondaires.  

Les peroxydases de la paroi cellulaire polymérisent l'acide hydroxycinnamique et 

leurs dérivés en les convertissant en radicaux phénoxy qui sont après déposé sur la surface 

extracellulaire. L'accumulation de ces polymères renforce la paroi cellulaire, limitant ainsi 

l'expansion cellulaire et l'invasion d'agents pathogènes, et confère une résistance 

structurelle au corps végétal, ce qui est particulièrement important pour les arbres et la 

construction de vaisseaux à xylème (Veda et al.,2017). 

➢ Cicatrisation des Blessures  

Les plantes réagissent aux blessures en activant des systèmes d'autodéfense pour 

restaurer les tissus endommagés ou pour se défendre contre les attaques d'agents 

pathogènes et d'herbivores. Parmi le grand nombre de protéines inductibles par les plaies, il 

a été démontré que les peroxydases s’exprime lors de blessures mécaniques dans diverses 

plantes, notamment le tabac (Lagrimini et Rothstein, 1987; Higara et al., 2000), la tomate 

(Roberts et al., 1988), la pomme de terre (Roberts et al., 1988), le concombre (Svalheim et 

Robertsen, 1990), le haricot azuki (Ishige et al., 1993), riz (Higara et al., 2000) et raifort 

(Kawaoka et al., 1994). 

➢ Métabolisme des espèces réactives de l'oxygène (ROS) 

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) sont des formes partiellement réduites de 

l'oxygène atmosphérique (O2) et produites par l'excitation de l'oxygène pour former un 

oxygène singulet (O2-) ou du transfert d'électrons à O2, pour former un radical superoxyde 

dans le cas de un électron; peroxyde d'hydrogène (H2O2) si deux électrons sont transférés; 

ou un radical hydroxyle (OH-) lorsque trois électrons ont été transférés à l’oxygéne. Ces 

espèces réduites d'oxygène sont très réactives et sont capables d'oxyder divers composants 

cellulaires conduisant aux dommages oxydatifs de la cellule végétale associés à la 

peroxydation des lipides membranaires, à l'oxydation des protéines, à l'inhibition 

enzymatique et aux dommages à l'ADN qui conduisent finalement à la mort cellulaire 

programmée. (PCD) (Mittler, 2002).  
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Les principales enzymes capables de détruire le peroxyde d'hydrogène sont les 

catalases à cofacteur fer, présentes dans les hématies et les peroxysomes hépatiques, et les 

glutathions peroxydases à cofacteur sélénium. Des glutathions peroxydases à sélénium 

existent dans le cytosol dans le plasma, au niveau de la membrane cellulaire, et une 

isoenzyme est spécifique des cellules digestives. Ces enzymes sont sans doute le principal 

système de protection car elles détruisent non seulement H2O2, mais aussi les peroxydes 

organiques toxiques formés par oxydation des acides gras ou du cholestérol (Blokhina et 

al., 2003).  

➢ Catabolisme auxine 

Les peroxydases jouent un rôle important dans le catabolisme de l'auxine par la 

carboxylation oxydative de l'acide indole-3-acétique (IAA) (Normanly,1997). L'IAA, l'un 

des régulateurs de croissance des plantes les plus étudiés, se trouve dans toute la plante, 

mais est aux concentrations les plus élevées dans les régions apicales et méristématiques. 

L'auxine affecte le développement de la plante par la dominance apicale, l'élongation 

cellulaire, la formation d'éthylène et la formation de racines adventives. Les peroxydases 

végétales sont impliquées dans l'oxydation de l'auxine soit par la voie conventionnelle 

dépendante de H2O2, soit par une voie indépendante de H2O2 et dépendante de l'O2. En tant 

qu'oxygénases IAA spécifiques, les peroxydases ont des domaines, similaires aux protéines 

de liaison à l'auxine, qui manquent dans les peroxydases non végétales (Gazaryan et al., 

1996).  

➢ Tolérance au stress 

Les peroxydases sont considérées comme l'un des indicateurs de stress des plantes 

car leur niveau augmente considérablement après la stimulation par le stress. La 

lignification se produit également en raison des réponses au stress (Jansen et al., 2001). Le 

rôle des peroxydases et d'autres enzymes antioxydantes sur le stress thermique a été 

documenté par divers chercheurs. Larkindale et Huang  ont démontré que le niveau 

d'expression des peroxydases et de la superoxyde dismutase augmentait, tandis que celui 

de la catalase diminuait après le traitement thermique des plantes (Larkindale et Huang, 

2004). En général, une augmentation de l'expression de la peroxydase en réponse à 

diverses expositions à des métaux, pourrait être une sorte de réponse défensive pour piéger 

le H2O2 généré en raison de la toxicité des métaux (Prasad et al., 1999).  
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II.5.4. Domaines d’applications des peroxydases végétales 

Les peroxydases sont importantes du point de vue de leurs applications industrielles 

en raison de leur capacité à catalyser la réaction d'oxydoréduction d'une large gamme de 

substrats phénoliques ainsi que non phénoliques en présence de peroxyde d'hydrogène. Un 

certain nombre d'applications industrielles des peroxydases ont été rapportées dans le 

domaine de l'agriculture, de l'analyse, de l'environnement, des secteurs médicaux, etc 

(Sergeyeva et al., 1999; Adams,1997). Dans ce qui suit, sont décrites les plus importants 

types d’applications des POD : 

➢ Application comme biocapteur 

Les biocapteurs ont une importance capitale dans la médecine et le contrôle de la 

qualité des aliments. Les biocapteurs à base d'enzymes présentent des avantages par 

rapport aux autres techniques analytiques en terme de sélectivité et de sensibilité. Les 

performances de ces biocapteurs dépendent de la quantité et de la bio-activité de l'enzyme 

immobilisée sur les électrodes (Jia et al., 2002). La peroxydase de raifort a été largement 

utilisée dans le développement de biocapteurs (Zang et al., 2004). Les biocapteurs 

potentiométriques sont développés en combinant une enzyme, par exemple la peroxydase, 

et un transducteur qui peut détecter la variation des protons. Le glucose, le maltose ou le 

lactate seraient détectés par un biocapteur à base de peroxydase en utilisant des méthodes 

potentiométriques (Pisoschi, 2016). Des biocapteurs à base de HRP pour la surveillance 

des antioxydants ont été appliqués à la détection du radical superoxyde (Pastor et al., 

2004), de l'oxyde nitrique (Casero et al., 2000), du glutathion (Mao et Yamamato,2000), de 

l'acide urique (Akyilmaz et al., 2003) et des composés phénoliques (Imabayashi et al., 

2001), d'autres peroxydases végétales telles que la patate douce, le tabac, l'arachide, le 

soja, etc. ont également été explorées pour leurs applications en tant que biocapteurs 

(Lindgren et al., 2000).  

➢ Application dans les kits d'analyse et de diagnostic 

Les peroxydases sont largement utilisées dans le développement de kits analytiques 

et diagnostiques. Parmi elles, les peroxydases de raifort sont les plus couramment utilisées 

à des fins analytiques (Veitch,2004). Cependant, d'autres peroxydases végétales ayant une 

grande stabilité de pH et de température émergent comme alternative à la HRP. De plus, 
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les peroxydases ont la capacité de générer des produits chromogènes stables, Ainsi, ce sont 

des enzymes candidate et appropriées pour la fabrication de divers kits de diagnostic basés 

sur la technologie des anticorps conjugués aux enzymes (Agostini et al., 2002).  

Des kits de détection d'acide urique ont été développés en utilisant des peroxydases de 

racine de navet (Agostini et al., 2002). Les peroxydases ont également été exploitées pour 

développer des kits de détection du cholestérol qui aident à la quantification et à la 

surveillance du cholestérol sérique humain (Folkes et al., 2002). Dans les secteurs 

biomédicaux, pour le traitement du cancer, la thérapie enzymatique/promédicament dirigée 

par gène (GDEPT) a été largement utilisée et avec succès. Ce système enzyme-

promédicament s'est avéré efficace contre les cellules tumorales hypoxiques et anoxiques 

et peut également être utilisé dans d'autres stratégies anticancéreuses (Melton et Sherwood, 

1996).  

➢ Application Industrielle dans la décoloration 

Des enzymes telles que les lignine peroxydases (LiPs) et les manganèse peroxydases 

(MnPs), sont utilisées dans la décoloration des colorants azoïques synthétiques tels que 

l'orange II et autres (Chivukula et al., 1995). La peroxydase de raifort (HRP) dégrade le 

phénol et les phénols substitués via un mécanisme de polymérisation radicalaire et peut 

être efficace pour dégrader et précipiter des colorants azoïques industriels importants 

(Tatsumi et al., 1996; Bhunia et al., 2001). Les peroxydases se sont avérées avoir un grand 

potentiel dans le processus de décoloration pour réduire les résidus de polluants de 

l'industrie textile (Maciel et al., 2007; Hsain, 2006). Des utilisations de peroxydases, telles 

que le raifort, le navet, la tomate, la courge amère, le soja, pour dégrader et détoxifier les 

hydrocarbures polyaromatiques, les biphényles polychlorés et d'autres colorants industriels 

synthétiques ont été signalées (Baldrian et Snajdr, 2006; Nicell et al.,1992). 

➢ Application en bioremédiation  

Les composés aromatiques tels que les phénols et ses dérivés constituent une classe 

majeure de polluants dans les eaux usées d'un certain nombre d'industries alimentaires et 

chimiques (Karam et Nicell, 1997). Les phénols sont connus pour être des molécules 

toxiques et dangereux qui peuvent s'accumuler dans la chaîne alimentaire. Étant hautement 

toxiques. La polymérisation à l'aide d'enzymes redox est l'une des méthodes d'élimination 
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du phénol. Le traitement enzymatique offre un haut degré de spécificité, un 

fonctionnement dans des conditions douces et une vitesse de réaction élevée (Wagner et 

Nicell, 2001). La capacité des peroxydases à catalyser la formation de radicaux libres à 

partir de divers polluants aromatiques et leur polymérisation peut être potentiellement 

exploitée dans la biorestauration et le traitement des eaux usées. Ainsi, des peroxydases ont 

été utilisées pour l'élimination des composés phénoliques des effluents en système 

modélisé et également des effluents industriels réels (Wagner et Nicell, 2002; Bewtra et al., 

1995).  

➢ Applications analytiques 

Le test ELISA est développé pour détecter des antigènes ou des anticorps en 

produisant un signal mesurable tel que les changements de couleur catalysés par la 

peroxydase. Dans ces dosages, un anticorps lié à une enzyme spécifique de l'antigène est 

nécessaire avec un substrat chromogène, cette réaction donne un produit coloré en 

présence de l'enzyme et la couleur du produit est proportionnelle à la quantité 

d'antigène/anticorps d'intérêt. Pour ce type de dosages, les HRP sont les enzymes les plus 

couramment utilisées liées à un anticorps. Elles sont utilisées en combinaison avec les 

anticorps monoclonaux contre les mycotoxines dangereuses de diverses espèces fongiques 

comme Aspergillus, Penicillium, etc. (Clark et al., 1993; Kawatsu et al., 2002).  

La détection d'ADN à l'aide de sondes ADN complémentaires est importante dans le 

diagnostic et la recherche. Les sondes d'ADN non radioactives associées aux peroxydases, 

comme la HRP, sont devenues plus sûres par rapport aux sondes radioactives (Vianelle et 

al., 2000). Il a été rapporté que les peroxydases conviennent pour les analyses de 

microréseaux car elles catalysent un grand nombre de réactions de transfert d'électrons 

avec des substrats naturels et synthétiques. Il peut être utilisé soit directement immobilisé 

sur le microréseau (Van Gijlswijk et al., 2002), soit comme agent de marquage d'acides 

nucléiques, d'anticorps et d'autres protéines (Yakovleva et al, 2002; Moody et al., 2001). 

Les puces (biopuces) à base de HRP ou associées ont été utilisées dans diverses 

applications telles que l'analyse d'expression, la recombinaison et la cartographie génique 

et l'analyse de mutation, etc. (Curey Theodore et al., 2002; Huttermann et al., 2001). 
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➢ Application en synthèse et greffage de polymères organiques 

L'importance des hème peroxydases dans la chimie des polymères est basée sur leur 

capacité à oxyder une variété de molécules phénoliques générant ainsi des espèces 

réactives (radicaux phénoxy) qui fournissent des sites pour la réticulation conduisant à des 

réactions de polymérisation. L'application par greffage de la peroxydase est l'une des 

applications industrielles importantes des hème peroxydases. Les radicaux libres générés 

par les réactions catalysées par les peroxydases peuvent induire la formation d'autres 

nouveaux polymères fonctionnels tels que les résines phénoliques (Gross et al., 2001; Van 

Deurzen et al., 1997). La polymérisation catalysée par la peroxydase de phénols et 

d'anilines substitués et non substitués a également été rapportée comme une alternative 

meilleure à la méthode de polymérisation chimique (formaldéhyde) (Wright et Nicell, 

1999; Sottomayor et al., 1998). Les peroxydases catalysent également les réactions 

stéréospécifiques de transfert d'oxygène telles que les oxydations d'hétéroatomes, 

l'oxydation des liaisons C-H dans les composés allyliques/benzyliques, les alcools et les 

indoles qui donnent divers composés synthétiques d'importance (Eker et al., 2009). 

III. Antioxydants et activité antioxydante 

III.1. Radicaux libres et les espèces réactives de l'oxygène 

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules chimiques instables produites en 

faible quantité par l'organisme. Ils possédants un ou plusieurs électrons célibataires, ce qui 

les rend très instables tels l'anion superoxyde O2•
- et le radical hydroxyle OH•, ou de 

l'azote tel le monoxyde d'azote NO•. Ils sont principalement synthétisés dans la cellule lors 

de réactions avec l'oxygène. Cette instabilité chimique fait que ces substances sont très 

réactives et certaines des réactions avec des structures de la cellule entrainent des dégâts en 

leur sein (Ré et al, 2005). D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de 

l'oxygène, non radicalaires dont la toxicité est importante comme le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) ou le nitroperoxyde (ONOOH). L'ensemble des radicaux libres et de leurs 

précurseurs est souvent appelé espèces réactives de l'oxygène (figure 8) (Favier, 2003). 
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Figure 8. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène 

impliqués en biologie (Favier, 2003). 

On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un rôle physiologique particulier et les 

radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités 

biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides…). 

III.2. Sources des radicaux libres 

III.2.1. Sources endogénes 

a. Mitochondrie 

La mitochondrie est considérée comme la source majeure de production cellulaire de 

radicaux libres. Dans une cellule à l’état de repos, 2 à 6 % des électrons transportés au 

niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale vont aboutir à la production d’anions 

superoxydes à partir des complexes I et III de la chaine respiratoire (Carriére et al., 2006). 

Malgré l’efficacité de la chaîne respiratoire à transférer les électrons, l’environnement 

intramitochondrial hautement réducteur et la nature des réactions redox catalysées font que 

divers composants contenant des flavoprotéines, des centres fer–soufre et l’ubisemiquinone 

sont thermodynamiquement capables de transférer un seul électron à une molécule 

d’oxygène et ainsi être des sites de production de radicaux libres de l’oxygène (RLO). 

Ainsi, les RLO (anion superoxyde O2-, radical hydroxyle OH- et peroxyde d’hydrogène 

H2O2) sont des sous-produits toxiques de la respiration (Nouette-Gaulain et al., 2007). 
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b. Xanthine oxydase 

La xanthine oxydase est une métalloenzyme à molybdéne, et elle provient de 

l’oxydation et/ou de la conversion protéolytique de la xanthine déhydrogénase . Elle 

catalyse l'oxydation de l'hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique (Coa et 

al., 2010) (Figure 9). 

La xanthine oxydase est exprimée dans les cellules vasculaires et elle peut circuler dans le 

plasma et se lier à la matrice extracellulaire des cellules endothéliales. Cette enzyme 

catalyse le métabolisme de la NADH, de l’oxygène moléculaire, de l’hypoxanthine et de la 

xanthine pour produire de l’O2
- et du H2O2 (Lobus et al., 2009). 

 

Figure 9. Processus enzymatique catalysé la Xanthine oxydase (Coa et al., 2010). 

c. NADPH oxydase 

Les composants du NADPH sont dormants dans les cellules au repos et sont activés 

en réponse à des médiateurs pro-inflammatoires, à la présence de microbes, à la 

phagocytose et / ou à l'activation de récepteurs de reconnaissance de formes (PRR). 

(Moffarts et al., 2005).  

Au sein du phagosome, l'activation de la NADPH oxydase va donner lieu à la production 

de l'anion superoxyde (O2
-) qui sera dismuté (H2O2) grâce à l'action des superoxydes 

dismutases (SOD), le peroxyde d'hydrogéne en présence de l'ion ferreux va former le 

radical hydroxyle (OH-) (Figure 10). De plus les phagocytes possèdent des granulations qui 

libérant la myeloperoxydase et en présence de chlore et de l'anion superoxyde cette 

enzyme catalyser la formation de l'acide hypochloreux HOCL qui a un rôle important dans 

l'immunité car il est toxique pour toute une série de microorganismes (bactéries, 

champignons, virus, protozoaires…). Son activité bactéricide comprend une étape de 

fixation sur la membrane bactérienne en de nombreux points pour détruire les structures 
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polysaccharidiques résistantes aux enzymes protéasiques et hydrolytiques (Nguyen et al., 

2017). 

 

Figure 10. NADPH oxydase  catalyse le transfert d'électrons du NADPH vers des anions 

superoxyde (Nguyen et al., 2017). 

d. Auto-oxydation des catécholamines 

L'auto-oxydation de petites molécules telles que la dopamine, l'épinéphrine, les 

flavines et les hydroquinones peut être une source importante de production intracellulaire 

de ROS. Dans la plupart des cas, le produit direct de ces réactions d'auto-oxydation est O2
-. 

Bien qu'il n'y ait pas de rôle connu pour l'auto-oxydation des petites molécules dans la 

signalisation des facteurs de croissance et / ou des cytokines, ces réactions peuvent induire 

un stress oxydatif et modifier l'état redox cellulaire global. Il est suggéré que les effets 

prooxydants de l’auto-oxydation de la dopamine pourraient être impliqués dans l’apoptose 

induite par la dopamine qui est impliquée dans la pathogenèse des maladies 

neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson (Thannickal et Fanburg, 2000). 

III.2.2. Sources exogènes des ERO 

Les sources exogènes des ERO sont surtout d’origine physique et chimique : les 

intoxications aux métaux lourds (cadmium, mercure, arsenic) ou dans les phénomènes 

d’irradiations provoquant des dommages au niveau de l’ADN, la carence en antioxydants 

apportés par l’alimentation ou anomalies génétiques et les cytokines pro-inflammatoires. 
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Par ailleurs des agents environnementaux, la pollution, le tabagisme, une consommation 

excessive d'alcool ou même certains médicaments (xénobiotiques) peuvent être source de 

radicaux libres, l’expositions immodérée au soleil ou à des radiations sans protection 

suffisante (Migdal et Serres, 2011 ; Islam et al., 2019). 

III.3 Stress oxydatif 

Le stress oxydatif survient lorsque l'équilibre entre les antioxydants et les ERO est 

perturbé en raison de l'épuisement des antioxydants ou de l'accumulation de ERO. 

Lorsqu'un stress oxydatif survient, les cellules tentent de contrer les effets oxydants et de 

restaurer l'équilibre redox par l'activation ou la mise au silence de gènes codant pour des 

enzymes défensives, des facteurs de transcription et des protéines structurelles (Scandalios, 

2005). Le stress oxydant est largement implique dans le vieillissement et dans l’apparition 

de certaines pathologies telles que le cancer, le diabete, l’atherosclerose, l’osteoporose, les 

accidents vasculaires cérébraux (AVC), les maladies neurodégénératives et les maladies 

inflammatoires (Rahman et Choudhury, 2012 ; Sanchez, 2017 ; Forrester et al., 2018). 

III.4 Conséquences du stress oxydatif 

Le déficit en antioxydant et/ou la surproduction et la non maitrise des ERO n’est pas 

sans conséquences néfastes dans l’organisme, car elle aboutit souvent à un stress oxydatif 

qui est défini comme un déséquilibre entre le système antioxydant et la production 

d’oxydants (ERO) (Avci et al., 2014).Le principal danger de ces molécules oxygénées 

vient du fait des dommages qu’elles causent aux différents composants cellulaires tels que 

les lipides, les protéines l’ADN etc... , la dégradation des cellules et des tissus (Sanchez, 

2017 ; Ighodaro et Akinloye, 2018). 

Modification de l'ADN 

Les dommages oxydatifs de l'ADN font l'objet de recherches approfondies en 

physiologie animale, car il s'agit d'une cause majeure de cancérogenèse (Vadim 

Demidchik, 2014). Le radical hydroxyle produit par sa décomposition peut causer des 

dommages aux acides nucléiques. Cinq classes principales de dommages oxydatifs médiés 

par OH• peuvent être générées : Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des 

adduits de dérivé d'oxydation lipidique, des cassures de brins et des pontages ADN 

protéines (figure 11) (Cadet et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Yoshiyama et al., 2013). Des 



                                                                                                                           Revue bibliographique 

29 
 

systèmes de réparation empêchant les dommages à l'ADN existent dans les plantes, y 

compris la réparation directe de la partie endommagée de la molécule, en plus du 

remplacement de la base et des nucléotides (Vanderauwera et al.,2011). 

 

Figure 11. Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des 

cellules (Favier, 2003). 

a. Modification des protéines 

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui 

comportent un groupement sulfhydrile (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes 

cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi être oxydées ou inactivées. Les protéines 

modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur…) et 

deviennent beaucoup plus sensible à l’action des protéases (Ott et al., 2007). Les protéines 

oxydées deviennent aussi très hydrophobes, soit par suppression de groupement amines 

ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors former 

des amas anormaux dans et autour des cellules (Figure 12) (Favier, 2003). 
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Figure 12. Nature de quelques modifications des chaînes latérales d’acides aminés des 

protéines après attaque radicalaire (Favier, 2003). 

b. Modification des lipides  

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée 

de l’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogène sur les carbones 

situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé en radical 

peroxyle. Cette réaction appelé peroxydation lipidique forme une réaction en chaîne car le 

radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras qui 

forme un nouveau radical diène conjugué (Figure 13) (Migdal et Serres, 2011). 

Les hydroperoxydes après leur dégradation peuvent soit libérer différents aldéhydes 

toxiques dont le malonyldialdéhyde ou l'hydroxynonenal ou reformer de nouveaux 

radicaux lipidiques en présence de métaux de transition (Ré et al., 2005). 
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Figure 13. Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et 

nature des produits terminaux formés (Favier, 2003). 

c. Modification des glucides 

La chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée 

que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les espèces réactives 

de l'oxygène attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du 

cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en 

présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H2O2 et OH•, qui 

entraîneront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde, 

formant un dérivé AGEs (Advanced glycation end-product). Ce phénomène de 

glycosoxydation est très important chez les diabétiques et contribue à la fragilité de leurs 

parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003). 

 



                                                                                                                           Revue bibliographique 

32 
 

III.5 Systèmes antioxydants 

Le corps humain est équipé d'une variété d'antioxydants qui servent à contrebalancer 

l'effet des oxydants. Les mécanismes antioxydants sont aussi multiples. Certains agissent 

préférentiellement en supprimant ou diminuant la formation des radicaux libres, 

notamment par des actions enzymatiques. En effet, de nombreuses molécules ou enzymes 

sont capables de piéger les radicaux libres. Il s’agit dans ce cas de réactions chimiques 

d’oxydoréductions. D’autres antioxydants vont agir davantage sur les radicaux formés 

après réaction des molécules biologiques avec les radicaux libres. Ces antioxydants 

réduisent ou empêchent ainsi la propagation des réactions en chaine. Ceux-ci peuvent agir 

à différents niveaux des réactions d’oxydation (Pietta, 2000). 

III.5.1 Antioxydants endogènes 

Une barrière endogène composée de plusieurs enzymes clés lutte contre ces radicaux 

libres et autres espèces oxydantes, afin de prévenir les dommages oxydatifs (Figure 14). 

Parmi ceux-ci, la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la 

catalase (CAT) (Droge, 2002). 

 

Figure 14. Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs 

cofacteurs métalliques (Favier, 2003). 
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a. Super-oxydes dismutases (SOD) 

Les supre-oxydes dismutases sont des métalloprotéines en première ligne de défense, 

dismutant l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène et en eau (Figure 15). Il existe 

différentes formes de SOD se distinguant par le métal de leur site actif (Cu ; Zn ; Mn ; Fe ; 

Ni). 

 

Figure 15. Mécanisme enzymatique de la SOD (Alfonso-Prieto et al., 2009). 

b. Catalase 

Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable 

de transformer le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire. La catalase, 

portant dans ses sites actifs de l’oxyde de fer (Por-FeIII) permettant une coupure 

hétérolytique générant de l’eau et la forme catalase compose I de l’enzyme (Cat Cpd I = 

une forme cationique oxoferryl porphyrine de la catalase : Por•+-Fe IV=O) (Figure 16). 

Celle-ci va alors rapidement réagir avec une seconde molécule de peroxyde d’hydrogène 

générant de l’eau et de l’O2 et régénérant la catalase sous sa forme initiale : Por-FeIII 

(Alfonso-Prieto et al., 2009). 

 

Figure 16. Mécanisme enzymatique de la CAT (Alfonso-Prieto et al., 2009) 

c. Glutathion peroxydase  

Grâce à son coenzyme, le glutathion réduit (GSH) peut réduire le peroxyde 

d’hydrogène en eau en oxydant le GSH en GSSG (Figure 17). Un élément clé dans le 

maintien de ce mécanisme de défense est la régénération du glutathion réduit par la 

glutathion réductase, nécessitant du NADPH. Le glutathion est encore un antiradicalaire 

direct neutralisant l’anion superoxyde et le radical hydroxyle. Enfin, le GSH permet encore 
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la régénération de certaines molécules antiradicalaires à partir de leur forme oxydée (ex 

vitamine C ou E) (Valko et al., 2007). 

 

Figure 17. Mécanisme enzymatique de la GPx (Prabhakar et al., 2005). 

III.5.2 Antioxydants exogènes 

D’autres mécanismes de lutte contre les radicaux libres entrent également en jeu. Il 

s’agit de nombreuses molécules exogènes, notamment apportées par l’alimentation, 

capables d’éliminer ces composés oxydatifs, ou de stopper les réactions d’oxydations en 

chaine (Birben et al., 2012). L'alimentation contient un grand nombre d'antioxydants non 

seulement les vitamines (Acide ascorbique, α-Tocophérol...) et les oligoéléments, mais 

aussi les polyphénols, les caroténoides...ect (Judde,2004). 

a. Composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont une classe principale de métabolites secondaires 

dans les plantes et sont divisés en acides phénoliques et polyphénols. Ces composés se 

retrouvent associés à des mono et polysaccharides, liés à un ou plusieurs groupements 

phénoliques, ou peuvent se présenter sous forme de dérivés, tels que des esters ou des 

esters méthyliques (Vijaya Kumar Reddy et al., 2010). Parmi les différentes classes de 

composés phénoliques, les acides phénoliques, les flavonoïdes et les tanins sont considérés 

comme les principaux composés phénoliques alimentaires (Figure 18) (Someya et al., 

2002). De nombreuses études ont montré une corrélation entre la teneur en composés 

phénoliques et le potentiel antioxydant des fruits et légumes. Ce mécanisme antioxidant, 

présent dans les plantes, a un rôle important dans la réduction de l'oxydation des lipides 

dans les tissus (végétaux et animaux) (Sarawong et al., 2014).  
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Figure 18. Différents groupes de composés phénoliques dans les plantes (Goleniowski et 

al., 2013). 

b. Acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandus dans 

tout le règne végétal. Les composés phénoliques confèrent un goût, une saveur et des 

propriétés bénéfiques pour la santé unique aux légumes et aux fruits (Tomas-Barberan et 

Espin, 2001). Par conséquent, augmenter le contenu phénolique de ces plantes peut 

améliorer leur qualité. Les composés phénoliques sont cruciaux pour la croissance et la 

reproduction des plantes, et sont produits en réponse à des facteurs environnementaux 

(lumière, refroidissement, pollution, etc.) et pour défendre les plantes blessées (Mandal et 

al., 2010 ; Yildiz et al., 2015 ; Ezzudin et al., 2018). Les composés et fonctions de l'acide 

phénolique ont fait l'objet d'un grand nombre d'études agricoles, biologiques, chimiques et 

médicales. Les acides phénoliques peuvent être divisés en deux classes : les dérivés de 

l'acide benzoïque comme l'acide gallique et les dérivés de l'acide cinnamique comme 

l'acide coumarique, caféique et férulique (Kozarski et al., 2015) (Figure 19). L'acide 

caféique est l'acide phénolique le plus abondant dans de nombreux fruits et légumes, le 

plus souvent estérifié avec l'acide quinique comme dans l'acide chlorogénique, qui est le 
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principal composé phénolique du café. Un autre acide phénolique commun est l'acide 

férulique, qui est présent dans les céréales et estérifié en hémicelluloses dans la paroi 

cellulaire (Dai et Mumper, 2010). 

 

Figure 19. Structure de certains acides phénoliques (Dai et Mumper, 2010). 

c. Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des composés polyphénoliques à quinze carbones à deux cycles 

aromatiques reliés par un pont à trois carbones, d’où C6-C3-C6. La structure générale de 

cette famille présente le cycle B en position C2 du cycle C. Cependant, certaines sous-

classes des flavonoïdes diffèrent en ce point avec une liaison en C3 ou C4 (Tsao, 2010). 

Les flavonoïdes représentent la classe la plus largement répandue de polyphénols dans les 

aliments. Les différents flavonoïdes sont retrouvés dans la nature soit sous forme de 

génines, c’est-à-dire aglycones, soit sous forme d’hétérosides (Figure 20) (Pietta, 2000; 

Ghedira, 2005). 
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Figure 20. Exemples des flavonoïdes (Ghedira, 2005) 

d. Lignanes  

Cette classe de polyphénols se définit par une structure dimérique d’unités 

phénylpropanes C6-C3 reliées au niveau des carbones C8 (Figure 21) (Manach et 
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al.,2004). Les lignanes sont classées dans les huit sous-groupes suivants en fonction de la 

manière dont l'oxygène est incorporé dans le squelette et du schéma de cyclisation: 

furofurane, furane, dibenzylbutane, dibenzylbutyrolactone, aryltétraline, arylnaphtalène, 

dibenzocyclooctadiène et dibenzylbutansolactol : les furofuranes ; les furanes ; les 

dibenzylbutanes ; les dibenzylbutyrolcatones ; les aryltetralines ; les arylnaphtalenes ; les 

dibenzocyclooctadiènes et les dibenzylbutyrolactols. De chaque sous-groupe varient 

sensiblement dans les niveaux d'oxydation à la fois des cycles aromatiques et des chaînes 

latérales propyle. De plus, ces lignanes peuvent être classés en trois catégories en fonction 

de l'état d'oxydation des positions C9 (C9 ′), qui sont à l'extrémité de la chaîne latérale 

propyle: lignanes avec 9 (9 ′) - oxygène, lignanes sans 9 (9 ′) - oxygène et lignanes d'acide 

dicarboxylique, comme indiqué sur la figure 22 (Suzuki et Umezawa, 2007). 

 

Figure 21.  Squelette des lignanes (Manach et al.,2004) 

 

Figure 22. Exemples de lignanes (Suzuki et Umezawa, 2007). 

e. Tannins 

Les tanins représentent un des quatre groupes de métabolites secondaires des plantes 

supérieures avec les saponines, les huiles essentielles et les alcaloïdes. A la différence des 

métabolites primaires intervenant directement dans la nutrition et la croissance, les 
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métabolites secondaires participent à la vie de relation de la plante avec son 

environnement. La synthèse des tanins est ainsi un des mécanismes de défense contre les 

agressions des phytopathogènes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs (insectes, 

mammifères herbivores) (Mueller-Harvey et al., 2017). Du point de vue de la composition 

chimique, plusieurs catégories de tanins ont été distingués, les tanins hydrolysables et les 

tanins condensés étant les principales catégories (Figure 23). Il y a aussi les caffe-tanins, 

les labiatae-tanins et les phlorotanins qui se réfèrent à la famille des tanins (Okuda et Ito, 

2011). 

 

Figure 23. Structure des précurseurs des deux classes de tanins hydrolysables et les tanins 

condensés (Zimmer et Cordesse, 1996 ). 
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f. Vitamine E (α-tocophérol) 

La vitamine E liposoluble est concentrée dans le site intérieur hydrophobe de la 

membrane cellulaire et constitue la principale défense contre les lésions membranaires 

induites par les oxydants. La vitamine E donne des électrons au radical peroxyle, qui est 

produit lors de la peroxydation lipidique (Birben et al., 2012). L’α-tocophérol est le 

principal antioxydant contenu dans les LDL. Chaque particule de LDL contient en 

moyenne de 6 à 12 molécules de vitamine E. La vitamine E (Figure 24) interrompt la 

chaîne de propagation radicalaire dans les membranes en limitant la peroxydation des 

acides gras polyinsaturés. La vitamine E déclenche l'apoptose des cellules cancéreuses et 

inhibe les formations de radicaux libres (Evans, 2000). 

 

Figure 24. Structure de la vitamine E (ou α-tocophérol) (Evans, 2000). 

g. Vitamine C (Acide ascorbique) 

La vitamine C ou acide ascorbiqueest un composé possédant une fonction 2,3 éne-

diol, soluble dans l'eau fournit une capacité antioxydante en phase aqueuse intracellulaire 

et extracellulaire principalement en piégeant les radicaux libres d'oxygène, Elle peut 

protéger divers substrats biologiques de l'oxydation (protéines, acides gras et ADN). Elle 

est capable de réagir avec le radical tocophéryle en régénérant la vitamine E (Figure 25) 

(Wang et Jiao, 2000; Huang et al, 2002) 
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Figure 25. Cycle de la vitamine E et de la vitamine C 

h. Caroténoïdes (β-carotène)  

Les caroténoïdes sont des pigments présents dans les plantes. Le β-carotène 

réagissait principalement avec les radicaux peroxyle (ROO), hydroxyle (OH) et 

superoxyde (O2
-). Les caroténoïdes montrent leurs effets antioxydants à faible pression 

partielle d'oxygène, mais peuvent avoir des effets pro-oxydants à des concentrations 

d'oxygène plus élevées (El-Agamey et al, 2004). Les caroténoïdes et les acides rétinoïques 

(RA) sont capables de réguler les facteurs de transcription et inhiber l'activation du NF-kB 

induite par l'oxydant et la production d'interleukine (IL) -6 et du facteur de nécrose 

tumorale-α et affecter également l'apoptose des cellules. Des effets antiprolifératifs de la 

PR ont été démontrés dans plusieurs études (Niles, 2004), cet effet de la PR est 

principalement médié par les récepteurs de l'acide rétinoïque et varie selon les types de 

cellules. Dans les cellules de carcinome mammaire, il a été démontré que le récepteur de 

l'acide rétinoïque déclenche l'inhibition de la croissance en induisant l'arrêt du cycle 

cellulaire, l'apoptose ou les deux (Donato et Noy, 2005; Niizuma et al., 2006 ). 

i. Oligo-éléments 

Les oligo-éléments (Cu, Zn, Se, Mn, Fe etc.) ne sont pas des antioxydants en tant que 

tels, mais agissent comme cofacteurs des enzymes constituant la première ligne de défense 

face aux attaques oxydatives. Il s’agit en réalité de catalyseurs redox de ces enzymes. Leur 
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apport par l’alimentation permet donc de maintenir le bon fonctionnement de la machinerie 

antioxydante cellulaire et donc l’équilibre oxydatif. Par ailleurs, certains oligo-éléments, 

selon leur état et leur concentration, peuvent être à l’origine d’une production de ROS par 

des mécanismes redox comme dans le cas du fer et la réaction de Fenton. La 

supplémentation en oligo-éléments en cas de carence nécessite donc un certain contrôle 

(Baliga et al., 2011). 

j. Glutathion 

Le GSH est très abondant dans tous les compartiments cellulaires et est le principal 

antioxydant soluble. Le rapport GSH / GSSG est un déterminant majeur du stress oxydatif. 

Le GSH montre ses effets antioxydants de plusieurs manières. Il détoxifie le peroxyde 

d'hydrogène et les peroxydes lipidiques par l'action du GSH-Px. GSH fait don de son 

électron à H2O2 pour le réduire en H2O et O2. Le GSSG est à nouveau réduit en GSH par la 

GSH réductase qui utilise le NADH comme donneur d'électrons. Les GSH-Px sont 

également importants pour la protection de la membrane cellulaire contre la peroxydation 

lipidique. Le glutathion réduit donne des protons aux lipides membranaires et les protège 

des attaques oxydantes (Masella et al., 2005). Le GSH est un cofacteur de plusieurs 

enzymes détoxifiantes, comme le GSH-Px et la transférase, il protège les cellules contre 

l'apoptose en interagissant avec les voies de signalisation pro-apoptotiques et anti-

apoptotiques (Birben et al., 2012). 

IV. Microencapsulation 

L’encapsulation des protéines est un domaine de recherche très prometteur puisque 

de nombreuses protéines sont désormais disponibles grâce aux progrès récents de la 

biotechnologie. Cependant, leur utilisation à des fins thérapeutiques reste un défi dans le 

domaine de la nano et de la microencapsulation en raison de l'instabilité physique et 

chimique, de la protéolyse et de la courte demi-vie (Sanchez et al., 2003). L'encapsulation 

de protéines dans des systèmes polymères s'est avérée être une approche polyvalente pour 

protéger ces biomolécules, pour permettre leur délivrance prolongée et pour améliorer leur 

efficacité thérapeutique (Sinha et al., 2003). 
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IV.1. Définition 

La microencapsulation est une technique dans laquelle le matériau d'intérêt est revêtu 

d'au moins une couche de matériau de revêtement à l’échelle microscopique. Le matériau 

d'intérêt pour l’encapsulation est également connu sous le nom d'ingrédient actif, de noyau 

(Kuang et al., 2010), de remplissage ou de phase interne, tandis que le matériau de 

revêtement est connu comme agent d'encapsulation, matériau de paroi, capsule, membrane 

ou support et coque (Gibbs, Kermasha et al., 1999). Les produits encapsulés peuvent être 

produits sous différentes formes, telles que simple (une couche de matériau de revêtement) 

ou multi-paroi (plus d'une couche de matériaux de revêtement) (Kuang et al., 2010). 

Les buts de l’encapsulation peuvent être multiples : protéger une substance, masquer une 

odeur ou bien encore permettre de contrôler, de déclencher et/ou de cibler la libération 

d’un principe actif (Subtil et al., 2014). L’encapsulation s’applique à de nombreux 

domaines tels que l’agroalimentaire, la pharmacie, les cosmétiques ou bien encore les 

catalyseurs. Selon les propriétés d’usages recherchées des particules, les techniques 

d’obtention peuvent varier (Gharsallaoui et al., 2007). 

IV.2. Historique 

La première application des microparticules date des années 1950 quand Green et 

Schleicher ont encapsulé des particules de pigments dans des polymères naturels 

(protéine/gélatine et polysaccharide/gomme arabique) par coacervation complexe (Dubey 

et al., 2009). Dans les années 60s, l'encapsulation de cristaux liquides par la gélatine et la 

gomme d’acacia pour la production de matériaux pour écrans thermosensibles a été décrite 

par Fergason (Fergason et al., 1964). Au cours des dernières années, la microencapsulation 

s’est considérablement développée à l’échelle industrielle. Les microparticules ont des 

applications très variées, elles sont utilisées pour la production de textiles parfumés 

(Rodrigues et al., 2008) et de produits cosmétiques (El-Zawahry et al., 2007; Ge et al., 

2009), pour la protection des récoltes agricoles (Bingham et al., 2007; Stelinski et al., 

2007), dans l’agroalimentaire pour donner de nouvelles propriétés aux aliments 

(encapsulation d’arômes, colorants, épices) (Augusti et Hemar, 2009), mais aussi dans les 

produits phytosanitaires (Nordstierna et al., 2010; Scher et al., 1998) et dans le domaine de 

la médecine et de la pharmacie (Huang et al., 2007; Scalia et al., 2011). 
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IV.3. Types de microparticules 

Les microparticules synthétiques sont des systèmes colloïdaux développés 

principalement en vue de leur utilisation thérapeutique. Selon la nature des éléments qui les 

constituent et leur structure, il est possible de distinguer les liposomes, les microsphères, et 

les microcapsules (Andrieux et al., 2003). 

Les liposomes (Figure 26) sont de petites vésicules sphériques dont la paroi est constituée 

par une ou plusieurs bicouches phospholipidiques délimitant une cavité centrale contenant 

une phase aqueuse. Ils sont apparus il y a quarante ans grâce aux travaux de Bangham et al. 

(1965) et ont été les premiers à être utilisés comme vecteur de médicaments. Leur diamètre 

se situe dans un intervalle allant de 20 nm à 1 µm. Ils peuvent véhiculer des principes 

actifs de nature hydrophile, sous forme dissoute dans la phase aqueuse centrale, ou de 

nature hydrophobe par insertion de ces molécules dans la bicouche. Les liposomes 

présentent une bonne biocompatibilité en raison des matières premières qui les composent 

(phospholipides naturels, stérols, glycérolipides) et peuvent se comporter comme des 

formes médicamenteuses à libération contrôlée (Mourtas et al., 2007). Cependant, ces 

structures vésiculaires sont instables chimiquement (oxydation et hydrolyse des 

phospholipides) et physiquement (agrégation, fusion et perte du contenu) (Barenholz, 

2001). 

 

Figure 26. Structure d’un liposome (Rabeau, 2009). 

Les microcapsules, particules sphériques de type « cœur -membrane » ; le cœur est 

constitué de la substance active et la membrane de l’agent encapsulant qui forme 

l’enveloppe solide (Figure 27 A et 28 A), et les microsphères, le principe actif est soit 
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incorporé à l’intérieur du réseau polymère durant la formation des microsphères, soit 

adsorbé à leur surface par l’intermédiaire de liaisons de type hydrophobe, électrostatique 

ou covalente. Il est libéré par simple diffusion ou à la suite de la biodégradation du 

polymère dans l’organisme (Figures 27 A et 28 B) (Rabeau, 2009). 

                                           

 

Figure 27.  Structures d’une capsule (A) et d’une microsphère (B) (Rabeau, 2009). 

 

 

Figure 28. Images MEB de microcapsules (a) et de microsphères (b) (Rabeau, 2009). 

IV.4. Composés des microparticules 

Les constituants principaux d’une particule obtenue par microencapsulation sont la 

matière enrobante et la matière active. Afin d’améliorer la stabilité du système et/ou lui 

apporter des fonctionnalités désirées, des additifs peuvent également être ajoutés. Les 

constituants de microparticules le plus souvent utilisés sont présentés ci-dessous. 

A B 
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IV.4.1. Matière enrobante 

Le système enrobant joue un rôle principal sur l’efficacité, la stabilité des 

microparticules et sur le degré de protection de la matière active. En général, les critères de 

choix des matériaux enrobants sont basés sur leurs propriétés physico-chimiques (stabilité, 

humidité, pH, oxydation), thermiques et mécaniques. L’enrobage permet de modifier 

radicalement l’aspect du produit encapsulé : masquer le goût et l’odeur, changer l’état de 

surface, la solubilité, la rhéologie ou l’état fondamental, comme par exemple 

transformation des liquides ou des gaz en poudres fluides (Nesterenko, 2012). 

Tableau III : Exemples d'utilisation des polymères synthétiques comme matière enrobante 

en microencapsulation. 

Polymère Matière active Technique 

d'encapsulation 

Application Référence 

Acide 

polylactique/ 

Acide 

polylactique-co-

glycolique 

Principes 

actifs 

hydrophobes 

Atomisation 

coacervation 

gélification 

Technologie des 

fluides 

supercritiques 

Médicaments Wischke et al., 

2008 

Polystyréne Matériau à 

changement de 

phase 

Polymérisation 

en suspension 

Textile Sanchez et al., 

2007; 

Supsakulchai et 

al., 2003 

Poly(acrylate 

d'alkyl) 

Insuline Polymérisation 

en émulsion 

Médicaments Damge et al, 

1997; Tiarks et 

al., 2001 

Polyuréthane catalyseur Polymérisation 

interfaciale 

Catalyse Ley et al., 2003 

Ployacrylonitrile Hépatocytes Co-extrusion Biomédecine Aebischer et 

al.,1991; 

Honiger et al., 

2000 

Poly(éthylène 

glycol) 

Felodipine Enrobage en lit 

fluidisé avec 

CO2 

supercritique 

Médicaments Krober et al., 

2005; Chiou et 

al., 2006 

Selon le procédé utilisé, les polymères synthétiques sont largement utilisés comme matrice 

de microparticules. L’avantage des systèmes enrobants polymériques (à base des 

polymères naturels ou synthétiques) réside dans la possibilité de fonctionnalisation des 

chaînes ce qui permet l’obtention de nouvelles propriétés telles que la résistance aux 
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températures élevées et aux agents chimiques. Les particules enrobées par les polymères 

synthétiques sont généralement utilisées dans la médecine et la pharmacie. Par exemple, le 

polyacrylate est utilisé pour encapsuler le paracétamol (Benita et al., 1985), des cellules 

vivantes (Huang et al., 2007) ou des cellules endocrines (Scalia et al., 2011). D’autres 

exemples de polymères synthétiques utilisés pour protéger des composés actifs sensibles 

sont présentés dans le Tableau III. 

Les polysaccharides, les protéines d'origine végétale et les lipides ont largement fait leur 

preuve dans le domaine de la microencapsulation et sont d’usage courant dans de 

nombreux secteurs d’activité (cosmétique, textile, pharmacie, agroalimentaire) (caldero et 

al., 2011). L’avantage majeur de ces matériaux comme les lipides réside dans leur 

diversité, leur capacité à lier les arômes, une faible viscosité à une concentration élevée 

dans la solution, une bonne solubilité et un faible coût. Ils peuvent agir en tant que 

matériaux enrobants.  

Les protéines sont biocompatibles et biodégradables, la nature amphiphile des chaines 

protéiques permet d’encapsuler des matières actives hydrophobes ou hydrophiles ; la 

masse moléculaire élevée et la flexibilité de leurs chaînes permettent de bien enrober et de 

protéger la matière active. 

Les lipides amphiphiles, tels que les glycérides, les phospholipides et les glycolipides ont 

la possibilité de stabiliser des émulsions et de provoquer l’auto-assemblage des molécules 

dans les structures supramoléculaires (Augustin et al., 2009). Ces propriétés de surface 

permettent aux lipides amphiphiles de protéger les molécules sensibles (à l’oxydation, 

l’humidité, l’action des substances chimiques ou encore à pH du milieu), ainsi que de 

mieux disperser les molécules hydrophiles au sein de la préparation liquide. 

IV.4.2. Molécules encapsulées 

Les molécules encapsulées ou la matière active est la partie qui détermine 

l’utilisation suivante des microparticules produites. La nature des substances actives 

utilisées dans la microencapsulation est très variable. Parmi les ingrédients que l’on peut 

protéger et isoler se trouvent : 

• des arômes, des huiles essentielles et des substances aromatisantes volatiles 

((Dardelle et al., 2007; Given et al., 2009; Marcuzzo et al., 2010); 
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• des vitamines, comme l’acide ascorbique (vitamine C) (Wilson et Shah, 2007; 

Pierucci et al., 2006), le β-carotène (vitamine A) (Loksuwan et al., 2007), l’α-

tocophérol (vitamine E) (Somchue et al., 2009); 

• des lipides sensibles à l’oxydation tels que des acides gras polyinsaturés 

(Kapusniak et Tomasik, 2006); 

• des acides et bases alimentaires (acide citrique, bicarbonate de sodium) (Abbasi et 

al., 2009); 

• des additifs alimentaires (colorants, conservateurs) (Rascon et al., 2011); 

• des bactéries et des enzymes  (Kailasapathy,2002; Anjani et al., 2007); 

• des principes actifs pour l’industrie pharmaceutique (Huang et al., 2007; Scalia et 

al., 2010) ; 

• des principes actifs cosmétiques (Ge et al., 2009); 

• des minéraux (sels du calcium ou du fer) (Abbasi et Azari, 2011). 

IV.4.3. Additifs 

En plus du matériau enrobant et la matière active, des nombreux additifs sont ajoutés 

pendant la formulation afin de stabiliser certaines protéines. Parmi ces additifs souvent 

utilisés en microencapsulation nous pouvons citer les agents tensioactifs (Salaüna et 

al.,2011; Hirech et al., 2003), les agents antimicrobiens (Gharsallaoui et al., 2012; Wang et 

al., 2011) ou encore les agents réticulants (Lazko et al., 2004).  

Dans le cas de l’utilisation d’un principe actif hydrophobe, la stabilisation de l’émulsion, 

avant l’étape de microencapsulation, peut se faire en présence d’un agent tensioactif. Les 

surfactants utilisés pour stabiliser la phase huileuse de l’émulsion sont les oléates de 

sorbitane (Span) (Saihi et al., 2006; Gan et al., 2008), les polysorbates (Tween) (Krishnan 

et al., 2005; Shaikh et al., 2006), le polyricinoléate de polyglycérole et les copolymères à 

blocs (Synperonic) (Yoo et al., 2006; Hildebrand et al., 2000). Ces tensioactifs sont ajoutés 

dans les préparations liquides en faible quantité (de 0,5 % à 5 %). 

IV.5. Techniques d'encapsulation 

Les différentes méthodes de la microencapsulation ont été classifiées selon différents 

critères (Tableau IV) (Rabeau, 2009). Elles peuvent être classées selon : 

• L'utilisation ou non de solvants organiques ; 
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• La nature du milieu dispersant : liquide, gazeux, ou à l'état supercritique ; 

• Le composé employé pour obtenir la capsule : peuvent être utilisés des polymères 

préformés, des lipides ou des monomères (polycondensation interfaciale, 

polymérisation en milieu dispersé…) ; 

• La dernière classification repose sur le procédé selon lequel est réalisée la 

microencapsulation. 

Tableau IV : Classification des techniques d'encapsulation 

Types de 

procédé 

Mode d'encapsulation Gamme de tailles de 

microparticules 

obtenue 

Type de produit 

obtenu 

Procédés 

chimiques 

Polycondensation 

interfaciale 

2-2000µm Microcapsules 

 Polymérisation en milieu 

dispersé par voie 

radicalaire ou anionique 

 Microsphères 

Procédés 

physico-

chimiques 

Séparation de phases ou 

coacervation ( simple ou 

complexe) 

2-1200 µm Microcapsules 

Microsphères  

 Evaporation-extraction de 

solvant 

1-200  Microsphères 

 Gélification thermique 

d'émulsion (hot melt) 

1-201  Microsphères 

Procédés 

mécaniques 

Nébulisation/séchages(spra

y drying) 

1-202  Microsphères 

 Gélification ou congélation 

de gouttes (priling) 

1-203  Microsphères 

 Enrobage en lit fluidisé 

(spray coating) 

1-204  Microcapsules 

 Extrusion/sphéronisation 1-205  Microsphéres 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés uniquement à un des procédés physico-

chimiques qui est l'encapsulation par émulsion/évaporation ou extraction de solvant où une 

émulsion selon l’IUPAC, est une dispersion colloïdale d’un liquide sous forme de globules 

(phase dispersé ou discontinue) dans un autre liquide non miscible (phase dispersante ou 

continue) comme l’eau et l’huile, à laquelle on ajoute généralement un agent de surface de 

l’émulsion (Boris et al., 2007). 

La méthode de microencapsulation par évaporation/ précipitation de solvant est une 

méthode de microencapsulation physico-chimique qui est simple à mettre en œuvre mais 

est régie par des phénomènes complexes. Cette méthode repose sur le transfert puis 
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l’évaporation de la phase interne d’une pseudo-émulsion sous agitation (Benoit et al., 

2007). 

Le matériau enrobant, le plus souvent un polymère hydrophobe et biocompatible 

(biodégradable), est dissous dans un solvant organique et volatil. Ce solvant est 

partiellement ou totalement soluble dans la phase continue qui est le plus souvent de l’eau. 

Les molécules actives à encapsuler peuvent alors être dissoutes ou dispersées dans la 

solution organique. Ensuite, la phase organique est ajoutée au goutte à goutte, sous 

agitation, dans la phase dispersante contenant un surfactant (Li et al., 2008) ( Figure 29). 

 

Figure 29. Schéma du procédé d’encapsulation par précipitation/évaporation (Rabeau, 

2009). 

Les principaux avantages de la microencapsulation par évaporation/précipitation sont : 

• Un rendement d’encapsulation élevé, le taux d’encapsulation est d’autant plus élevé 

que les molécules actives sont hydrophobes, 

• La facilité de mise en œuvre, 

• Un faible coût de mise en place de l’installation. 

IV.6. Domaines d'application de la microencapsulation 

Selon les molécules encapsulées, des applications sont envisagées dans de nombreux 

domaines : l'agriculture, la santé, l’industrie, etc...  Dans le tableau V sont énumérés 

quelques exemples de composés encapsulés selon le domaine d’application (Finch et al., 

2000). 
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Tableau V : Applications de la microencapsulation 

Domaine d’application Exemples de composés encapsulés 

Pharmacie et médical Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins, bactéries, 

vitamines, minéraux, antigènes, anticorps... 

Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents 

bronzants, crèmes solaires, colorants capillaires... 

Alimentaire  Huiles essentielles, graisses, épices, aromes, vitamines, 

minéraux, colorants, enzymes, levures, micro organismes.... 

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones 

végétales.... 

Biotechnologie Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules vivantes, 

cellules artificielles, cultures tissulaires, composés 

nutritionnels... 

Chimie Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau (plâtre et 

béton), inhibiteurs de corrosion, retardateurs d'incendie, 

colorants et pigments, agents UV protecteurs, parfums, huiles 

essentielles, agents lubrifiants.... 

Détergents Adoucissants, antistatiques, agents décolorants, agents 

moussants, silicones, cires, détachants... 

Textile 

 

Colorants, parfums, pigments, bactéricides, fongicides, 

répulsifs d'insectes, agents antistatiques, retardateurs 

d'incendie, agents imperméabilisants, adhésifs, composés 

bioactifs médicaux, composés bioactifs cosmétiques 

Traitement des déchets Microorganismes, substrats, détoxifiants, déchets industriels à 

risques, déchets radioactifs.... 

IV.7. Microencapsulation des enzymes 

Les applications industrielles des enzymes en solution se trouvent parfois 

considérablement limitées par leur prix de revient et leur relative instabilité du fait de leur 

nature protéique (sensibles à la température, au pH, aux ions). En solution, même si 

l’activité de l’enzyme est suffisante, sa récupération après utilisation nécessite un 

processus de purification long et coûteux. Par conséquent, ces enzymes sont perdues une 
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fois la réaction effectuée : elles ne sont pas utilisables pour d’autres cycles de production. 

L’immobilisation des enzymes sur des supports solides, en augmentant leur stabilité 

opérationnelle et en permettant l’utilisation de réacteurs en flux continu qui permet de 

contourner cette difficulté (Marouf et Tremblin, 2016).  

Plusieurs études ont été réalisées par des stratégies d'encapsulation des enzymes 

différentes, en utilisant différents types de polymères (Tableau VI).  

Tableau VI : Exemples sur l'encapsulation des enzymes  

Protéine/Enzyme Méthode Polymère Type de 

capsule 

Référence 

Superoxide 

dismutase(SOD) 

Double emulsion 

Evaporation de solvant 

Polycaprolactone 

(PCL) 

Nanosphére Singh et al., 2013 

Peroxydase de 

raifort 

Double emulsion 

Evaporation de solvant 

Alginate Microsphéres Santos et al., 2014 

Lipase Double emulsion 

Evaporation de solvant 

Polycaprolactone 

(PCL) 

Nanofibres Song et al., 2012 

manganèse 

peroxydase 

polymerization/cross-

linking in aqueous 

droplets 

poly(N-

isopropylacrylamide) 

Microsphére Schachschal et al., 

2011 

lysozyme Extraction/évaporation 

à double émulsion-

solvant 

poly(D,L-lactide-co-

glycolide) (PLGA) 

Microsphére Kang et al., 2002 

Catalase(CAT) Double emulsion 

Evaporation de solvant 

Polycaprolactone 

(PCL) 

Nanosphére Singh et al., 2013 

α-chymotrypsin Double émulsion 

Evaporation de solvant 

poly(glycerol 

adipate) (PGA) et 

poly(glycol adipate-

pentadecalactone) 

microparticules  Gaskell et al., 

2008 

β-galactosidase Atomisation calcium alginate et 

sodium alginate 

Microcapsules Estevinho et al.,  

2015 

IV.8. Stabilité des protéines dans des systèmes polymériques particulaires 

Les microparticules ont largement été utilisées en tant que systèmes polymériques 

particulaires à libération contrôlée dans le but d’administrer des protéines. Cependant, les 

protéines sont des molécules fragiles et peuvent subir une dénaturation physique ou une 

dégradation chimique durant la formulation, la libération et le stockage de ces systèmes. 

Ainsi, la conservation de la stabilité des protéines dans des microparticules de système 

polymériques reste un défi majeur (Mohammadi-Samani et Taghipour, 2015 ; Teekamp et 

al., 2015). 
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IV.8.1. Stabilité des protéines durant la formulation 

La présence de l’interface eau/huile dans la méthode d’émulsion huile/eau (H/E) ou 

eau/huile/eau (E/H/E) entraîne la déstabilisation de la protéine. Etant dissoute dans la 

phase aqueuse, la protéine est plus flexible mais aussi plus réactive et pourrait s’adsorber et 

s’agréger à l’interface eau/huile du fait de sa nature amphiphile (Kwon et al., 2001; van de 

Weert et al.,2000). La protéine pourrait également être dénaturée à cause de la force de 

cisaillement exercée lors de la préparation de l’émulsion initiale eau/huile (E/H) (Morlock 

et al., 1997). La sonication utilisée lors de certains procédés d’émulsification pourrait 

provoquer la dénaturation de la protéine du fait de l’extrême température pouvant survenir 

localement (Zambaux et al., 1999). De plus, les interactions hydrophobes entre le polymère 

et la protéine durant la formulation posent un problème de stabilité car la protéine est 

capable de s’adsorber sur le polymère et pourrait se dénaturer (Butler et al., 1999). En 

outre, le pH, la force ionique et la polarité du solvant jouent un rôle important sur 

l’adsorption de la protéine. Un pH proche du point isoélectrique (Pi) favorise ce 

phénomène à cause de la neutralité de la protéine (Gaspar et al., 1998). L’augmentation de 

la force ionique et l’utilisation des solvants plus polaires induisent également plus 

d’adsorption (Tsai et al., 1996). Dans une étude, l’acétate d’éthyle, étant moins polaire que 

le dichlorométhane, provoque moins d’interactions avec le polymère ce qui fait de lui un 

solvant plus intéressant pour les procédés de formulation en termes de stabilité des 

protéines (Sturesson et Carlfors, 2000). 

IV.8.2. Stabilité des protéines durant la libération 

La libération de la protéine à partir de systèmes polymériques particulaires dans des 

conditions physiologiques est souvent caractérisée par une libération précoce suivie par 

une libération lente et incomplète. De nombreux mécanismes tels que l’agrégation 

covalente ou non covalente, l’hydrolyse et l’adsorption non-spécifique sont responsables 

de l’instabilité de la protéine dans les particules de polymère durant la libération. En effet, 

l’humidité captée par le polymère pendant l’incubation dans le milieu de libération 

augmente la mobilité et la flexibilité de la protéine ce qui facilite son agrégation dans la 

matrice polymérique et entraîne une libération incomplète (Lucke et al., 2002). L’humidité 

résiduelle dépend de la nature du polymère (ratio des acides lactique/glycolique, masse 

molaire…) et des excipients ajoutés dans la matrice polymérique (PEG, surfactants, sels...). 

En outre, l’instabilité de la protéine pourrait résulter de l’acidification dans ces systèmes 
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polymériques due aux produits de dégradation de polymère pendant l’incubation. Cela 

contribuerait à l’agrégation et à la dégradation chimique par acylation ou désamination 

entraînant une libération incomplète de la protéine (Tran et al., 2012). Cependant, 

l’acidification au sein des particules dégradées dépend de nombreux paramètres tels que le 

type de polymère, la durée d’incubation, la taille et la porosité des particules de polymère, 

les excipients ajoutés, etc…. D’autre part, l’adsorption de protéines sur le polymère due 

aux interactions hydrophobes joue aussi un rôle important vis-à-vis de la libération 

incomplète (Paillard-Giteau et al., 2010; Kim et Park, 1999).  

IV.8.3. Stabilité des protéines durant le stockage 

L’instabilité des protéines dans des microparticules de polymère durant le stockage 

est mineure en comparaison avec l’instabilité survenant lors de la formulation ou de la 

libération. Cependant, l’humidité résiduelle dans ces systèmes pendant le stockage est 

critique du fait qu’elle favorise l’hydrolyse de polymère entraînant des acides lactique et 

glycolique, ce qui abaisse le pH et ainsi déstabilise la protéine (Shao et Bailey, 2000). De 

plus, l’humidité résiduelle dans ces systèmes particulaires induit l’agrégation de la protéine 

par dimérisation covalente durant le stockage entraînant une libération incomplète. 



 

 

 

Matériel et Méthodes 

 

 



                                                                                                                             Matériel et méthodes 

55 

 

 Dans cette partie de la thèse, nous décrivons le matériel utilisé pour l’extraction 

jusqu’à la caractérisation des échantillons élaborés. 

I. Matériel et produits chimiques 

Les produits utilisés lors des expériences sont : 

Guaiacol (2-méthoxyphénol) (Sigma), pyrogallol (1,2,3-trihydroxybenzène); 

catéchol (1,2-dihydroxybenzène), anisole (méthoxybenzène); albumine sérique 

bovine (BSA), Comassie bleu brillant R250 (Bio-Rad). 2,2'-azino-bis (acide 3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS), L'acide poly-lactique (PLA; PM: 150 

000 g/mol, densité: 1,21 g/cm3), l'alcool polyvinylique (PVA; PM, 13 000–23 000 

g/mol). Les tampons utilisés étaient A: tampon MES 50 mM contenant 2 mM 

MnSO4 à pH 6, B: tampon HEPES 50 mM contenant NaCl 25 mM à pH 6,4, C: 

tampon MOPS 25 mM à pH 7,1, D: tampon phosphate 100 mM pH 6,5 contenant 

1% (p/v) de polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), E: tampon phosphate de sodium 

200 mM à pH 6,6, et F: tampon phosphate 50 mM à pH 7,4. 

L’appareillage utilisé pour les différentes caractérisations sont : 

• Les protéines marqueurs et supports de chromatographie utilisés pour la purification 

sont : Sephacryl S-200 haute résolution (HR) (2,5 cm x 150 cm), la colonne Mono 

Q-Sepharose (2,6 cm × 50 cm) de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, 

Suède) et la colonne HPLC Shodex Protein® WK-802.5 (8 mm × 300 mm) 

provient de Showa Denko KK (Kawasaki, Japon). 

• Analyseur de protéines utilisant un système de séquenceur de protéines automatisé en 

phase gazeuse (modèle 473A, ABI) a été fourni par Applied Biosystems (Foster 

City, Californie). 

• Thermobalance simultanée (LINSEIS STA PT 1600, Allemagne) pour L'analyse 

thermogravimétrique (ATG) de polymère PLA et les microcapsules ; 

• Spectrométrie infrarouge à transformée Fourier pour l’identification des groupements 

et les liaisons entre les molécules formées (IR Affinity-1. CE, Shimadzu, Japon) ; 

• Microscopie électronique à balayage pour la morphologie des molécules (S-800 

Hitachi, Japon) ; 
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• Ultra-turrax pour la dispersion des peroxydases (T-25 basic IKA-WERK, 

Allemagne) ; 

• Centrifugeuse pour la séparation des phases des extraits (Sigma 2–16K, Sartorius, 

Allemagne) ; 

• Lyophilisateur pour le séchage à froid des poudres prépares (Alpha1-4 LD Plus, 

Christ, Osterode am Harz, Allemagne) ; 

• Spectrophotométrie UV-visible pour la détermination de l’activité enzymatique et 

d’autres dosages (Shimadzu UV-2700 ; Kyoto, Japon). 

II. Caractérisation et optimisation des conditions réactionnelles de l'extrait du navet 

blanc 

II.1. Matériel végétal : La présente étude s’est portée sur la variété de navet Brassica 

rapa.L provenant du marché local de la ville de Béjaia. Ce légume a été lavé avec de l’eau 

courante afin d’éliminer les traces de poussières, puis les tiges de navet ont été séparées 

des racines qui sont utilisées dans cette étude. Les racines du navet sont râpées puis 

congelées pendant 48 h avant la lyophilisation. L’échantillon lyophilisé en poudre est 

conservée à la température de - 20 °C. 

II.2. Paramètres physique-chimiques  

Dans ce travail, les caractéristiques physico-chimiques ont été réalisées sur la variété de 

navet blanc. 

II.2.1. Humidité : La teneur en humidité a été déterminée en séchant l'échantillon à 

poids constant dans un four à 70 °C jusqu’à la stabilisation du poids (Martinez et al., 

2010). 

La mesure du pourcentage d'humidité est calculée par l'équation : 

𝑷𝒐𝒖𝒓𝒄𝒆𝒏𝒕𝒂𝒈𝒆 𝑫′𝒉𝒖𝒎𝒊𝒅𝒊𝒕é(%) =
𝑷𝟏 − 𝑷𝟐

𝑷𝟏 − 𝑷𝟑
× 𝟏𝟎𝟎 

P1 : le poids de l’échantillon frais + le poids de la boite pétri ; 
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P2 : le poids de l’échantillon après séchage + le poids de la boite pétri ; 

P3 : le poids de la boite pétri vide. 

II.2.2.  pH et acidité : Le pH de la racine du navet est mesuré à l’aide d’un pH-mètre 

(HANNA instruments, Romania). Pour l’acidité, le jus d'échantillon a été dilué (1/5) 

puis titré à l’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) (0,01 N) en présence 

d’un indicateur coloré (phénolphtaléine) jusqu’à apparition d’une coloration rose 

(Martinez et al., 2010). L’acidité du jus de navet est exprimée en gramme d’acide 

citrique par litre de jus selon l’équation suivante : 

𝑳′𝒂𝒄𝒊𝒅𝒊𝒕é(𝒈/𝑳) =
𝑪𝑵𝒂𝑶𝑯 × 𝑽𝑵𝒂𝑶𝑯 × 𝑴𝑴

𝑷𝒓𝒊𝒔𝒆 𝒅′𝒆𝒔𝒔𝒂𝒊
 

C NaOH : concentration de la solution de soude (0,01 mol/L) ; 

V NaOH : volume de la soude ajouté (mL) ; 

Prise d’essai : masse de l’échantillon utilisé pour le test ; 

MM : masse molaire de l’acide citrique (192,124 g/mol). 

II.2.3. Cendres : La teneur en cendres a été déterminée selon le protocole défini par 

Martinez et collaborateurs (Martinez et al., (2010) avec quelques modifications, soit, 3 

g de l'échantillon de navet est mis dans un four à moufle (Nabertherm, Germany) à 500 

°C pendant 3h30.  

La formule suivante a permis de calculer la teneur en cendres : 

𝑪𝒆𝒏𝒅𝒓𝒆𝒔 (%) =
𝑷𝑩𝑺

𝑷𝑩𝑯
× 100 

PBS : poids sèche (g) ; 

PBH : poids de la base humide (g). 

II.2.4. Brix : Le pourcentage du Brix est défini comme étant le taux de matière sèche 

soluble exprimé en g pour 100 g de l’extrait de navet. Le Brix est déterminé par lecture 

directe à l’aide d’un réfractomètre d’ABBE (ABBE type refractometer) (Martinez et 

al., 2010). 
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II.2.5. Sucres totaux : Les sucres totaux sont extraits en mélangeant 1 g d’échantillon 

frais avec 10 mL d’acide sulfurique (0,5 M), puis le mélange est incubé à 105 °C 

pendant 3 heures. 

Le dosage des sucres consiste à ajouter un volume de 0,3 mL du mélange précèdent 

à 0,3 mL de phénol (5%) et 1,5 mL d’acide sulfurique concentré. Après incubation 

pendant 5 min à 105 °C, les absorbances sont mesurées à 490 nm par 

spectrophotomètre ultra-violets (SECOMAM, France) (Dubois et al., 1956). Les 

teneurs en sucres totaux sont exprimées en mg équivalent de glucose par 100 g de 

matière fraiche. 

II.2.6. Protéines : Les protéines sont extraites en mélangeant 50 g d’échantillon dans                   

50 mL d’eau distillée, puis centrifuger à 5000 tr/min pendant 10 minutes, et récupérer 

le surnageant par filtration. 

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976). 

En mélangeant 200 µL de l’extrait avec 2,5 mL du réactif de Bradford. Après 

agitation, le mélange est incubé pendant 10 min à l’obscurité. Utilisant le sérum 

albumine bovine (BSA) comme standard. Les absorbances sont mesurées à 595 nm. 

La teneur en protéines est exprimée en mg équivalent de BSA par 100 g de matière 

fraiche. 

II.3. Optimisation des paramètres de dosage de l'activité enzymatique des 

peroxydases 

II.3.1. Préparation de l'extrait enzymatique : Les racines de navet ont été lavées et 

broyées, l'homogénat brut a été préparé avec 400 mL de solution tampon de phosphate 

citrate (0,5 M, pH 6,0) et homogénéisé par ultra-turrax pendant 2 min. L'homogénat a 

été centrifugé à 5000 tr/min pendant 20 min, et le surnageant contenant des 

peroxydases a servi d'extrait enzymatique utilisé dans l'étude préliminaire de 

l'optimisation du dosage de l'activité peroxydases et pour les étapes ultérieures de la 

purification de l'enzyme. 

II.3.2. Effet du pH : L'activité du POD a été déterminée à des valeurs de pH de 3, 4, 

5,6,7, 8 et 9 en utilisant une solution tampon de phosphate de citrate 0,5 M. L'effet du 
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pH sur l'activité du POD a été déterminé en utilisant un mélange réactionnel contenant 

50 µL de gaïacol, 25 µL de H2O2 et 25 mL de tampon phosphate citrate (0,5 M) avec 

différents niveaux de pH 3,0 à 9,0 et 20 µL d'extrait enzymatique. 

II.3.3. Effet de la température : La solution du mélange réactionnel qui contient 50 

µL de gaïacol, 25 µL de H2O2 et 25 mL de solution tampon de phosphate citrate (0,5 

M, pH 6,0) a été incubée 10 min à différentes températures allant de 5 °C à 70 °C avant 

l'addition de l'extrait enzymatique. Des mesures spectrophotométriques UV ont été 

effectuées chaque min pour déterminer l'effet de la température sur l'activité de la 

peroxydase du navet. 

II.3.4. Effet de la force ionique : L'effet de la force ionique sur l'activité du POD a été 

déterminé en mesurant l'activité de l'enzyme avec différentes concentrations de NaCl 

(0,5-2 M) dans une solution tampon de phosphate citrate pH 6,0 (0,5 M) à une 

concentration fixe de gaïacol et de H2O2. 

II.3.5. Détermination de l'activité peroxydase : L'activité peroxydase est déterminée 

selon la méthode de Lobarzewski (Lobarzewski et al., 1990) par lecture au 

spectrophotomètre UV-visible d'absorbance de tétra-gaïacol qui a été mesurée à 470 

nm (ɛ 470 nm = 26,6 mM-1cm-1) en présence de gaïacol et de peroxyde d'hydrogène en 1 

minute (Lobarzewski et al., 1990). L'activité enzymatique a été déterminée en utilisant 

980 µL de mélange réactionnel contenant 100 µL de gaïacol (45 mM), 50 µL de H2O2 

(22,5 mM) et 50 mL de solution tampon de phosphate de citrate (0,5 M) en plus de 20 

µL d'extrait enzymatique. Une unité d'activité enzymatique (U/mg) a été définie 

comme la quantité d'enzyme qui catalyse la production de 1 µmol de tétraguaiacol par 

minute dans les conditions du test (Shih et al., 1971). Les absorbances ont été lues par 

un spectrophotomètre UV-vis. L'activité enzymatique a été calculée selon la formule 

suivante : 

𝑨𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒆 𝒆𝒏𝒛𝒚𝒎𝒂𝒕𝒊𝒒𝒖𝒆 (𝑼/𝒎𝑳) = 𝑽𝒕 × 𝒎/𝜺 × 𝑫 × 𝑽 

Vt, m, ε, D et V sont le volume total de la réaction (mL), masse de l'échantillon, le 

coefficient d'extinction molaire (26600 M-1 cm-1), la distance du passage de la lumière, et 

le volume de l'enzyme (mL), respectivement. Une unité d'activité peroxydase a été définie 
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comme la quantité d'enzyme nécessaire pour catalyser l'oxydation de 1 µmol de gaïacol par 

minute dans les conditions expérimentales utilisées. 

II.3.6 Optimisation de l'activité enzymatique avec la méthodologie des surfaces de 

réponse 

a. Conception expérimentale : Dans cette partie, nous avons utilisé le plan 

expérimental de Box-Behnken qui comprenait trois variables et trois niveaux 

factoriels. Les variables indépendantes utilisées étaient le pH (x1), la température 

(x2 ; °C) et la concentration en NaCl (x3 ; moL / L), tandis que la réponse variable 

dépendante était l'activité de la peroxydase. Les résultats de l'optimisation de 

l'activité POD par méthodologie de séquence ont été utilisés pour les niveaux des 

trois paramètres : pH (0,5-1,5), température (25-35 °C) et concentration en NaCl 

(5-7M) pour l'optimisation avec RSM. 

b. Construction et validation du modèle : La procédure de régression de surface de 

réponse de JMP 10 (système d'analyse statistique Inc., SAS) a été utilisée pour 

analyser les données expérimentales. La qualité des modèles mathématiques a été 

évaluée par l'ANOVA, les données expérimentales ont été ajustées à un modèle 

polynomial de second ordre et les coefficients de régression utilisés dans l'analyse 

de la surface de réponse ont été obtenus selon l'équation générale suivante 

(équation 1). 

   𝑦 = 𝛼0 + ∑ 𝛼𝑖𝑥𝑖 + ∑ 𝛼𝑖𝑖𝑥𝑖
23

𝑖=1
3
𝑖=1 + ∑ ∑ 𝛼𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

3
𝑗=1

3
𝑖=1 (𝑖 ≠ 𝑗)    (𝐸𝑞. 1)  

Où α0, αi, αii et αij sont les coefficients de régression pour les termes d'interception, 

linéaire, quadratique et d'interaction, respectivement ; xi et xj sont les variables 

indépendantes. 

Les données expérimentales ont ensuite été ajustées au modèle de régression 

sélectionné pour parvenir à une bonne compréhension de la corrélation entre chaque 

facteur et les différentes réponses. Les conditions optimales de l'activité peroxydase 

du navet dépendaient du pH, de la température, du tampon de réaction et de la 

concentration de NaCl, ces valeurs de paramètres ont été obtenues en utilisant 

l'équation prédictive de RSM. Les valeurs expérimentales et prédites des réponses 

ont été comparées afin de déterminer la validité du modèle. Une méthodologie de 
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surface de réponse basée sur une conception de Box-Behnken (BBD) pour la 

détermination de l'activité POD a été réalisée pour optimiser le processus. Les 

niveaux de facteur ont été codés comme + (faible), 0 (point central ou milieu) et - 

(élevé). La conception expérimentale a été réalisée en double et les résultats de 30 

essais sont indiqués dans le tableau VII. 

Tableau VII : Facteurs et niveaux pour la méthodologie de surface de réponse de la 

matrice de conception de Box-Behnken (en niveaux codés et non codés de trois variables), 

avec les valeurs de réponse expérimentales (observées) et prédites. 

Numéro des essais 
Niveaux des variables Activite Enzymatique 

x1 x2 x3 Observe Prédicte 

1 5 (-) 25 (-) 1 (0) 1725,854 1601,069 

2 7 (+) 25 (-) 1 (0) 2154,853 2049,225 

3 5 (-) 25 (-) 1 (0) 1725,854 1601,069 

4 7 (+) 25 (-) 1 (0) 2154,853 2049,225 

5 5 (-) 30 (0) 1,5 (+) 2751,505 2634,364 

6 7 (+) 35 (+) 1 (0) 1291,925 1367,333 

7 6 (0) 30 (0) 1 (0) 4063,155 4009,188 

8 6 (0) 25 (-) 1,5 (+) 2100,611 2388,734 

9 6 (0) 30 (0) 1 (0) 4003,983 4009,188 

10 6 (0) 25 (-) 0,5 (-) 2085,818 2137,997 

11 7 (+) 35 (+) 1 (0) 1324,799 1367,333 

12 6 (0) 30 (0) 1 (0) 3872,489 4009,188 

13 6 (0) 30 (0) 1 (0) 4018,776 4009,188 

14 6 (0) 30 (0) 1 (0) 4092,741 4009,188 

15 5 (-) 35 (+) 1 (0) 1727,498 1851,206 

16 5 (-) 30 (0) 0,5 (-) 2118,692 1973,034 

17 6 (-) 25 (-) 1,5 (0) 1469,442 1601,069 

18 5 (-) 35 (+) 1 (0) 1763,659 1851,206 

19 5 (-) 30 (0) 0,5 (-) 1750,509 1973,034 

20 6 (0) 35 (+) 1,5 (+) 2087,462 2327,446 

21 7 (+) 30 (0) 0,5 (-) 1840,911 2211,178 

22 6 (0) 35 (+) 1,5 (+) 2608,506 2327,446 

23 7 (+) 30 (+) 0,5 (-) 2411,265 2211,178 

24 6 (0) 25 (-) 0,5 (-) 2149,100 2137,997 

25 5 (-) 30 (0) 1,5 (+) 2687,402 2634,364 

26 6 (0) 35 (+) 0,5 (-) 1880,359 1767,528 
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Numéro des essais 
Niveaux des variables Activite Enzymatique 

x1 x2 x3 Observe Prédicte 

27 6 (0) 35 (+) 0,5 (-) 1942,819 1767,528 

28 7 (+) 30 (0) 1,5 (+) 2342,231 2360,504 

29 7 (+) 30 (0) 1,5 (+) 2455,644 2360,504 

30 6 (0) 30 (0) 1 (0) 4003,983 4009,188 

x1, pH du milieu réactionnel; x2, température du milieu réactionnel (°C); x3, concentration 

de NaCl (M); l'activité de la peroxydase a été exprimée en U/mg, 

II.4. Purification de l'extrait enzymatique du navet  

II.4.1. Préparation de l'extrait brut : Une masse de 200 g de racines de navet a été 

homogénéisée par ultra-turrax à 4°C, dans le tampon phosphate citrate 100 mM pH 6,5 

contenant 1% (p/v) de polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). Pour éliminer les particules 

solides fibreuses en suspension, le mélange d'homogénat a été rapidement filtré sur du 

coton et centrifugé (Maciel et al., 2007), Le surnageant a été utilisé comme solution de 

l'extrait enzymatique riche en peroxydases, 

II.4.2. Fractionnement au sulfate d'ammonium : Un volume de 400 mL de l'extrait 

enzymatique brut contenant 950000 unités a été fractionné de manière différentielle via 

un sel de sulfate d'ammonium (NH4)2SO4, Le sel a été ajouté à l'extrait sous agitation 

constante pendant une nuit à froid (dans de la glace) pour une précipitation complète 

des protéines, L'extrait brut a été porté à 30% de saturation en (NH4)2SO4 en ajoutant 

lentement 176 g/L en poudre de (NH4)2S04 sous agitation, On a laissé la solution 

reposer pendant 1 h et le précipité formé a été éliminé par centrifugation, Le fluide 

surnageant a ensuite été amené à une saturation de 80% (NH4)2S04 (351 g/L) et le 

précipité qui contenait une activité enzymatique a été dissous dans le tampon HEPES 

50 mM contenant NaCl 25 mM à pH 6,4, La matière insoluble a été éliminée par 

centrifugation, Les fractions collectées avec une précipitation sélectionnée de 30 à 80% 

de saturation ont été analysées pour l'activité peroxydase, la teneur totale en protéines 

et l'activité spécifique, 

II.4.3. Chromatographie par filtration sur gel : un volume de 30 mL du surnageant a 

été chargé sur une colonne Sephacryl S-200 HR qui a été pré-équilibrée avec le tampon 
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HEPES 50 mM contenant NaCl 25 mM à pH 6,4. L'élution de la peroxydase a été 

réalisée avec le même tampon à un débit de 1 mL/min. Les fractions contenant les 

peroxydases (éluées à 1,2 volume vide) ont été rassemblées. La concentration en 

protéines et l'activité enzymatique ont été déterminées. 

II.4.4. Chromatographie d'échange d'anions : Les fractions rassemblées de la 

colonne Sephacryl S-200 HR ont été appliquées à un échangeur d'anions Mono Q-

Sepharose équilibré avec tampon C. La colonne a été lavée abondamment avec du 

tampon C jusqu'à ce que l'absorbance de l'effluent à 280 nm (A280 nm) soit nulle, 

Aucune activité peroxydase n'a été détectée dans le flux de lavage. L'élution a été 

induite avec un gradient linéaire (650 mL de 0 à 500 mM) dans le tampon MOPS 25 

mM à pH 7,1, à une vitesse de 0,5 mL/min. Les fractions ont été collectées 

manuellement et évaluées pour la présence de protéines en mesurant l'absorbance à 280 

nm et en déterminant l’activité peroxydase à 470 nm. L'activité peroxydase a été éluée 

entre 150 et 220 mM NaCl. Les fractions regroupées contenant les peroxydases ont été 

concentrées (Amicon 30-kDa), lyophilisées, puis utilisées pour la caractérisation 

enzymatique, 

II.4.5. Concentration par ultrafiltration : La technique présente l'avantage à la fois, 

de concentrer et de dessaler une solution protéique à l'aide des tubes Amicon (Millipore 

PM 10Kd) permettant d'éliminer les sels. Les protéines collectées ont été ultra-filtrés 

séquentiellement en utilisant une unité d'ultrafiltration Millipore à travers des 

membranes de cellulose avec différentes limites de poids moléculaire (MW) ( Zhou et 

al., 2012). 

II.4.6. Détermination de la concentration protéique : La concentration en protéines 

à chaque étape de la procédure de purification a été déterminée sur la base de la 

méthode de Bradford, en utilisant le dosage de protéine avec BSA comme standard. 

L'absorbance a été mesurée à 595 nm (A595 nm) (Bradford, 1976), 

II.4.7. Méthodes analytiques : Le poids moléculaire de la sous-unité de l'enzyme 

peroxydase purifiée a été estimé par électrophorèse sur gel de dodécylsulfate de 

sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) dans des conditions réductrices (Laemmli, 

1970). Des bandes de protéines ont été colorées avec du bleu brillant de Coomasie 
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R250, Dans les conditions non réductrices (natives), le poids moléculaire de 

peroxydase a été résolu par rapport aux marqueurs protéiques standard et confirmé par 

chromatographie par filtration sur gel d'exclusion de taille en utilisant une colonne 

HPLC Shodex Protein® WK-802,5, pré-équilibrée avec le tampon (Allala et al,, 2019), 

L'analyse zymographique de l'activité peroxydase a été réalisée en incubant des gels 

SDS pendant 30 min dans un mélange constitué de 28 mL de tampon MES 50 mM 

contenant 2 mM MnSO4 à pH6, 1 mL de gaïacol 200 mM et 1 mL de 500 mM H2O2, 

Les gels colorés ont finalement été lavés avec de l'eau bidistillée. Les bandes TRP 

spécifiques ont été électro-transférées sur une membrane de transfert de difluorure de 

polyvinylidène et les résidus N-terminaux ont été identifiés par dégradation d'Edman 

avec un séquenceur de protéines automatisé ABI, 

II.5. Caractérisation spectrale et physico-chimique des peroxydases des racines du 

navet blanc purifié. 

II.5.1. Test spectral : Le spectre d'absorption de 200 à 700 nm de peroxydase du navet 

purifié a été enregistré sur un spectrophotomètre UV-vis à température ambiante (23 ± 

2 °C). La réduction enzymatique a été obtenue par le dithionite de sodium. La teneur en 

protohème a été déterminée par la méthode pyridine ferro-hémochrome (Yumoto et al., 

2000). La teneur en hème a été calculée sur la base du coefficient d'extinction (34 500 

M-1 cm-1) de l'hémochrome b de pyridine,  

II.5.2. Analyse par spectroscopie FT-IR : L'utilisation de la technique FT-IR vise à 

analyser les fonctions chimiques présentes dans l'échantillon en détectant les vibrations 

caractéristiques des liaisons chimiques. L’extrait enzymatique du navet a été analysé 

avec FTIR (spectromètre IR Affinity-1 CE, Shimadzu, Japon), Le spectre de 

transmittance a été enregistré par balayage dans la plage de 400 à 4000 cm-1,  

II.5.3. Effet de la concentration de H2O2 : L'effet de la concentration de H2O2 sur 

l'activité catalytique de la peroxydase de navet purifié a été étudié en faisant varier la 

concentration de H2O2 dans les conditions expérimentales, Le taux de génération de 

couleur a été surveillé à 470 nm et converti en activité apparente, qui a ensuite été 

exprimée en activité relative par rapport à celle mesurée dans les conditions de dosage 

standard décrites ci-dessus,  
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II.5.4. Effets de différents inhibiteurs et ions métalliques sur la stabilité de la 

peroxydase du navet : Les effets des inhibiteurs et des réactifs de la protéine hème ont 

été étudiés à l'aide d'azide de sodium (NaN3), de cyanure de potassium (KCN), de L-

cystéine, d'hydroxylamine, d'iodoacétamide, d'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoïque 

(DTNB), de SDS, de β-mercaptoéthanol (β-ME) et DL-dithiothréitol (DL-DTT). 

L'activité de peroxydase restante a été mesurée après la préincubation avec chaque 

inhibiteur pendant 1 h à 55 °C.  

II.5.5. Effets de différents pH sur l'activité et la stabilité de la peroxydase du navet 

: L'activité de la peroxydase purifiée a été mesurée à partir une gamme de pH de 2 à 11 

à 55 °C en utilisant du guaiacol, Sa stabilité au pH a été déterminée par pré-incubation 

dans des solutions tampons de 4 à 8 à 30 °C pendant 12 h. Des aliquotes ont été 

prélevées et l'activité enzymatique résiduelle a été déterminée dans des conditions 

optimales. Les systèmes tampons, complétés avec 2 mM de MnSO4, ont été utilisés à 

50 mM (Jaouadi et al,, 2014). 

II.5.6. Effets de différentes températures sur l'activité et la stabilité de la 

peroxydase du navet : L'effet de la température sur l'activité peroxydase a été vérifié à 

des température allant de 30-80 °C et à pH 6 pendant 5 minutes en utilisant du 

guaiacol, Sa stabilité thermique a été déterminée par incubation à 40, 50 et 60 °C et pH 

6 pendant 12 h avec et sans 2 mM de MnSO4, Le peroxydase non chauffé a été 

considéré comme un témoin (100%) comme décrit ailleurs (Rekik et al., 2019), 

II.5.7. Mesures cinétiques : Les paramètres cinétiques ont été évalués sur la base des 

taux des activités initiaux des peroxydases du navet (TRP) purifiées et de raifort 

(HRP), en utilisant le gaïacol, le pyrogallol, le catéchol et l'anisole, Les valeurs de pH 

et de température utilisées dans l'étude cinétique ont été ajustées aux conditions 

optimales pour chaque enzyme (TRP à pH 6 et 55 °C et HRP à pH 7 et 40 °C), La 

réaction a été réalisée à différentes concentrations de substrat allant de 1 à 50 mM, 

pendant 2 minutes dans un tampon avec des concentrations enzymatiques constantes à 

un volume final de 1 mL. Les constantes cinétiques apparentes, les valeurs Km et 

Vmax ont été estimées par des graphiques Lineweaver – Burk et calculées à l'aide du 

logiciel Hyper32. 
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III. Activité antioxydante et la teneur en composés bioactifs  

III.1. Préparation des extraits : L'extraction a été réalisée à l'aide de quatre solvants 

de polarités différentes (eau distillée, (méthanol, éthanol, acétone diluent avec l’eau à 

50%)). Pour définir le solvant le plus efficace pour l'activité antioxydante du navet, 

l'extraction selon Georgé et colaborateurs (Georgé et al., 2005) consiste à mélanger 2 g 

de poudre d'échantillon dans 50 mL de chaque solvant. Chaque mélange est agité puis 

homogénéisé en le plaçant dans le bain sonicateur à une amplitude de 50 % pendant 10 

min. Les mélanges sont centrifugés à 5000 rpm pendant 10 min puis filtrés obtenant 

ainsi des extraits bruts stockés à une température de 4 °C. 

       III.2. Teneurs en composés bioactifs 

III.2.1. Détermination du contenu phénolique total : Les teneurs en composés 

phénoliques totaux sont déterminées en utilisant la méthode spectrophotométrique 

Folin-Ciocalteu décrite dans les travaux de Djeridane et collaborateurs (Djeridane et 

al., 2006). Le Folin-Ciocalteu a la capacité d'oxyder les ions phénolates résultant de la 

formation du complexe de carbonate de sodium ajouté à la solution d'extrait. Une 

couleur bleue est observée dont l'intensité reflète la concentration des composés 

phénoliques dans un extrait. La méthode consiste à mélanger 200 μL d'extrait avec 600 

μL de carbonate de sodium (Na2Ca3) et 600 μL de réactif folin-Ciocalteu. L'ensemble 

est incubé pendant une heure dans l'obscurité. Les absorbances sont mesurées à 750 nm 

et les teneurs en composés phénoliques totaux sont déduites d'une équation de 

régression linéaire d'une courbe d'étalonnage réalisée avec de l'acide gallique. 

III.2.2. Détermination de la teneur totale en flavonoïdes : Les teneurs en 

flavonoïdes ont été mesurées par le dosage colorimétrique du chlorure d'aluminium 

(Zhishen, et al, 1999). Selon la méthode de Kim et collaborateurs (Kim et al., 2003), 

des volumes de 200 µL d'extraits, 800 µL d'eau distillée et 60 µL de solution à 5 %                            

de NaNO2 % ont été mélangés. Après 5 minutes, 60 µL de AlCl3 à 10% ont été ajoutés 

et 400 µL de NaOH (1 M) ont été ajoutés après une minute. La solution est mélangée et 

les absorbances ont été mesurées immédiatement à 510 nm. Les concentrations de 

flavonoïdes sont déterminées en se référant à la courbe d'étalonnage réalisée avec la 
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quercétine. Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent quercétine pour 100 g 

d'extrait (mg EQ/100 g). 

III.2.3. Détermination de la teneur totale en tanins condensés : Les tanins 

condensés également connus sous le nom de proanthocyanidines sont des polyphénols 

de haut poids moléculaire. Ils résultent de la polymérisation d'unités flavan-3-ol. Dans 

un environnement acide, les tanins condensés se dépolymérisent et se transforment en 

anthocyanidols rouges spécifiques, mesurables par spectrophotométrie (Scalbert et al,, 

1989), La méthode, selon Scalbert et collaborateurs (Scalbert et al,, 1989) consiste à 

mettre 250 µL de chaque extrait et 1 mL de la solution de ferrosulfate (FeSO4) préparée 

dans du butanol-HCl (3:2). Le mélange est incubé à 95 °C pendant 15 minutes et les 

absorbances ont été mesurées à 530 nm. Le calcul de la concentration des 

proanthocyanidines permet d'obtenir des résultats qui s'expriment selon l'équation 

suivante: 

𝐶(𝑚𝑔 𝑚𝐿⁄ ) =
𝐴 ∗ 𝑉 ∗ 𝑀𝑀 ∗ 𝑉2 ∗ 𝐷𝐹

 𝜀 ∗ 𝐿
 

A: Absorbance;  

V: volume total de la réaction (mL); 

MM : Masse molaire de cyanidine ( 287,24 g/mol) ; 

V2 : Volume de l'extrait aqueux récupéré après extraction à l'éther diéthylique (mL) ; 

FD: facteur de dilution de l'échantillon analysé ;  

L: Longueur du chemin (cm-1) ; 

𝜺: Coefficient d'extinction molaire (34,700 L.mol-1.cm-1). 

III.3. Evaluation de l’activité antioxydante 

III.3.1. Activité anti-radicalaire DPPH : La DPPH est un radical accepteur 

d'hydrogène libre. Il perd sa coloration native lorsqu'il se lie aux substances 

antioxydantes qui lui transfèrent des électrons ou des protons. La forme réduite de 

DPPH donne à la solution une couleur jaune (Gulcin et al., 2003). La détermination de 

l'activité antioxydante par le radical DPPH a été réalisée selon la méthode de 

Dahmoune et collaborateurs (Dahmoune et al., 2013) où un volume de 1 mL de DPPH 

est ajouté à 100 μL de chaque extrait (le contrôle contient 1 mL de DPPH + 100 μL de 

chaque solvant). Après 30 minutes d'incubation dans l'obscurité, les absorbances ont 
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été mesurées à l'aide d'un spectrophotomètre à 515 nm. Les résultats sont exprimés 

selon la formule suivante : 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑢 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙 𝐷𝑃𝑃𝐻 (%) =
(𝐴𝑐 − 𝐴𝑒)

𝐴𝑐
× 100 

Ac: Absorbance du contrôle ; 

Ae: Absorbance de l'échantillon, 

III.3.2. Activité anti-radicalaire ABTS : Le test est basé sur la capacité de différentes 

substances à éliminer le cation radicalaire. Le cation radicalaire a été préparé en 

mélangeant une solution mère d'ABTS 7 mM avec du persulfate de potassium                     

2,45 mM (v / v) et en laissant le mélange pendant 4-16 h jusqu'à ce que la réaction soit 

terminée et que l'absorbance soit stable. Après un volume de 20 μL de l'extrait a été 

ajouté à 180 μL d'ABTS+, les absorbances ont été mesurées à 734 nm (Sellem et al,, 

2016). L'activité antioxydante d'échantillon testé a été calculée en déterminant la 

diminution de l'absorbance à différentes concentrations en utilisant l'équation suivante : 

Inhibition du radical ABTS (%) =
(𝐴𝑐−𝐴𝑡)

𝐴𝑐
× 100 

Ac: absorbance de l'étalon ; 

At : absorbance de l'échantillon. 

III.3.3. Pouvoir réducteur : Le test est utilisé pour la détermination de l'activité 

antioxydante. Le principe de cette technique consiste à réduire un complexe ferrique 

(Fe3+ -TPTZ) en sa forme ferreuse (Fe2+ -TPTZ) en présence d'antioxydants (Alvarez-

Suarez et a., 2009). La solution FRAP est préparée sur la base de trois constituants qui 

sont le tampon, TPTZ et FeCl3 avec un rapport de 10, 1,1 (v/v/v) respectivement. Un 

volume de 100 µL de chaque extrait est ajouté à 3 mL du réactif FRAP. Après 30 

minutes d'incubation à 37 °C, les absorbances ont été mesurées à 595 nm (Tenore et al., 

2012). Les concentrations des composés réducteurs présents dans les extraits sont 

exprimées en mg d'équivalent Trolox pour 100 g d'extrait (mg EAG/100 g). 

III.3.4. Pouvoir chélateur des ions ferreux : L'activité de chélation des ions ferreux a 

été mesurée selon la méthode décrite par Madoui et collaborateurs (Madoui et al., 

2018) avec quelques modifications. Le mélange réactionnel contient 500 μL d'extrait, 

100 μL de Fe2Cl2 (0,6 mM) et 900 μL de méthanol. Le contrôle contient tous les 
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réactifs de réaction sauf l'échantillon qui est remplacé par le solvant d'extraction. Le 

mélange a été agité et incubé à température ambiante pendant 5 minutes, 100 μL de 

ferrozine (5 mM) ont ensuite été ajoutés, le mélange a été agité à nouveau. Après une 

minute d'incubation, l'absorbance du complexe Fe +2- ferrozine est mesurée à 562 nm 

contre un blanc contenant tous les réactifs de réaction sauf la ferrozine qui est 

remplacée par le méthanol. La capacité de chélation du fer est exprimée en pourcentage 

(%) et est déterminée avec la formule suivante : 

𝑃𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒 𝑐ℎé𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑢 𝐹𝑒𝑟 =
(𝐴𝑐 − 𝐴𝑒)

𝐴𝑐
× 100 

Ac: absorbance du contrôle ; 

Ae: absorbance en présence d'extrait, 

III.3.5. Activité anti-radicalaire OH : Le test d'élimination des radicaux hydroxyles a 

été réalisé selon la méthode d'Avellar et collaborateurs (d'Avellar et al., 2004) avec 

quelques modifications. 1 mL de 1,10-phénanthroline (0,75 mM), 1 mL de tampon 

phosphate (pH 7,4) et 1 mL de FeS04 (0,75 mM) ont été soigneusement mélangés. Un 

volume de 1 mL de peroxyde d'hydrogène (0,12%) a été ajouté avec 1 mL d'extrait et le 

mélange a été incubé à 37 °C pendant 90 min puis l'absorbance a été mesurée à 536 

nm. 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑢 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑂𝐻 (%) =
(𝐴𝑠 − 𝐴𝑐)

(𝐴𝑏 − 𝐴𝑐)
× 100 

As: L'absorbance de l'échantillon ; 

Ac : L'absorbance de la solution de contrôle, y compris la 1,10-phénanthroline, FeSO4 et 

le peroxyde d'hydrogène ; 

Ab: L'absorbance de la solution à blanc, y compris la 1,10-phénanthroline et FeSO4, 

III.4. Analyse statistique : Les données sur l'activité antioxydante ont été analysées à 

l'aide des logiciels Microsoft Excel et Graph Pad PRISM 5 (version 5.03) 

respectivement. Toutes les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions 

indépendantes avec leur écart-type (moyenne ± écart-type). L'analyse de variance 

unidirectionnelle (ANOVA) avec le test de différence le moins significatif a été utilisée 

pour déterminer les différences significatives (p <0,05) entre les moyennes. Le 

coefficient de corrélation entre les paramètres étudiés est calculé avec corrélation des 
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données à l'aide de la matrice de corrélation et le degré de signification des données est 

pris à la probabilité (p <0,05). 

IV. Microencapsulation d'extrait enzymatique de navet 

IV.1. Préparation de microcapsules par double émulsion 

 Après purification et caractérisation de l'extrait enzymatique à partir de l'extrait brute 

du navet dans la première partie de ce travail, les microcapsules d'extrait enzymatique de 

navet ont été préparées par la méthode double émulsion-évaporation de solvant décrite par 

Zheng (Zheng, 2016) avec quelques modifications. En résumé, la phase aqueuse interne de 

l'extrait protéique (10-100 mg) dissout dans 1 mL de solution tampon phosphate (0,5 m, 

pH 6) a été ajoutée à 5 mL de dichlorométhane contenant le contenu choisi (25-275 mg) 

d’acide poly lactique dissout (PLA). Cette émulsion primaire (W1/O) a été versée dans 20 

mL d'une solution d'alcool polyvinylique (PVA) (0,1-3%) comme émulsifiant. Une double 

émulsion stable (W1/O/W2) a été obtenue sous agitation continue (400 tr/min) pendant une 

nuit. Après trois lavages à l'eau distillée, les microcapsules obtenues ont été isolées par 

centrifugation pendant 15 min à 5000×g puis séchées à froid avec lyophilisateur à -60 °C. 

IV.2. Optimisation de taux de l'efficacité d'encapsulation des microcapsules d'extrait 

enzymatique du navet avec la méthodologie surface de réponse 

• Conception expérimentale : Dans cette étude, nous avons utilisé RSM pour 

optimiser la microencapsulation d'extrait enzymatique de navet (Brassica rapa, 

L) en utilisant un modèle expérimental à trois variables Box-Behnken. Les 

variables indépendantes utilisées étaient la concentration de PVA (x1 ; %), la 

concentration de PLA (x2 ; mg/mL) et la concentration de l'extrait (x3 ; 

mg/mL) tandis que la réponse variable dépendante était l'efficacité 

d'encapsulation (%). 

• Construction et validation du modèle : Une méthodologie de surface de 

réponse basée sur Box-Behnken Design (BBD) pour la détermination des 

niveaux d'efficacité d'encapsulation d'extrait enzymatique a été réalisée pour 

optimiser le processus. Les niveaux de facteur ont été désignés comme codés + 

(élevé), 0 (moyen) et - (faible). La conception expérimentale a été réalisée en 
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double et les résultats de 15 essais ont été indiqués dans le tableau VIII. Les 

données expérimentales ont été analysées en utilisant le logiciel JMP suivant la 

procédure de régression de surface de réponse (Statistical Analysis System Inc, 

SAS) puis elles ont été ajustées à une seconde à ordre polynomial. Après cela, 

la qualité des modèles mathématiques a été évaluée par l'ANOVA qui a été 

réalisée pour vérifier la signification du modèle et du processus des variables. 

Les coefficients de régression ont été obtenus selon l'équation générale suivante 

(équation 1), 

𝑦 = 𝛼0 + ∑ 𝛼𝑖𝑥𝑖 + ∑ 𝛼𝑖𝑖𝑥𝑖
2

3

𝑖=1

3

𝑖=1

+ ∑ ∑ 𝛼𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

3

𝑗=1

3

𝑖=1

(𝑖 ≠ 𝑗)                      (𝐸𝑞, 1) 

Dans cette équation, Y est la réponse variable attendue associée à chaque 

combinaison de trois niveaux, xi et xj sont des variables indépendantes, α0 est le 

coefficient d'interception du modèle ; αi, αii et αij sont l'interaction des coefficients. 

Le modèle a évalué les effets de chaque variable indépendante sur la réponse. 

L'analyse du plan expérimental et le calcul des données prédites ont été effectués à 

l'aide du logiciel Design-Expert pour estimer la réponse des variables indépendantes. 

Les conditions optimales attendues de l'efficacité d'encapsulation d'extrait 

enzymatique dépendent de la concentration de PLA, de la concentration de PVA et 

de la concentration d'extrait enzymatique. Les valeurs des paramètres données dans 

le tableau VII ont été obtenues en utilisant l'équation prédictive de RSM. Ensuite, les 

résultats expérimentaux et prédits des réponses ont été comparés pour valider le 

modèle. 
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Tableau VIII : Facteurs et niveaux pour la méthodologie RSM de la matrice de conception 

de Box-Behnken (en niveaux codés et non codés de trois variables), avec les valeurs de 

réponse expérimentales (observées) et prédites. 

Numéro des essais 
Niveaux des variables Efficacite Encapsulation (%) 

x1 x2 x3 Observé Prédite 

1 1,55(0) 30(0) 55(0) 56,08 56,67 

2 1,55(0) 5(-) 10(-) 41,1 42,04 

3 3(+) 30(0) 10(-) 44,09 43,27 

4 1,55(0) 55(+) 100(+) 51,27 50,32 

5 1,55(0) 30(0) 55(0) 57,29 56,67 

6 0,1(-) 30(0) 10(-) 41,77 40,31 

7 0,1(-) 5(-) 55(0) 39,47 39,98 

8 3(+) 55(+) 55(0) 39,24 38,72 

9 1,55(0) 55(+) 10(-) 32,89 34,21 

10 0,1(-) 30(0) 100(+) 52 52,81 

11 3(+) 30(0) 100(+) 53,35 54,80 

12 0,1(0) 55(+) 55(0) 40,65 40,78 

13 1,55(0) 30(0) 55(0) 56,63 56,67 

14 3(+) 5(-) 55(0) 47,13 46,99 

15 1,55(0) 5(-) 100(+) 51,29 49,96 

X1, PVA (%); X2, PLA (mg/mL); X3, concentration d'extrait enzymatique (mg/mL ); 

L'efficacité d'encapsulation a été exprimée en utilisant (%). 

IV.3. Caractérisation des microcapsules 

IV.3.1. Calcul de l'efficacité d'encapsulation : Le taux d'efficacité d'encapsulation a 

été calculé en pourcentage de la différence de concentration initiale en protéines (CP0) 

ajoutée à la formulation et en soustrayant la concentration de protéines non encapsulées 

des restes dans le surnageant (CPS) (Davda et Labhasetwar, 2002). Ainsi, les 

microcapsules, récupères du surnageant obtenu après lavage, ont été analysées pour 

déterminer la concentration en protéines par la méthode de Bradford. L'équation 

suivante a été utilisée pour calculer l'efficacité d’encapsulation (EE) : 

𝐸𝐸% =
(𝐶𝑃0 − 𝐶𝑃𝑆)

𝑃𝐶0
× 100 

    IV.3.2. Analyse de la morphologie des microcapsules : L'analyse morphologique 

des microcapsules de l'extrait enzymatique par double émulsion a été réalisée au 

microscope électronique à balayage (SEM) JEOL JSM-840A. Les échantillons ont été 

pulvérisés par petite quantité avec un micro-analyseur à rayons X à dispersion 
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d'énergie AN10 / 85S fonctionnant sous un accélérateur, tension de 20 kV, qui produit 

un courant de 1 nA et une durée de vie de 100 s. 

IV.3.3. Analyse de la taille des particules : La taille moyenne des particules et la 

distribution granulométrique des microsphères PCL chargées de valsartan ont été 

mesurées par diffractométrie laser à l'aide du système de contrôleur d'unité de 

dispersion Malvern Mastersizer 2000 (Royaume-Uni), après dispersion des 

microsphères dans l'eau distillée en utilisant les valeurs d'indices de réfraction de l'eau 

qui sont égales à 1,33. La portée, une valeur mathématique indiquant la largeur de la 

distribution granulométrique, a été calculée comme suit : 

P = [d (0,9) - d (0,1)] / d (0,5) 

où d (0,1), d (0,5) et d (0,9) correspondent, respectivement, au diamètre des 

particules à 10, 50 et 90% de la distribution accumulée de l'échantillon. 

IV.3.4. Humidité des microcapsules : La teneur en humidité des microcapsules a été 

mesurée à l'aide d'un analyseur d'humidité électronique. Le test a été répété trois fois et 

le contenu a été exprimé en pourcentage. 

IV.3.5. Analyse thermogravimétrique (ATG) : L'analyse thermogravimétrique 

(ATG) a été réalisée avec une thermobalance simultanée de ATG. Les mesures ont été 

réalisées avec une vitesse de chauffage de 10 °C/min dans une atmosphère N2 et une 

température allant de la température ambiante à 800 °C. 

IV.3.6. Spectroscopie infrarouge de microcapsules : Une analyse par spectrométrie 

infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) du PLA, de l'extrait enzymatique lyophilisé 

et des microcapsules synthétisées a été réalisée afin d'identifier les groupes 

fonctionnels spécifiques et les liaisons chimiques avant et après la microencapsulation, 

puis de prédire les propriétés physico-chimiques des matériaux analysés, les spectres 

ont été enregistrés de 400 à 4000 cm-1. 

IV.4. Libération in vitro : La libération in vitro d'extrait enzymatique de navet à partir 

de microcapsules a été évaluée par dialyse à l'équilibre. Pour satisfaire les conditions 

d'immersion appropriées, deux milieux physiologiques simulés ont été préparés : acide 
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(gastrique, pH 2,5) et neutre (intestinal, pH 7,4). Une solution saline tamponnée au 

phosphate (0,5 M, pH 7), se référant aux compartiments physiologiques souhaités, a été 

ajustée en utilisant HCl (0,1 N) et NaOH (0,5 N). En bref, 50 mg des poudres 

lyophilisées d'extrait enzymatique et d'extrait encapsulé ont été pesés puis ajoutés à un 

sac de dialyse séparé (Jiang et al., 2002) ; Nour et al., 2014), des sacs de dialyse ont 

ensuite été immergés dans un godet contenant 200 mL du milieu physiologique (acide 

ou neutre), équipé d'un système d'agitation, et maintenus avec une vitesse d'agitation de 

100 tr/min à une température de 37 °C. Après des intervalles de temps donnés, des 

échantillons de 1 mL sont prélevés toutes les 5 min pendant les 60 premières minutes, 

puis 15 minutes pendant 2 heures, et après chaque heure jusqu'à atteindre 4 heures au 

niveau intestinal et 30 min jusqu'à atteindre 7 heures au niveau gastrique. Après chaque 

prélèvement, les échantillons ont été dosés par spectrophotométrie UV-visible. Les 

données représentent la moyenne ± la variation standard des mesures prises en triple. 

Le pourcentage de libération de protéines à différents intervalles a été calculé par 

l'équation suivante : 

𝐿𝑖𝑏é𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠(%) = (
𝐶𝑡

𝐶𝑜
⁄ ) × 100 

Ct : Concentration en protéines au temps t déterminée par la courbe d'étalonnage ;                       

C0 : Concentration initiale de protéines trouvée dans les microcapsules, 

IV.5. Stabilité des microcapsules pendant le stockage : Afin d'évaluer l'effet 

protecteur de la microencapsulation de l'activité POD pendant le stockage, des extraits 

enzymatiques encapsulés et non encapsulés de navet ont été stockés et la cinétique de 

dégradation de l'activité POD a été surveillée à différentes températures (25, 4 et                       

- 20 °C) avec des périodes d’analyse jusqu'à 3 mois (7, 15, 30, 45, 60, 75 et 90 jours). 

Après chaque temps d'incubation, 100 mg de poudre d'extrait enzymatique ont été 

dissous dans un volume de 5 mL de solution tampon phosphate (0,5 M, pH 6) et                

100 mg de microcapsules ont été dissous dans 5 mL de dichlorométhane. Les solutions 

ont été doucement agitées pendant 10 min puis centrifugées à 5000 rpm pendant                    

10 min. Le surnageant a été récupéré pour l'essai d'activité POD et le calcul                           

du pourcentage d'activité résiduelle POD des microcapsules et de l'extrait enzymatique 

a été calculé en utilisant l'équation suivante : 
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𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑟é𝑠𝑖𝑑𝑢𝑒𝑙𝑙𝑒 (%) =
𝐴𝑡

𝐴0
∗ 100 

At : Activité enzymatique des microcapsules ou extrait enzymatique au temps t ;                           

A0 : Activité enzymatique initiale trouvée dans les microcapsules ou l'extrait enzymatique 

IV.6. Digestion gastro-intestinale in vitro : Dans ce travail, la digestion gastro-

intestinale in vitro des extraits enzymatiques du navet encapsulés et non encapsulés a 

été réalisée selon la méthode de Minekus et collaborateurs (Minekus et al., 2014). Elle 

consiste en une procédure de trois étapes, qui simule la digestion dans la bouche 

(digestion orale), l'estomac (digestion gastrique) et l'intestin grêle (digestion 

intestinale). Les solutions mères de liquides simulés de la digestion ont été préparées 

comme est indiqué dans les tableaux IX et X. 

Tableau IX : Préparation des solutions mères des liquides simulés de la digestion 

(Minekus et a., 2014) 

  Liquide salivaire 

simulé (LSS) 

 Liquide 

gastrique 

simulé (LGS) 

 Fluide intestinal 

simulé (LIS) 

 

  pH 7  pH 3  pH 7  

Constituant Concentration 

de la solution 

mère (mol/L) 

Volume de la 

solution mère 

(mL) 

Concentratio

n de la 

solution 

mère 

(mmol/L) 

Volume de la 

solution mère 

(mL) 

Concent

ration de 

la 

solution 

mère 

(mmol/L

) 

Volume de la 

solution mére 

(mL) 

Concentration 

de la solution 

mére 

(mmol/L) 

KCl 37,3 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8 

KH2PO4 68 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8 

NaHCO3 84 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85 

NaCl 117 - - 11,8 47,2 9,6 38,4 

MgCl2(H2O)6 30,5 0,5 0,15 0,4 0,1 1,1 0,33 

(NH4)2CO3 48 0,06 0,06 0,5 0,5 - - 

pH 

d'ajustement 

(mol/L) (mL) (mmol/L) (mL) (mmol/L

) 

(mL) (mmol/L) 

NaOH 1 - - - - - - 

HCl 6 0,09 1,1 1,3 15,6 0,7 8,4 

CaCl2( H2O)2 mol/L  mmol/L  mmol/L  mmol/L 

CaCl2(H2O)2 0,3  1,5 (0,75*)  0,15 

(0,075*) 

 0,6 (0,3*) 

(*) la concentration de Ca2
+ dans le mélange de la digestion finale. 
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Tableau X. Concentrations recommandées d'électrolytes dans liquides simulés (LS, LG, 

LI), basé sur des données de la digestion humaine in vivo (Minekus et al,, 2014) 

 A * (mL) B * (mL) C * (mL) 

KCl (0,5 M) 7,550 3,45 3,40 

KH2PO4 (0,5 M) 1,850 0,45 0,40 

NaHCO3 (1 M) 3,400 6,25 21,25 

NaCl (2 M) / 5,90 4,80 

MgCl2 (H2O)6 (0,15 M) 0,250 0,20 0,50 

NH4(CO3)2 (0,5 M) 0,030 0,25 / 

HCl (6 M) 0,045 0,65 0,70 

(*) A : solutions mères ajoutées pour préparer 250 mL LS ; B : solutions mères ajoutées 

pour préparer 250 mL LG et C : solutions mères ajoutées pour préparer 250 mL LI. 

Un échantillon de 0,5 g de poudre a été pesé dans un flacon et mis en suspension dans       

40 mL de liquide salivaire simulé (LS) contenant 7,5 mg d'α-amylase et 25 μL de CaCl2 

(H2O)6 (0,3 M) à pH 7 a été agité pendant 2 min à 37 °C sous agitation douce. Dans la 

phase gastrique, 5 mL de liquide gastrique (LG) (20 mg de pepsine et 2,5 μL CaCl2 

(H2O)6) ont été ajoutés à la phase orale, le pH a été ajusté à 3 avec HCl (6 M) et le 

mélange a été incubé à 37 °C dans un bain marié mené d’agitation pendant 2 h sous 

agitation douce.  

Dans la phase intestinale, 10 mL de liquide intestinal (LI) avec 37,5 mg de pancréatine,               

40 mg de sels biliaires et 20 μL of CaCl2 (H2O)6) ont ensuite été ajoutés à la phase 

gastrique. Le pH a été ajusté à 7 avec du NaOH (1 M) et le mélange a été incubé pendant            

2 h dans les mêmes conditions que la phase gastrique. Les échantillons ont été centrifugés 

et filtrés avant chaque analyse. La procédure de la digestion in vitro est brièvement 

résumée dans la figure 30. 
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Figure 30. Etapes de la digestion gastro-intestinale in vitro d'extrait enzymatique de navet, 

 

Phase orale 

Phase Gastrique 

Mélanger 0,5 g de poudre + 40 mL de 

liquide salivaire simulé (LS) + α-amylase 

(75U/mL) à pH 7  pendant 2 min à 37 °C 

Phase Intestinale 

Mélanger V / V (LG / phase orale )+  

Pepsine (2000U/mL) à pH 3  pendant 2h  à 

37 °C 

Mélanger V / V (LI / phase gastrique ) +  

Pancréatine (100U/mL) + Sels biliaires 

(10mM) à pH 7  pendant 2h  à 37 °C 
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I. Caractérisation de l’extrait enzymatique du navet blanc et optimisation des 

conditions réactionnelles  

I.1. Paramètres physico-chimiques du navet blanc 

I.1.1. Humidité  

 La teneur en humidité est le volume d’eau présent dans l’échantillon. Le taux humidité du 

navet blanc est de 94,28%, le résultat est illustré dans le Tableau XI La valeur de taux 

d’humidité enregistré dans cette étude est similaire à celui rapporté par Martinez et 

collaborateurs (Martínez et al., 2010) pour la variété de navet vert (Brassica rapa var. 

rapa) qui varie entre 88,03% et 92,50% et à celui réalisé par Bekhit et collaborateurs 

(Bekhit et al., 2013) sur différentes variétés de Brassica, qui ont obtenu un taux d’humidité 

de 94,2% pour le brocoli (Brassica oleraceavar. Italica) et de 93,7% pour le chou 

(Brassica oleracea. L.). Le taux d’humidité varie selon les variétés, les conditions 

climatiques, ainsi que le stade de maturité. 

I.1.2. Brix 

Le Brix correspond au taux de matière sèche dans un légume (Sidonia et al., 2010). 

D’après le résultat présenté dans le tableau XI, la teneur en brix des racines de navet blanc 

est de 7,75%. Cette valeur est très proche de celles rapportés par Sidonia et collaborateurs 

(Sidonia et al., 2010) qui ont observé des valeurs de 7,34% pour le navet vert 

(Brassicarapa var. rapa) et de 7,82% pour le chou blanc (Brassicaoleracea var capitata). 

I.1.3. pH et acidité 

Le pH décrit le taux d'acidité ou d’alcalinité de la solution qui dépend de la 

concentration en ion hydrogène (Sidonia et al.,2010). La valeur du pH obtenue dans notre 

étude pour la variété de navet blanc est de 6,56 (Tableau XI). Les résultats de la présente 

étude sont similaires à ceux obtenus par Sidonia et collaborateurs (Sidonia et al., 2010) 

pour les variétés Brassicaoleracea (6,06 à 6,44) et du chou chinois (Brassica rapa subsp. 

Pekinensis) avec une valeur de pH 6,48. 

L’acidité est un paramètre important pour l’évaluation de la qualité alimentaire d’un 

légume. La teneur en acidité dans la présente étude est de 64,04 ± 4,44 (mg/100 g MS) 
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(Tableau XI). Une valeur proche à celle de brocoli (Brassica oleraceavar. Italica) avec une 

teneur de 54,4 ± 13,10 (mg/100 g MS) et inférieur à celle de chou-fleur (Brassica 

oleraceavar. botrytis) avec une valeur de 89,8 ± 3,01 (mg/100 g MS) (Bekhit et al., 2013). 

La composition en acides organiques peut être affectée par divers facteurs comme la 

variété, l’espèces, les conditions de croissance, le stade de maturité, l’origine 

géographique, le type de sol et les conditions de conservation (Lo Scalzo et al., 2007). 

I.1.4. Cendres  

Le taux des cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un 

légume. Le résultat du test des cendres de la variété de navet blanc est de 0,67 ± 0,06 

(Tableau XI). Cette valeur est proche de résultat obtenu par Khalid et collaborateurs 

(Khalid et al., 2012) qui ont rapporté des valeurs de 0,82% pour le navet blanc et 0,70% 

pour le navet jaune (Brassicarapa var. rapa) mais elle est inferieure par rapport à celles 

enregistrées par Sidonia et collaborateurs (Sidonia et al., 2010) qui ont rapporté des valeurs 

de 26,3% pour le brocoli (Brassicaoleraceavar. Italica) et 19,2% pour le chou 

(BrassicaoleraceaL). Cette différence peut étre expliquée par la différéence en teneurs en 

minéraux des sols de plantation.  

I.1.5. Sucres totaux 

Les sucres sont les constituants les plus importants des légumes ; ils sont également 

responsables de la douceur des aliments. Le navet constitue une bonne source d’énergie 

rapide en raison de sa teneur élevée en sucres. L’évolution du taux de sucres après la 

récolte dépend principalement de la quantité et de la forme des réserves dont dispose le 

légume (Poiroux-gonord et al., 2010). 

D’après les résultats obtenus qui sont illustrés dans le tableau XI, la teneur en sucres de la 

variété de navet blanc est de 401,59 ± 3,00 (mg/100 g MS). Cette valeur est inférieure à 

celle enregistrée dans les travaux réalisés par Tenore et collaborateurs (Tenore et al., 2012) 

sur la même espèce (Brassicarapa var. rapa) dont la teneur est de 8500 (mg/100 g MS) 

mais elle est supérieure à celle obtenue par Jahangir et collaborateurs (Jahangir et al., 

2014) pour les racines de Brassicarapa var avec une valeur de 195,84 (mg/100 g MS). 
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I.1.6. Protéines 

Les protéines et les acides aminés contribuent à la valeur nutritive et à la saveur des 

aliments (Sidonia et al., 2011). Les résultats de dosage des protéines de la variété du navet 

étudiée sont présentés dans le tableau XI. La teneur en protéines est                                            

de 41,32 ± 0,12 (mg/100 g MS). Ces résultats concordent avec les résultats rapportés par 

d'autres auteurs pour d'autres variétés de Brassica (Ayaz et al., 2006 ; Hanif et al., 2006).  

Tableau XI. Caractéristiques physico-chimiques du navet blanc. 

Echantillon 
Humidité 

(%) 

Brix 

(%) 
pH 

Cendres 

(%) 

Sucres 

(mg/100g) 

Protéines 

(mg/100g) 

Acidité 

(mg/100g 

MS) 

Navet 

blanc 
94,28±0,31 7,75 6,56 0,67±0,06 401,59±3,00 41,32±0,12 64,04 ± 4,44 

Les paramètres physico-chimiques peuvent être affectés par la région géographique, la 

période de la récolte, la partie de la plante testée, différences génétiques, les stress 

biotiques (attaque des insectes et pathogènes) et les stress abiotiques (lumière, température, 

apport en éléments nutritifs, disponibilité en eau) en plus des conditions de stockage 

(Cartea et al., 2010). 

I.2. Optimisation les paramètres de l'activité enzymatique des peroxydases du 

navet blanc 

I.2.1. Méthodologie séquentielle  

I.2.1.1. Effet du pH sur l'activité des peroxydases 

L'activité POD du navet (Brassicarapa. L) est testée à différentes valeurs de pH. 

Comme l'illustre la Figure 31, la valeur de pH optimale est de 6. En général, la plupart des 

plantes sont caractérisées par une activité enzymatique maximale autour d'un pH neutre 

(Arnnok et al., 2010). Pour des valeurs de pH supérieures à 9 et inférieures à 3, la POD 

perd presque complètement son activité. Cette réduction d'activité à pH extrême est due à 

la dénaturation des enzymes (Amiour et Hambaba, 2016). Le pH optimal pour l'activité 

enzymatique dépend du matériel végétal, du substrat et du milieu réactionnel (Arnnok et 

al., 2010 ;Rezaei et al., 2017). Le pH optimal de la peroxydase de kiwi, en utilisant la p-

phénylènediamine comme substrat, est de 6,0 à 8,5 (Fang et al., 2008), il est égal à environ 
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5,0 pour le POD extrait des fruits de nèfle et de sapota avec du gaïacol (Zhang et Shao, 

2015) , la pomme de terre POD est la plus active à 6,0, et pour le bulbe d'ail, elle se situe 

autour de 5,5 à 6,5 avec le gaïacol comme substrat (Cai et al., 2012), en utilisant le même 

substrat, le pH optimal des peroxydases de dattes Ghars et Deglet Nour sont 

respectivement de 6,4 et 5,6 (Amiour et Hambaba, 2016). Le pH optimal de la peroxydase 

de châtaigne peut atteindre jusqu'à 7,0 avec du 2-méthoxy phénol comme substrat (Gong et 

al., 2015). Tout changement de pH affecte la structure de la protéine et une baisse de 

l'activité enzymatique au-dehors du pH optimal pourrait être due à l'inactivation de 

l'enzyme ou à son instabilité. Il est largement connu que la concentration des ions H+ et 

OH- dans le milieu réactionnel influence fortement l’ionisation des groupement 

fonctionnels des acides aminés du site actif de l’enzyme. L'effet du pH sur l'activité 

enzymatique est déterminé par la nature des acides aminés de site actif, qui subit la 

protonation et la déprotonation, et par les changements de conformation induits par 

l'ionisation des acides aminés (Sabu et al., 2005 ; Battestin et Macedo, 2007). 

 

Figure 31. Influence du pH sur l’activité des peroxydasesdu navet 

I.2.1.2Effet de la température sur l'activité des peroxydases 

L'utilisation de différents milieux avec des températures variables (5-70 °C) a montré 

une augmentation graduelle de l'activité de la peroxydase pour une température allant de 5 

à 30 °C, puis rapidement diminué (Figure 32). Au-delà de 50 °C, la POD est complètement 

inactivée. Les températures élevées rompent les liaisons responsables du maintien de la 

structure tridimentionnelle de l'enzyme qui induit la modification de la forme de l'enzyme 
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et par conséquent perturbe la réactivité du site actif. Dans ce cas, l'activité enzymatique 

sera réduite ou complètement supprimée (Agostini et al., 2002 ; Sáez et al., 2019). 

L'activité enzymatique dépend généralement de la température du milieu et plusieurs 

études ont été consacrées à l'étude de l'influence de la température sur l'activité POD. La 

température optimale pour l'activité peroxydase de la patate douce et de la laitue est 

d'environ 30 °C et de 40 °C pour le radis, l'ail, le sorgho et les dattes (Saraiva et al., 2007 ; 

Diao et al., 2011 ; Amiour et Hambaba, 2016). L’influence de la température sur l’activité 

enzymatique réside principalement dans l’apport de l’énergie réactionnelle propre au site 

actif (Daniel et al., 2008) 

 

Figure 32. Influence de la température sur l'activité des peroxydases du navet 

I.2.1.3 Effet de la concentration de NaCl sur l'activité des peroxydases 

 L'activité POD a augmenté avec la concentration de NaCl passant de 0 à 1 M, puis a 

diminué pour des concentrations plus élevées en raison de la modification de la structure 

de l'enzyme (Figure 33). Les réactifs les plus couramment utilisés pour l'extraction 

enzymatique sont le NaCl et les solutions tampons. Le NaCl augmente la force ionique du 

tampon, ce qui améliore l'extraction des enzymes végétales. Certains auteurs ont signalé 

que l'activité POD des plantes augmentait de manière significative en réponse à la salinité ; 

le prétraitement au sel a provoqué une augmentation significative de l'activité POD après 

exposition à 100 mM de NaCl (Dicko et al., 2006 ; Harinasut et al., 2003; Zeyadi and 

Almulaiky 2020)). L'activité des enzymes est influencée par la concentration en sel et par 
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conséquent par la force ionique ; en fait, à faible concentration d'électrolyte, les sels 

peuvent modifier la nature de la charge de surface ionique. À des concentrations élevées, 

les forces électrostatiques peuvent être neutralisées à la surface de l'enzyme et les 

structures enzymatiques tridimensionnelles (conformation, ionisation de site actifs) 

peuvent également être affectées (Bosco et al., 2002). 

 

Figure 33. Influence de la concentration de NaCl sur l'activité des peroxydases du navet. 

I.2.2. Méthodologie RSM utilisant la conception Box-Behnken 

I.2.2.1 Analyse du modèle 

Une étude préliminaire a été réalisée pour chaque paramètre (température, pH et 

concentration en NaCl), avant l'optimisation de l'activité peroxydase du navet par la 

méthode RSM. Les résultats de l'analyse du modèle pour l'optimisation de l'activité de la 

peroxydase sont énumérés dans les tableaux XII et XIII. Le coefficient de régression des 

termes d'interception, linéaire, quadratique et d'interaction du modèle a été calculé en 

utilisant la technique des moindres carrés, comme indiqué dans le tableau XII. Dans ce 

résultat, les paramètres linéaires (x2, x3), les trois paramètres quadratiques et les paramètres 

d'interaction (x1x2) sont significatifs au niveau de p <0,05, alors que le paramètre linéaire 

(x1) et deux paramètres d'interaction (x1x3 et x2x3) sont insignifiant. Le modèle quadratique 
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ajusté pour l'activité de la peroxydase dans les variables codées est donné                                       

dans l'équation 2: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒 =  3726,23 + 498,94𝑥3 − 46,60𝑥1𝑥2 − 1076,32𝑥1
2 − 48,62𝑥2

2 − 2552,40𝑥3
2(2) 

Il est évident que le paramètre linéaire (x3) et les trois paramètres quadratiques ont l'effet 

positif le plus élevé sur l'activité de la peroxydase, tandis que deux paramètres linéaires 

(x1, x2) et d'interaction (x1x3 et x2x3) ont un effet négatif sur l'activité de la peroxydase. 

Tableau XII. Coefficient de régression, erreur standard et résultats du test t de la surface 

de réponse pour l’activité de la peroxydase. 

Paramètre Estimation Erreur standard Rapport t Prob.>|t| 

Constante 3726,23 386,59 9,64 <0,0001* 

x1 67,09 44,85 1,50 0,1503 

x2  -20,55 9,28  -2,21 0,0387* 

x3 498,94 95,86 5,20 <0,0001* 

x1x2  -46,60 12,34  -3,78 0,0012* 

x1x3  -256 12,39  -1,98 0,0618 

x2x3 30,92 28,33 1,09 0,2882 

x1x1  -1076,32 68,31  -15,76 <0,0001* 

x2x2  -48,62 2,72  -17,87 <0,0001* 

x3x3  -2552,40 273,25  -9,34 <0,0001* 

* Valeurs statistiquement significatives à p < 0.05. 

  x1 : pH; x2 : température (°C) ; x3: Concentration de NaCl (M) 

Les données ajustées suivant le modèle quadratique sont résumées dans le tableau XII. 

L'analyse de la variance du modèle développé de l’activité enzymatique de peroxydase a 

montré une signification statistique élevée avec une probabilité inférieure à 0,0001. Ceci 

est porte par la valeur élevée du coefficient de corrélation (0,9704) indiquant que la 

réponse expérimentale de 97,04% est expliquée par le modèle et que seulement moins de 

3% des informations sont perdues, attestant de la qualité du modèle quadratique pour 

l'activité POD. De plus, la vérification du défaut d'ajustement du modèle est jugée non 

significative (p = 2,7221). Ce résultat implique que le modèle mathématique a une 

performance élevée pour la prédiction de l'activité peroxydase du navet. 
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Tableau XIII. ANOVA pour l'effet de la concentration de NaCl, du pH et de la température 

sur l'activité de la peroxydase. 

Source Fa Somme des carrés Rapport F  Prob. > F 

x1 1 74909 2,2372 0,1503 

x2 1 163890 4,8947 0,0387* 

x3 1 907055 27,0898 <0,0001* 

x1x2 1 477556 14,2626 0,0012* 

x1x3 1 131074 3,9146 0,0618 

x2x3 1 39860 1,1905 0,2882 

x1x1 1 8311763 248,2368 <0,0001* 

x2x2 1 10689979 319,2640 <0,0001* 

x3x3 1 2921390 87,2494 <0,0001* 

Model 9 21917617 2435291 72,7317 

Défaut d'ajustement 3 217298,98 72433,0 2,7221 

Erreur 20 669664,02   

Modèle Total  29 22587281   

Erreur pure 17 452365,04   

R2= 0,970352     

AdjR2 = 0,957011     

x1: pH ; x2 : température (°C) ; x3 : Concentration de NaCl (M) 

a : Degrés de liberté  

* valeurs statistiquement significatives à p<0,05 

I.2.2.2 Analyse de la surface de réponse 

Afin d'illustrer l'interaction entre les trois variables étudiées et l'activité de la peroxydase, 

la figure 34 montre les tracés graphiques de la surface tridimensionnelle du modèle. L'effet 

du pH et de la température du milieu réactionnel sur la réponse est donné sur la figure 34a 

qui indique que les deux facteurs ont influencé ensemble l'activité de la peroxydase. Ces 

derniers ont augmenté jusqu'à atteindre pH de 5,9 et la température de 29,8 °C et ont 

ensuite diminué. La peroxydase végétale présente une activité enzymatique optimale à des 

températures allant généralement de 30 à 50 °C et à un pH compris entre 3 et 7 (Pandy et 

al., 2017). Les effets de la concentration de pH-NaCl et de la concentration de température-

NaCl sont indiqués sur les figures 34b et c. L'effet quadratique est bien observé pour les 

paramètres étudiés. Cela indique qu'à des niveaux élevés ou faibles de ces trois facteurs, 

l'activité de la peroxydase est réduite ; l'augmentation de ces paramètres induit 

l'augmentation de la réponse, mais au-delà de niveau optimal, un effet inverse est observé 

et ceci est dû à l'ionisation ou à la dénaturation de l'enzyme. 
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Figure 34. Présentations de la surface de réponse tridimensionnelle des effets interactifs 

du pH et de la température (a), du pH et de la concentration de NaCl (b), et de la 

température et de la concentration de NaCl (c) sur l'activité de la peroxydase. Les données 

et conditions expérimentales sont présentées dans le tableau XII. 

I.2.2.3. Optimisation de l'activité peroxydase et vérification du modèle prédictif  

Les valeurs optimales de trois facteurs sur l'activité de la peroxydase sont obtenues 

par le profileur de désirabilité de JMP. Les conditions adéquates qui ont manifesté l'activité 

peroxydase la plus élevée du navet sont un pH de 5,9, une température de 29,8 °C et                       

1,07 M pour la concentration de NaCl. Dans ces conditions optimales, l'activité 

enzymatique prédite est de 4027,25 U/mg. Le test expérimental de ces conditions 

maximales (4031,10 ± 23,77 U/mg) est en accord avec la valeur prédite de l'activité 

peroxydase et valide le modèle quadratique développé. 

 

a 

c 

b 
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I.3 Purification et caractérisation de peroxydases d’extrait du navet blanc 

Dans la présente étude, la purification de la peroxydase des racines de navet 

(Brassica Rapa L.) a été réalisée en trois étapes consistant en une précipitation au sulfate 

d'ammonium (10% - 80%), suivie d'une chromatographie d'échange d'anions et d'une 

concentration par ultrafiltration. De plus, l’ultrafiltration a non seulement amélioré la 

purification par élimination des sels, de certains peptides de bas poids moléculaire et des 

hydrates de carbone, mais a également contribué à la concentration de l'extrait brut. 

L'activité spécifique, le degré de purification et le rendement (%) de peroxydase de navet 

pour chaque étape sont résumés dans le tableau XIV. 

Table XIV. Etapes de purification de la peroxydase de navet (Brassica rapa L.). 

Etape de 

purification 

Activité totale(U) Protéine 

total (mg) 

Activité 

spécifique 

(U/mg) 

Rendement 

(%) 

Facteur de 

purification 

RZ 

Extrait brut 950,000± 3,895 1,250±18 760 100 1 NP 

(NH4)2SO4 (30-

80%) 
826,500±3,250 670±9 524,5 87 1,6 NP 

Chromatograph

e sur Gel de 

filtration 

(sephacryl S-

200 HR) 

693,500±2,735 215±4 234 73 2,8 1,1 

Chromatograph

e échangeuse 

ion (Mono Q-

sepharose) 

485,750±1,800 33,5±1 14,500 51,1 19 2,9 

Les résultats présentés sur le tableau XIV, montrent une augmentation de l’activité 

spécifique de la peroxydase au fur et à mesure des étapes de purification. Les différentes 

étapes de purification adoptées ont permis l’obtention de l'enzyme avec un degré de pureté 

d’environ 19 fois que celle existante dans le surnageant brut. Le rendement de purification 

est de 51,1%. L’activité spécifique d'enzyme peroxydase purifiée est de l’ordre                                      

de 14,50 U/mg de protéines. Une étude similaire réalisée par Motamed et collaborateurs 

(Motamed et al., 2009), dans laquelle le facteur de purification est de 12,53 fois et le 

rendement de 82,32 %, qui ont rapporté que la différence de facture de purification peut 

être due à la méthode et aux matériaux utilisés dans la purification, et la faible activité 

spécifique pourrait être due à un changement possible dans le site actif de l'enzyme due à 

des facteurs environnementaux. 
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I.3.1 précipitation de l’extrait enzymatique par sulfate d’ammonium  

La méthode de précipitation par sulfate d'ammonium est une technique largement 

utilisée pour purifier partiellement les protéines (Gülcin et Yıldırım, 2005 ; Koksal et 

Gulcin, 2008). L'extrait de navet blanc brut contenant des peroxydases (760 U/mg de 

protéine) a été précipité avec du sulfate d'ammonium et diverses fractions ont été 

effectuées entre 10% et 80%. La figure 35 montre que l'activité spécifique de la 

peroxydase dans le surnageant a été diminuée lorsque du sulfate d'ammonium est ajouté à 

l'extrait de navet. Les fractions de POD obtenue avec 40% de sulfate d'ammonium ont 

l'activité spécifique la plus élevée de 524,5 U/mg, cette étape a abouti à l'élimination 

d’autres protéines dans l'extrait. La précipitation au (NH4)2S04 a donné un rendement 

global de 87% et une purification de 1,6 (tableau XIV), ces résultats complètent plusieurs 

études qui ont précédemment démontré que la saturation en sulfate d'ammonium était 

utilisée pour la purification du POD du raifort (Lavery et al., 2010), radis noir de Turquie 

(Şişecioğlu et al., 2010). 

 

Figure 35. Précipitation au sulfate d'ammonium de la peroxydase du navet                         

(Brassica rapa.L). 
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I.3.2 Chromatographie d'échange d'anions  

L'enzyme peroxydase du navet blanc (Brassica rapa L.) (TRP) a été purifiée jusqu'à 

l’homogénéité, en utilisant une chromatographie de filtration sur colonne avec gel 

Sephacryl® S-200 HR. Les fractions contenant l'activité peroxydase ont été éluées à 

volume de 1,2 (Figure 36A). La purification jusqu'à l'homogénéité a été obtenue par 

chromatographie d'échange d'ions (Mono Q-Sepharose) (Figure 36B). Les étapes de 

purification de l'enzyme TRP ont été résumées dans le Tableau XIV. Le profil d'élution des 

protéines acquis à l'étape Mono Q-Sepharose a indiqué que le POD du navet blanc 

(Brassica rapa L.) a été éluée de 56 à 72 fractions (Figure 36B), avec une valeur RZ de 2,9 

obtenue pour l'étape finale indique un niveau de pureté très élevé. Ces étapes de 

purification du TRP complète plusieurs études, qui ont précédemment démontré que la 

saturation en sulfate d'ammonium a été utilisée pour la purification de POD à partir de 

HRP (Thongsook et Barrett, 2005), feuilles de chou (Zeyadi, 2019) et radis noir de Turquie 

(Oztekin et al., 2019). De plus, la chromatographie d'addition en gradient de NaCl a donné 

un pic unique avec un POD purifié à partir des racines de navet indiens (Singh et Singh, 

2003). L'activité spécifique du TRP (743,77 U/mg) est supérieure à celles à certaines 

études rapportées précédemment dans la littérature. En fait, elle est similaire avec celui 

obtenu à partir de racines de raifort (Armoracia rusticana) (772 U/mg) (Lavery et al., 

2010). Cependant, il est inférieur à celui de la peroxydase de betterave rouge (10500 

U/mg) (Liu et al., 2010).  
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Figure 36. Purification de l'enzyme TRP à partir de racines de navet blanc (Brassica rapa 

L.). (A) Profil d'élution de TRP sur colonne Sephacryl® S-200 HR. (B) Profil de 

chromatographie de la peroxydase purifiée sur échangeur d'anions Mono Q-Sepharose. 
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I.3.3 Détermination du poids moléculaire et analyse zymographique de la 

peroxydase du navet blanc 

Afin de contrôler la pureté de l'extrait enzymatique et de déterminer le poids de 

l'enzyme peroxydase, les fractions enzymatiques obtenues par chromatographie d'échange 

d'anions ont été combinées et analysées par électrophorèse SDS-PAGE. En utilisant des 

marqueurs de poids moléculaire standard pour déterminer le poids moléculaire natif de la 

peroxydase purifiée, la figure 37A montre que la peroxydase n'a qu'une seule bande entre 

les marqueurs protéiques standard de 60 kDa et 35 kDa, la masse moléculaire du TRP 

d'environ 58 kDa. La coloration de l'activité zymogramme du TRP, avec le gaïacol comme 

substrat, a montré une seule bande correspondant à la position de l'activité peroxydase 

(figure 37B). En outre, cette préparation était une enzyme homogène de haute pureté car 

elle présente un pic symétrique d'élution unique au temps de rétention (Rt) à 10,2 min 

équivalent à une seule protéine de près de 58 kDa par chromatographie par filtration sur 

gel HPLC (figure 37C). Le poids moléculaire de TRP est comparable à d'autres POD ayant 

des poids moléculaires dans la gamme de 35 à 95 kDa. En fait, Kalin et collaborateurs ont 

constaté que le POD purifié à partir de racines de navet turc avait un poids moléculaire de 

65,8 kDa (Kalin et al., 2014). D'autres masses moléculaires de POD à partir d'autres 

espèces ont été rapportées comme suit : romarin 33 kDa (Aghelan et al., 2015) ; ail 36,5 

kDa (Marzouki et al., 2005) ; pois chiche 39 kDa (Bhatti et al., 2006) ; racine de raifort 40 

kDa (Cb et al., 2010) ; avocat 40 kDa (Rojas-Reyes et al., 2014) ; fleur de mouron 44 kDa 

(Yan et al., 2015) ; palmiers à vent 50 kDa (Caramyshev et al., 2006) ; artichaut 57 kDa 

(Cardinali et al., 2011) ; chou rouge 69,3 kDa (Zeyadi, 2019) ; et chou noir 95 kDa 

(Somtürk et al., 2014). 
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Figure 37. Profils d'électrophorèse de peroxydase de racines de navet blanc (Brassica rapa 

L.). (A) SDS-PAGE d'enzyme TRP. (B) Zymographie avec coloration au gaïacol de l'activité 

de peroxydase du navet blanc. (C) Le profil de chromatographie HPLC de peroxydase 

purifiée. 
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I.3.4 Détermination de la séquence N-terminale de peroxydase du navet blanc  

 Les dix-neuf résidus de séquence N-terminale ont été déterminés comme étant 

QLTPTFLNNSCPNVSNIVR (Tableau XV) et ont montré une forte similitude avec les POD 

obtenus à partir d'Armoraciarustiqueana (88,47% d'identité). Ces résultats suggérent fortement 

que l'enzyme peroxydase de navet blanc (Brassica rapa L.) est une nouvelle POD. 

Tableau XV : Séquence N-terminale de TRP des racines de navet Algérien avec celui des 

séquences d'autres POD. 

a Les séquences d'acides aminés à comparer ont été obtenues en utilisant la base de données du 

programme BLASTP (NCBI, NIH, USA). 
b Les résidus ne correspondant pas à l'enzyme TRP sont ombrés. 

I.3.5Analyse par spectroscopie infrarouge  

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FT-IR) est une technique 

analytique physico-chimique globale, sensible et hautement reproductible qui identifie les 

fragments structuraux des biomolécules sur la base de leur absorption IR. Parce qu'une 

biomolécule est déterminée par sa structure unique, chaque biomolécule présentera un spectre 

FT-IR unique, représentant les vibrations de ses liaisons structurelles. De plus, chaque 

biomolécule présente dans l'échantillon présentera des pics d'absorption FT-IR plus ou moins 

spécifiques (Petibois et al., 2001). L'analyse FT-IR a été utilisée pour fournir des informations 

précieuses concernant les groupes chimiques présents dans un composé. La figure 38 montre 

les spectres FT-IR de la peroxydase de navet. Les pics d'intensité variable ont été trouvés 

autour de 1080 cm-1 attribués à l'étirement du CO des acides, esters et anhydrides 

carboxyliques (Kong et Yu, 2007), tandis que le pic intense autour de 3250 cm-1 représente 

l’élongation du OH et le pic à 1571 cm-1 correspond à la vibration de flexion du NH2 (Bai et 

Peroxydase Origine de la Plante  Séquence N-terminale d’acide 

amine a,b 

Identité (%) 

TRP (this study) Brassica rapa,  QLTPTFLNNSCPNVSNIVR - 

HRP C1 Armoracia rusticana QLTPTFYDNSCPNVSNIVR 88,47 

PRX33 

(XP_006291394) 

Capsella rubella QLTPTFYDNSCPNVTNIVR 84,21 

PRX34-like 

(XP_013656048) 

Brassica napus QLTPTFYDSSCPNVTNIVR 78,95 

PRX32 

(XP_002877238) 

Arabidopsis 

lyratasubsp.lyrata 

QLTPTFYDNTCPNVFTIVR 73,68 

PRX E5 

(XP_002299152) 

Populus trichocarpa QLTPTFYDETCPNVSSIIR 68,42 
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al., 2011), qui sont principalement générée par les protéines (Mizutani et al., 2004; Jeniffer 

Sylvia et al., 2015) et par rapport au pic d'intensité moyenne atteint à 1633 cm-1 ou aux liaisons 

amides primaires attribuées par le déplacement de la vibration asymétrique fréquences pour les 

groupes carboxyliques C = 0 (Sahadevan et al., 2016). 
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Figure 38. Spectre FT-IR de l’extrait enzymatique de navet blanc. 

I.3.6 Caractérisations biochimiques et spectrales de peroxydase du navet purifiée 

a. Caractérisation spectrale d'un cofacteur hème 

Tout au long de l'étape de purification de l'enzyme TRP, une coloration rousse a été 

détectée pour les fractions actives solubles et réputée pour être plus marquée dans la fraction de 

délution, démontrant qu'un co-facteur chromogène était lié à la peroxydase. Les 

caractéristiques spectrales de l'enzyme purifiée ont montré que TRP avait un pic d'acides 

aminés aromatiques à 280 nm et un pic de composé hème à 406 nm. Le rapport des valeurs 

d'absorbance représente le RZ de l'enzyme TRP à 2,9, ce qui était comparable à d'autres POD 

(Kalin et al., 2014 ; Dalal et Gupta, 2010). Ces résultats ont clairement indiqué que l'enzyme 

TRP contenait un co-facteur hème qui utilise H2O2 comme accepteur d'électrons pour catalyser 

un certain nombre de réactions oxydatives. 
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b. Effet de H2O2 sur l'activité peroxydase du navet  

Les résultats ont révélé que l'activité maximale enregistrée pour l'enzyme TRP a été obtenue 

avec une concentration initiale en H2O2 de 0,5 mM, ce qui est en accord avec d'autres POD 

(Graças et al., 2020 ; Basha et al., 2017 ; Simonetti et al., 2009). Il a été également noté que les 

concentrations de H2O2 ont des effets inhibiteurs sur l'activité enzymatique en comparaison 

avec d'autres POD (Bouazizi et al., 2008). Pour le TRP purifié, l'augmentation de l'absorbance 

à 470 nm n'a pas été observée en l'absence de H2O2 indiquant que l'activité du phénol oxydase 

(PhO) est négligeable. 

 

c. Influence de certains inhibiteurs et ions métalliques sur la peroxydase du navet  

Les résultats du tableau XVI montrent que les TRP sont totalement inhibés par KCN et 

NaN3, reconnus comme des inhibiteurs spécifiques des peroxydases. Ce comportement indique 

qu'un composant hème est impliqué dans l'activité catalytique TRP. 

Tableau XVI : Effet d'une variété d'inhibiteurs et d'ions métalliques sur le TRP des racines de 

navet blanc d'Algérie utilisant le gaïacol comme substrat. 

Inhibiteur Concentration (mM) Activité résiduelle de 

peroxydase (%) 

Control - 100 ± 2,5 

KCN 10 0 ± 0,0 

NaN3 10 0 ± 0,0 

L-cystine 2 11 ± 0,3 

Hydroxylamine  2 7 ± 0,2 

DTNB 10 95 ± 2,4 

NEM 2 101 ± 2,5 

Iodoacetamide 5 96 = 2,4 

β-ME 5 70 ± 2,1 

DL-DTT 1 65 ± 1,9 

 NB : Les valeurs correspondent à la moyenne de 3 répétitions et ± SE sont rapportées.  

L'activité TRP calculée en l'absence d'inhibiteur a été considérée comme témoin (100%). 

Une variété d'ions métalliques (2 mM) a été évaluée en termes de son influence sur l'activité de 

l'enzyme TRP (Tableau XVII). Les résultats ont indiqué que l'activité TRP est entièrement 

inhibée par les ions nickel, cadmium et mercure car elle est corrélée avec les groupes thiol (–

SH) des résidus de cystéine et perturbe sa configuration 3D comme indiqué pour d'autres 

PODs (Graças et al., 2020 ; Basha et al., 2017) et peroxydases fongiques (Bouacem et al., 

2018 ; Rekik et al., 2019). En outre, l'activité TRP a été améliorée par l'ajout de 2 mM d'ions 
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Mn2+ (180%), magnésium (151%) et calcium (137%). La présence de manganèse a augmenté 

l'activité de la peroxydase, a suggéré que ce cation contribue à la régulation de la conformation 

active de l'enzyme et a ainsi amélioré l'activité TRP. 

Tableau XVII : Effet de certains ions métalliques divalents sur le TRP des racines de navet 

blanc algérien utilisant le gaïacol. 

Ion métallique à 2 mM Origine Activité résiduelle de peroxydase (%) 

Control - 100 ± 2,5 

Mn2+ MnSO4 180 ± 3,8 

Mg2+ MgSO4 151 ± 3,6 

Ca2+ CaCl2 137 ± 3,1 

Cu2+ CuSO4 105 ± 2,6 

Ba2+ BaCl2 90 ± 2,2 

Fe2+  FeSO4 77 ± 2,2 

Zn2+  ZnCl2 40 ± 1,4 

Co2+  CoCl2 25 ± 1,0 

Ni2+  NiCl2 0 ± 0,0 

Cd2+  CdCl2 0 ± 0,0 

Hg2+  HgCl2 0 ± 0,0 

NB : Les valeurs correspondent à la moyenne de 3 répétitions et ± SE sont rapportées. 

L'activité de peroxydase du navet calculée en l'absence d'ions métalliques a été considérée 

comme témoin. 

d. Effets de différents pH sur l'activité et la stabilité de la peroxydase du navet  

L'enzyme TRP purifiée est active sur un intervale de pH entre 2 à 11 avec une plus 

grande activité détectée dans l’intervale acide à pH 6 (Figure 39A). Les activités relatives à pH 

de 4 et 9 ont été enregistrées à 75 et 55%, respectivement. À titre de comparaison, les POD des 

racines de Barassica rapa et Armoracia rustiqueana ont montré une activité maximale à pH de 

4 et 7, respectivement. Le POD des feuilles de Copaifera angsdorffii a montré une activité 

maximale à pH de 6 (Maciel et al., 2007 ; Motamed et al., 2009). L'enzyme TRP est stable à un 

pH allant de 4 à 8 (Figure 39B). La demi-vie du TRP à pH de 4, 5, 6, 7 et 8 est de 12, 9, 7, 5 et 

3 h, respectivement. Le profil de stabilité du pH du TRP permettra diverses applications 

industrielles qui nécessitent des conditions acides. 
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Figure 39 : Evaluation du pH sur l'activité et la stabilité de l'enzyme TRP purifiée à partir de 

racines de navet (Brassica rapa L.). (A) L'activité de pH TRP a été évaluée dans la gamme de 

pH de 2 à 11 en utilisant des tampons de différentes valeurs de pH avec du gaïacol. (B) La 

stabilité du pH TRP a été vérifiée en incubant pendant 12 h l'activité dans divers tampons                  

à 40 °C. 

e. Effets de différentes températures sur l'activité et la stabilité de la peroxydase du navet  

La température optimale de l’activité pour l'enzyme TRP à pH 6 était de 45 °C (sans 

Mn2+) et de 55 °C en présence de 2 mM Mn2+ (Figure 40A). La température optimale du TRP 

enregistrée était inférieure à celle des autres POD signalés à partir de feuilles de Copaifera 

angsdorffii et de racines de Barassica rapa ayant une activité maximale à 35 °C (Maciel et al., 

2007 ; Motamed et al., 2009). La demi-vie de la TRP peroxydase à 40, 50 et 60 °C sans Mn2+ 
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était de 10, 6 et 3 h, respectivement (Figure 40B). Cependant, en présence de 2 mM Mn2 +, la 

demi-vie du TRP a augmenté à 12, 8 et 5 h. La thermostabilité du TRP était plus élevée que 

celle des autres POD des racines de Barassica rapa et Armoracia rustiqueana (Pech-Canul et 

al.,2020 ; Rajhans et al., 2020 ; Lueangjaroenkit et al., 2020 ; Yang et al., 2020). Ces 

caractéristiques montrent que le TRP a un potentiel d'application dans l'industrie alimentaire. 

 

Figure 40. Evaluation de la température sur l'activité et la stabilité de peroxydase purifiée à 

partir de racines de navet blanc (Brassica rapa L.) (TRP). (A) L'effet de la température sur 

l'activité du TRP a été évalué pendant 5 min à 30-80 °C à pH de 6. (B) La thermostabilité du 

TRP a été examinée en incubant pendant 12 h. 
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f. Vérification des paramètres cinétiques des peroxydes du navet   

Les résultats des analyses de paramètres cinétiques de peroxydases du navet et raifort 

sont résumés dans le tableau XVIII. Les enzymes POD (TRP et HRP) ont présenté la 

cinétique conventionnelle de Michaelis-Menten pour les substrats spécifiques utilisés pour 

les POD avec le gaïacol, le pyrogallol, le catéchol et l'anisole. L'ordre des valeurs kcat/Km 

de chaque enzyme était presque le même, c'est-à-dire guaiacol> pyrogallol> catéchol> 

anisole. Les valeurs kcat/Km de TRP étaient 4,28, 3,99, 2,86 et 1,97 fois plus élevées que 

celles de HRP pour le gaïacol, le pyrogallol, le catéchol et l'anisole, respectivement. Ces 

résultats suggèrent fortement que l'enzyme TRP est le candidat le plus prometteur pour 

l'industrie alimentaire et diverses autres applications biotechnologiques. 

Tableau XVIII. Paramètres cinétiques des peroxydes du navet (TRP) et pour l'hydrolyse du 

gaïacol, du pyrogallol, du catéchol et de l'anisole comme substrats. 

Les valeurs représentent les moyennes de trois répliques et ± les erreurs standard sont 

signalées. 

II. Activité antioxydante de l’extrait brut et de l’extrait enzymatiques du navet blanc 

Les effets bénéfiques des légumes Brassica sur l'amélioration de la santé ont été en 

partie attribués à leur mélange complexe de composés phytochimiques possédant une 

activité anti-oxydante. Pour cette raison, plusieurs méthodes ont été développées pour 

évaluer le potentiel antioxydant d'un aliment. Ces méthodes mesurent la capacité des 

antioxydants à piéger des radicaux spécifiques, à inhiber la peroxydation lipidique ou à 

chélate les ions métalliques. 

 

 

Substrat Enzyme Km (mM) Vmax (U/mg) kcat (min-1) kcat/Km (min-1 mM-1) 

Gaiacol TRP 0,139 ± 0,01 14500 ± 210 9667 ± 140 69547 

HRP 0,302 ± 0,02 7350 ± 107 4900 ± 71 16225 

Pyrogallol TRP 0,195 ± 0,01 13485 ± 194 8990 ± 129 46103 

HRP 0,388 ± 0,03 6710 ± 97 4473 ± 65 11528 

Catechol TRP 0,250 ± 0,02 12325 ± 177 8217 ± 120 23868 

HRP 0,447 ± 0,03 5590 ± 81 3727 ± 54 8338 

Anisole TRP 0,406 ± 0,04 8159 ± 118 5439 ± 78 13396 

HRP 0,491 ± 0,05 4991 ± 71 3327 ± 48 6776 
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II.1. Teneurs en composés phénoliques totaux, flavonoïdes et tanins condensés de 

l’extrait brut du navet 

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la 

plante qui varie de composés simples à fortement polymérisés. Les matières végétales 

peuvent contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoïdes, 

anthocyanines, et tanins (Garcia-Salas et al., 2010). Cette diversité structurale est 

responsable de la grande variabilité des propriétés physicochimiques influençant 

l'extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010). Entre autres, la solubilité des composés 

phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est très difficile 

de développer un procédé d'extraction approprié à l'extraction de tous les composés 

phénoliques de la plante (Jokic et al., 2010). 

L’étude réalisée a pour objectif d’établir un dosage des composés phénoliques après leur 

extraction à partir de Brassica en utilisant quatre solvants d’extraction à différentes 

polarités, à savoir : l’eau distillée, le méthanol 50%, éthanol 50% et l’acétone 50% diluent 

avec l’eau à 50%. Ainsi qu’à la détermination de l’activité anti-oxydante des extraits 

obtenus. 

L'analyse statistique des résultats illustrés dans la figure 41 a révélé des différences 

significatives (p < 0,01) entre les différents solvants étudiés. On remarque d'après les 

résultats de l'histogramme que les extraits présentent une forte teneur en polyphénols et qui 

sont variables. Ces composés antioxydants, notamment les composés phénoliques, les 

flavonoïdes, sont bio-synthétisés lorsque la plante est exposée au stress environnemental 

(Ku et al., 2019). Dans la présente étude, l'efficacité des solvants utilisés pour l'extraction 

des composés phénoliques à partir de variété du navet blanc présente l'ordre décroissant 

suivant : acétone > 𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 > 𝑒𝑎𝑢 > 𝑚𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 (figure 41.A). Les teneurs les plus 

élevées en composés phénoliques sont obtenues avec l'acétone (1732 mg/100g MS) et 

l'éthanol (1423 mg/100g MS) (Figure 41.A), les mélanges acétone/eau sont de bons 

solvants pour l'extraction des antioxydants polaires, il semble qu'ils permettent la 

dissolution des complexes composés phénoliques-protéines (Naczk et shahidi, 2004). Par 

contre, les teneurs les plus faibles sont obtenues avec l'extrait à l'eau (935,7 mg/100g MS) 

et méthanol 50% (1056 mg/100g MS). L’eau montre un faible capacité d'extraction des 

composés phénoliques en raison de leurs faibles solubilités dans l'eau. Les teneurs en 

polyphénols obtenues dans cette étude étaient plus élevées à ceux obtenus par Wu et 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Garcia-Salas+P&cauthor_id=21131901
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collaborateurs (Wu et al., 2004) qui ont rapporté une valeur de 254 mg/100g MS pour le 

chou rouge, et celles des variétés de chou frisé, brocoli, chou-fleur blanc, chou-fleur vert, 

chou de Bruxelles, les valeurs ont été 773; 289; 145; 144; 331 mg/100g MS respectivement 

(Sikora et al,. 2008), et 337,0 mg/100 g MS pour le brocoli (Podsedek, 2007). 
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Figure 41. Effet du solvant d'extraction sur la teneur en composés phénoliques (A), en 

flavonoïdes (B) et en tannins condensées (C) d'extrait du navet blanc. 
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Les teneurs en flavonoïdes d'extrait du navet blanc analysées sont moyennement 

significative affectées par le type du solvant (𝑝 < 0,05). Cependant, aucune différence 

significative n'a été enregistrée avec l’éthanol. Les résultats indiquent que l'efficacité des 

solvants utilisés pour l'extraction des flavonoïdes à partir de navet présente l'ordre suivant 

:acétone > 𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 > 𝑚𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 > 𝑒𝑎𝑢 (figure 41B). Les teneurs varient de 281 

mg/100g MS (extrait à eau) à 690,4 mg/100g MS (extrait à acétone). Les résultats obtenus 

dans ces études sont supérieurs à ceux rapportés par De Pascale et collaborateurs (De 

Pascale et al., 2007) pour Brassica. rapa L. subsp. sylvestri (21,2–43,6 mg/100 g) et 

d’autres variétés de Brassica telle que le chou rouge (Brassica oleracea var. capitata f. 

rubra) de valeur 171,36 mg/100g MS rapporté par Podsedek et collaborateurs (Podsedek et 

al., 2006) et le chou (Brassica oleracea) de valeur 58,74 mg/100g (Armesto et al., 2019). 

Les solvants d'extraction (éthanol et l’acétone) affectent très significativement (𝑝 <

0,001) la teneur des tanins, par contre les solvants (eau et méthanol) affectent faiblement 

significativement (𝑝 < 0,01) la teneur en tanins condensés. L’efficacité des solvants 

utilisés pour l'extraction des tanins condensés présente l'ordre décroissant suivant 

: acétone > 𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 > 𝑚𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 > 𝑒𝑎𝑢 (figure 41C). Les teneurs les plus élevées en 

tanins condensés sont obtenues avec l’acétone (3,35 mg/100g MS) et la plus faible est 

obtenue avec eau (2,67 mg/100g MS). Les résultats obtenus dans la présente étude 

s’avèrent différents de ceux rapportés par Heimler et collaborateurs (Heimler et al., 2006) 

pour le chou blanc (Brassica oleracea var capitata) de valeur (0,50 mg/100g MS), le 

brocoli (Brassica oleraceavar. Italica) de valeur (0,41 mg/100g MS) et le chou-fleur 

(Brassica. oleracea L. conv botrytis) de valeur (0,56 mg/100g MS). 

Brassica rapa est l'une des principales espèces de Brassica et elle est utilisée contre 

différents types de cancer. Les différentes sous-espèces de Brassica rapa, notamment le 

Pak choi, le chou chinois, le Rapa et d'autres types de légumes ont des propriétés anti-

oxydantes. Ses différentes parties de la plante comme la racine, les feuilles, les fruits et les 

graines regorgent de composés antioxydants importants, notamment les glucosinolates, les 

caroténoïdes, les flavonoïdes, les cétones, les aldéhydes, etc. qui sont utilisés contre de 

nombreux types de lignées cellulaires cancéreuses. Cependant, l'activité anti-oxydante 

Brassica rapa varie en fonction du type de génotype, la concentration de l’extrait et de 

l'intervalle de temps associé, du type de solvant utilisé pour l'extraction, de la méthode 
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d'extraction, de la partie de la plante utilisée, du gène expression de différents facteurs de 

transcription impliqués et d'autres facteurs biotiques ou abiotiques (Jan et al., 2018). 

II.2. Activités antioxydantes d'extrait brut du navet blanc 

II.2.1. Activité anti-radicalaire DPPH et ABTS 

L'activité anti-radicalaire dépend de la structure des composés phénoliques 

contribuant à leur capacité de transfert d'électron/donneur d'hydrogène. Elle pourrait 

également être due aux effets synergiques entre diverses classes d'anti-oxydants présents 

dans les extraits (flavonoides, flavonols, tanins...etc.) (Hinneburg et al., 2006).  

L'analyse statistique de l'activité anti-radicalaire DPPH d'extrait du navet avec différents 

solvants présente des différences très hautement significatives (𝑝 < 0,001) avec les deux 

solvants l'éthanol et l'acétone, une différence très significative (𝑝 < 0,01) avec l'eau et une 

différence significative (𝑝 < 0,05) avec le méthanol. L'extrait à l'éthanol présente l'activité 

la plus élevée de 70,33%, l'activité anti-radicalaire la plus faible est celle à l'eau (14,65%) 

(figure 42 A). Ces résultats sont proches à ceux de Beltagy (Beltagy, 2014) pour l'extrait 

des racines de navet (66,93%) où il a utilisé l'éthanol comme solvant dans l'extraction. 

Saeed et collaborateurs (Saeed et al., 2012) utilisant le méthanol dans l’extraction, ont 

rapporté que l'activité de navet jaune (Brassica rapa var. rapa) variait entre 23,2 et 72,1% 

et de navet blanc variait entre 18,3 et 65,2%. 

L'activité piégeant les radicaux ABTS a été largement utilisée pour tester l'activité anti-

oxydante. Le mécanisme s’attribue principalement aux réactions de transfert d’électrons 

pour inhiber la voie d’auto-oxydation en convertissant les radicaux en produit relativement 

stable (Wang et al., 2016). 

L'analyse statistique de l'activité anti-radicalaire ABTS d'extrait du navet avec les 

différents solvants révèle des différences significatives (𝑝 < 0,05)avec les solvants (eau, 

éthanol et l'acétone) et une différence très significative (𝑝 < 0,01)avec méthanol. Ces 

activités varient entre 76% et 93,67% (figure 42 B). Les valeurs obtenues dans cette étude 

sont proches à celles de Liang et collaborateurs (Liang et al., 2019), qui ont obtenu la 

valeur de 87,23% pour la variété de chou (Brassica oleracea var. capitata). 
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Les différences constatées entre les solvants utilisés pourraient être expliquées par les 

polarités variables et des anti-oxydants présents dans chaque extrait. En effet la polarité du 

solvant peut affecter le transfert d'atomes d'hydrogène. 
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Figure 42. Effetdu solvant d'extraction sur l'activité anti-radicalaire de DPPH (A) 

etl'activité anti-radicalaire de ABTS (B) sur l'extrait du navet blanc. 
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II.2.2. Pouvoir chélateur du fer 

Le fer, un métal de transition, est capable de générer des radicaux libres à partir de 

peroxydes par la réaction de Fenton et est produit des oxyradicaux et de la peroxydation 

lipidique en décomposant les hydroperoxydes lipidiques en peroxyle et alcoxyle. L'un des 

mécanismes importants des propriétés antioxydantes est la capacité à chélater les métaux 

de transition, ceci empêche la catalyse de la décomposition d'hydroperxyde et les réactions 

de type Fenton. (Ryu, 2012). 

L'analyse statistique révèle des différences significatives(p < 0,05) avec les deux 

solvants méthanol et l'acétone, une différence très significative(p < 0,01)avec éthanol et 

une différence très hautement significative(p < 0,001)à l'eau (Figure 43). Nos résultats 

ont montré que les extraits de navet (Brassica rapa.L) a inhibé la formation de complexes 

ferreux et ferroziniques, suggérant qu'ils ont des grandes capacités de chélation varient 

entre 64,18 % et 67,73 %.Ces résultats sont similaires à ceux de Bidchol et al., 2011 pour 

le de Brocoli (Brassica oleraceaL. var.italica), utilisant les solvants l'éthanol et l'eau pour 

l'extraction. 
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Figure 43. Effet du solvant d'extraction sur le pouvoir chélateur l'extrait du navet blanc. 

 

 



                                                                                                                           Résultats et discussion 

106 

II.2.3. Pouvoir réducteur du fer 

Les propriétés réductrices sont généralement associées à la présence de réducteur 

dont il a été démontré qu'elles exercent une action antioxydante en donnant un atome 

d'hydrogène et en freinant la chaîne des radicaux libres. Une absorbance plus élevée 

indique un pouvoir réducteur ferrique plus élevé. Cette méthode est basée sur la réduction 

de (Fe3+) ferricyanure (Saeed et al., 2012). 

Le pouvoir réducteur des extraits de navet avec différents solvants étudiés présente des 

différences très hautement significatives (𝑝 < 0,001) avec l'acétone et le méthanol et des 

différences très significatives (𝑝 < 0,01) avec l'eau et l'éthanol. Les valeurs de l'activité 

les plus élevées sont enregistrées avec les solvants éthanol, méthanol et l'acétone (1650 

µmol/g MS, 1618,22 µmol/ g MS, 1539.71µmol /g MS) respectivement. Pour l'extrait à 

eau, il présente le pouvoir réducteur le plus faible (862,9 µmol/g MS) (Figure 44). Ces 

résultats sont supérieurs à ceux rapporté par Rokayya et collaborateurs (Rokayya et al., 

2014) pour le chou rouge (80,87 µmol /g MS) et par Major et collaborateurs (Major et al., 

2020) pour le chou (Brassica oleracea var.acephala) (92,5 µmol /g MS). 

Des études sur la réduction du pouvoir des aliments des plantes ont rapporté que le pouvoir 

réducteur des polyphénols des plantes est dû à la présence d'un groupe hydroxyle, qui 

pourrait agir comme donneur d'électrons (Pellegrini et al., 2003). 
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Figure 44. Effet du solvant d'extraction sur le pouvoir réducteur de l'extrait de navet 

blanc. 
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II.2.4. Inhibition de radical Hydroxyle OH  

Le radical hydroxyle est le plus instable et le plus réactif de toutes les espèces 

dérivées de l'oxygène (ROS), se combinant rapidement avec presque toutes les molécules 

dans son voisinage immédiat (Sousa et al., 2009). Le radical hydroxyle peut entraîner 

plusieurs conséquences biologiques, notamment la mutation, la mort cellulaire, la 

cancérogenèse et le vieillissement (Ragu et al., 2007). Par conséquent, la consommation 

d'aliments ayant la capacité de piéger ce radical pourrait aider à contrôler ses effets nocifs. 

L'analyse statistique révèle des différences très significatives (p < 0,01) selon le solvant 

(eau, éthanol, méthanol) et une différence significative  (p < 0,05) à l'acétone. L’extrait 

qui a la valeur d'inhibition du radicale d'hydroxyle (OH) la plus élevée est obtenue avec 

l'éthanol (77,69 %), les autres valeurs varient entre (43,53 et 37,12 %) (Figure 45). Ces 

valeurs sont inférieures à celles repportées par Nasir et collaborateurs (Nasir et al., 2018) 

utilisant l'eau comme solvant d'extraction et ont obtenu les valeurs de 67,97%, 78,81%, 

71,67% pour le chou (Brassica oleracea), le radis (Raphanus sativus) et le navet (Brassica 

rapa) respectivement. 
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Figure 45. Effet du solvant d'extraction sur l'inhibition du radical Hydroxyle OH sur 

l'extrait de navet blanc. 
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II.2.5. Corrélations entre les teneurs en anti-oxydants et les activités anti-

oxydantes 

Afin d'évaluer la contribution de la teneur en composés phénoliques totaux, en 

flavonoïdes totaux, tanins condensés à l'efficacité de l'activité anti-oxydante d'extrait de 

navet exprimée par les différents tests effectués, un coefficient de corrélation a été analysé 

et quelques corrélations significatives ont été trouvées (Tableau XIX). 

Une corrélation significativement positive a été obtenue entre les composés phénoliques 

totaux et les activités anti-oxydantes évaluées par l'activité anti-radicalaire (DPPH, ABT), 

le pouvoir réducteur du fer, l'inhibition du radical hydroxyle et le pouvoir chélateur du fer, 

et leur coefficient de corrélation est (0,53 ; 0,92 ; 0,88 ; 0,99 et 0,85 respectivement). Ces 

résultats confirment ceux de Ryu et collaborateurs (Ryu et al., 2012) qui ont rapporté que 

les composés phénoliques contribuent de manière significative aux activités anti-oxydantes 

de navet (Brassica rapa). 

Des coefficients similaires ont été obtenus entre les tanins condensés et les activités anti-

oxydantes comme indique dans le Tableau XIX. Les corrélations entre les tanins condensés 

et les activités anti-oxydantes évaluées par l'activité anti-radicalaire ABTS, le pouvoir 

chélateur, l'inhibition du radical hydroxyle et le pouvoir réducteur sont supérieures à celles 

constatées avec l'activité anti-radicalaire DPPH (0,51 ; 0,93 ; 0,89 ; 0,98 et 0,83 

respectivement). Cependant, les flavonoïdes représentent une corrélation très faible avec 

les activités anti-oxydantes évaluées par l'activité anti-radicalaire ABTS, le pouvoir 

réducteur du fer, l'inhibition du radical hydroxyle et le pouvoir chélateur du fer (0,39 ; 

0,112 ; 0,006 ; 0,39 et 0,38 respectivement). Il convient de noter que nos résultats sont 

conformes à ceux rapportés par Aires et collaborateurs (Aires et al., 2011) qui ont trouvé 

une faible corrélation entre le TFC et le DPPH (0,4580) et une corrélation positive 

modérée entre le TPC et le DPPH (0,64), et celles de Paula Vale et collaborateurs (Paula 

Vale et al., 2014) qui ont rapportés que des corrélations faibles entre les radicaux 

hydroxyles DPPH (0,606) et les radicaux d'hydroxyle peroxyle (0,484) ont également été 

trouvés. 
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Tableau XIX. Corrélation entre les teneurs en antioxydants et les activités antioxydantes. 

 DPPH ABTS PR OH PCF 
Composés phénoliques totaux 0,53** 0,92*** 0,88*** 0,99*** 0,85*** 
Flavonoïdes totaux 0,39* 0,112 0,006 0,39* 0,38* 
Tanins condensés 0,51** 0,93*** 0,89*** 0,98*** 0,83*** 

DPPH: activité anti-radicalaire; ABTS : activité anti-radicalaire ; PR : pouvoir réducteur 
du fer ; OH : inhibition du radical hydroxyle ; PCF : pouvoir chélateur du fer. 
(*) Corrélation significative à 𝑝 < 0,05 ; (**) Corrélation très significative à 𝑝 < 0,01 ; 
(***) Corrélation très hautement significative à 𝑝 < 0,001. 

II.3. Activité antioxydante des fractions enzymatiques du navet blanc  

Les étapes de purification employées ont abouti à l'enrichissement de l'activité 

spécifique du TRP, qui est dû au partage différentiel du TRP et des enzymes contaminantes 

/ protéines totales. Ainsi, les propriétés anti-oxydantes des fractions TRP préparées à 

différents stades de purification ont été évaluées en fonction de leur capacité à piéger les 

radicaux (ABTS, OH), leur effet chélatant Fe2+ et leur pouvoir réducteur. Pour chaque 

activité, le BHT a été utilisé comme référence, à l'exclusion de la capacité de chélation des 

ions ferreux où l'EDTA était utilisé.  

II.3.1Activité Anti-radicalaire ABTS 

L'activité de récupération des radicaux ABTS est utilisée pour estimer l'activité anti-

oxydante totale des anti-oxydants (Payet et al., 2005). D'après les résultats illustrés dans 

(Fig 46A), il apparaît que l'activité anti-radicalaire ABTS des fractions enzymatiques 

diminue significativement (p <0,05) en fonction des étapes de purification. Les fractions 

enzymatiques perdent environ 50% de leur activité anti-radicalaire ABTS par rapport à 

celle de l'extrait brut. Les valeurs des activités anti-oxydantes varient entre 96,54% et 

46,32%. Cette différence peut être le résultat d'un effet synergique des peptides et 

polyphénols bioactifs présents dans l'extrait brut puisqu’on sait que les cultures de 

(Brassica rapa L.) sont une source appréciable de composés phénoliques, en particulier les 

flavonoïdes (Cartea et al., 2010). La capacité anti-oxydante expérientielle des fractions 

enzymatiques pourrait être attribuée à la présence de certains résidus d'acides aminés, tels 

que Met, His, Trp, Phe, Tyr, Leu, Pro et Gly22. D’autre part, l'élimination de certaines 

protéines et peptides de bas poids moléculaire a pour effet de réduire l'activité anti-

oxydante. 
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II.3.2. Pouvoir chélateur du Fer 

La plupart du fer est lié à des protéines, comme le transfert, ou conservé sous forme 

de ferritine dans un état un peu redox dans le corps. Une surcharge en fer dans le corps 

peut survenir et nécessiter la consommation de chélateurs exogènes pour empêcher 

l'accumulation de fer libre circulant dans le corps. De tels chélateurs exogènes peuvent être 

obtenus à partir de certains antioxydants dans les aliments (Mechri et al., 2020 ; Sellem et 

al., 2016). Les résultats de l'analyse de chélation, figure 46B, montrent que les fractions 

des étapes (E2-4) étaient significativement plus faibles (p <0,05) que celles de l'étape E1. 

Toutes les fractions ont montré un certain degré de pouvoir chélatant, l'activité de l'extrait 

brut étant la plus élevée (75,23%), la plus faible activité observée dans la fraction 

enzymatique pure (48,32%). Cette activité pourrait être liée aux peptides riches en Gly et 

His (Xu et Chance, 2007 ; Liu et al., 2016) et reflète que la nature complexe de l'extrait 

contenant un certain nombre de chélateurs du fer différents avec différentes affinités du fer 

de sorte que la diminution de l'activité chélatante des fractions protéiques est 

proportionnelle à leur teneur en ces acides aminés (Papuc et al., 2017). 

II.3.3. Pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur a été déterminé en mesurant la réduction du complexe Fe3
+/ 

Ferricyanure sous forme ferreuse, a indiqué les implications des mécanismes chimiques les 

plus fréquemment observés, à savoir le don d'électrons / hydrogène (Mechri et al., 2020). 

Dans cette étude, le pouvoir réducteur dans toutes les fractions résultant de (précipitation et 

inhibition avec PVPP), ultrafiltration et chromatographie d'échange d'anions était 

significativement (p <0,05) inférieure à celle de l'extrait brut (Fig 46C). Les valeurs de 

puissance de réduction des étapes de purification varient entre 130,76% et 52,96% 

d'équivalents trolox (μmol/g MS). Des niveaux élevés de pouvoir réducteur indiquent la 

présence de certains composés capables de donner des électrons aux radicaux libres, 

entraînant la prévention ou le retard de la propagation de l'oxydation. 

II.3.4. Inhibition du radical hydroxyle OH  

Le radical hydroxyle est le radical libre le plus réactif et il peut être formé à partir 

d'un anion super-oxyde et de peroxyde d'hydrogène en présence d'ions métalliques (Csire 

et al., 2020). Le radical hydroxyle peut facilement réagir avec des biomolécules, telles que 
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des acides aminés, des lipides, de l'ADN et des protéines (Umeno et al., 2017). Les ROS 

libres jouent un rôle important dans le métabolisme et le développement des organismes 

aérobies ; cependant, leur production incontrôlée entraîne un stress oxydatif. En fait, il a 

été démontré qu'une production excessive de radicaux libres dans les cellules vivantes est 

responsable des mutations et de la carcinogenèse en induisant une modification de base et 

une rupture de brin d'ADN. L'activité piégeant les radicaux hydroxyles des fractions 

enzymatiques diminue de manière significative (p <0,05) en fonction des étapes de 

purification (Figure 46D). L'activité des radicaux hydroxyles ne présente pas beaucoup de 

différence entre les étapes de purification, les valeurs varient entre 76,71% et 61,49%. Des 

études similaires sur les hydrolysats de protéines de soja ont indiqué qu'ils avaient la 

capacité de piégeage d'hydroxyle la plus élevée (69,75%) (Zhuang et al., 2013). De plus, 

l'utilisation d'extraits de protéines naturelles ou de protéines purifiées comme antioxydants 

a été identifiée. Les protéines isolées du soja, des champignons, de la zéine de maïs, de la 

pomme de terre, de l'igname, des pois chiches et des haricots blancs auraient une activité 

anti-oxydante (John, 2009). L'activité anti-oxydante des protéines dépend 

remarquablement de leur composition en acides aminés. Il a été rapporté qu'une teneur 

élevée en acides aminés hydrophobes dans les protéines pourrait améliorer leur solubilité 

lipidique et donc faciliter l'admission aux radicaux libres de récupération générés dans la 

phase lipidique (Qian et al., 2008). 

Par exemple, les activités anti-oxydantes de la tyrosine, de la phénylalanine sont dues à 

leur capacité à donner des protons aux radicaux libres et le tryptophane contient le groupe 

indole, et il peut servir de donneur d'hydrogène pour inhiber la réaction radicalaire dans la 

chaîne peroxydative à médiation (Qian et al., 2008). Les acides aminés lysine, arginine, 

acide aspartique et acide glutamique exercent une activité anti-oxydante en chélatant les 

ions métalliques. Les pro résidus de peptides sont également importants pour l'élimination 

des radicaux en raison de sa structure unique. L'histidine peut donner des protons aux 

radicaux déficients en électrons et améliorer les capacités de piégeage des radicaux ainsi 

que le chélateur des métaux en raison de son cycle imidazole (Xu et Chance, 2007 ; Liu et 

al., 2016). De nombreux facteurs pourraient affecter la capacité anti-oxydante des POD, 

tels que la teneur en acides aminés, l'affinité du substrat, les polarités et structures 

(Jahangoshaei et al., 2015). 
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Figure 46. Potentiels antioxydants de TRP des racines de navet blanc (Brassica rapa.L). 

(A) Activité Anti-radicalaire ABTS, (B) Pouvoir chélateur, (C) pouvoir réducteur et (D) 

inhibition du radical hydroxyle OH. (1, 2, 3 et 4 correspondent aux étapes de purification). 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type (n = 3). Les lettres a, b, c et d indiquent 

des différences significatives pour l'échantillon donné entre les différentes étapes de 

purification (p <0,05) ; avec a> b> c> d. 

III. Microcapsulation d'extrait enzymatique du navet blanc 

Cette partie de travail a pour objectif de déterminer l'effet de l’encapsulation des 

peroxydases de navet après la digestion gastro-intestinale in-vitro (libération, potentiel 

antioxydant et leur biodisponibilité dans l’intestin grêle). Pour ce faire, l’extrait 

enzymatique qui a été purifié dans la deuxième partie de travail, a été encapsulée puis 

A 

D C 

B 
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caractérisée après une optimisation par la conception Box-Behnken de la méthodologie de 

surface de réponse (MSR). Enfin, les extraits encapsulés et non encapsulés ont été soumis à 

une digestion gastro-intestinale in-vitro. Puis, le potentiel antioxydant a été déterminé 

après chaque phase de la digestion. 

III.1. Optimisation de l'efficacité d'encapsulation  

III.1.1. Analyse du modèle  

La conception Box-Behnken de la méthodologie de surface de réponse (MSR) a été 

utilisée pour optimiser l'encapsulation de l'extrait enzymatique dans le polymère PVA et 

PLA par double émulsion. Les résultats énumérés dans le tableau XX ont révélé que 

l'efficacité d'encapsulation était comprise entre 32,89% et 57,29%. L'analyse de la variance 

du modèle et le manque d'ajustement ainsi que le coefficient de régression de l'efficacité 

d'encapsulation ont été présentés dans le tableau XX. L'ajustement global a présenté une 

valeur p de 0,0005 indiquant la signification du modèle développé. Le Défaut d'ajustement 

(0,089) non significatif (p <0,05), et la valeur élevée du coefficient de détermination (R2) 

montre que le modèle est valide. Les valeurs mesurées ont été ajustées dans un modèle 

quadratique afin d'établir une régression mathématique appropriée. Comme le montre le 

tableau XX, le coefficient de régression des termes d'interception, linéaire, quadratique et 

d'interaction du modèle a été calculé à l'aide de la méthode des moindres carrés. Il est 

indiqué que les termes linéaires et quadratiques des trois facteurs ainsi que les termes 

d'interaction de la concentration PVA-PLA et PLA-extrait étaient significatifs (p <0,05), 

alors que le terme d'interaction de concentration PVA-extrait n'était pas significatif. Il a 

également été noté que les termes linéaires affectent positivement l'efficacité 

d'encapsulation, mais que les termes quadratiques influencent négativement sur la réponse, 

ce qui indique que l'efficacité d'encapsulation augmentait avec l'augmentation des trois 

facteurs, mais diminuait à des valeurs élevées de ces facteurs. Le modèle polynomial de 

second ordre (équation 2) pour l'efficacité d'encapsulation peut être donné, en considérant 

les termes significatifs, comme suit.  

𝐸𝐸 = 46,73 + 3,81𝑥ଵ + 1,06𝑥ଶ + 3,68𝑥ଷ − 0,12𝑥ଵ𝑥ଶ  +

                                                     0,11𝑥ଶ𝑥ଷ − 5,68𝑥ଵ
ଶ − 0,02𝑥ଶ

ଶ − 3,17𝑥ଷ
ଶ (𝐸𝑞. 2)  

Où EE : efficacité d'encapsulation (%) ; x1, PVA (%); x2, concentration de PLA (mg/mL); 
x3, concentration d'extrait (mg/mL). 
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Tableau XX. Coefficient de régression, erreur standard et résultats du test t de Student de 
la surface de réponse pour l’efficacité de l’encapsulation. 
Paramètre Estimation Erreurs standard Rapport t Prob.>|t| 
Constante 56,66 0,90 62,94 <0,0001* 
 x1 1,24 0,55 2,25 0,0744 
 x2 -1,86 0,55 -3,39 0,0195* 
 x3 6,00 0,55 10,90 0,0001* 
x1-x2 -2,26 0,77 -2,91 0,0335* 
x1-x3 -0,24 0,77 -0,31 0,7684 
x2-x3 2,04 0,77 2,63 0,0468* 
x1*x1 -5,68 0,81 -7,01 0,0009* 
x2*x2 -9,35 0,81 -11,53 <0,0001* 
x3*x3 -3,17 0,81 -3,91 0,0113* 

x1, PVA (%); x2, PLA (mg/mL); x3, concentration d’extrait (mg/mL) ; 
* Valeurs statistiquement significatives à p <0,05 

L'analyse ANOVA de la variance a été réalisée pour déterminer si le modèle quadratique 

est significatif ou non. Les résultats du Tableau XXI montrent qu'une bonne performance 

du modèle avec un coefficient de corrélation (R2) pour les efficacités d'encapsulation de 

0,98 et la valeur R2 ajustée correspondante était de 0,95. Le modèle de régression linéaire 

est hautement significatif avec une valeur de F (809,97) et la valeur de P (0,0005), Ces 

résultats suggèrent que ces facteurs ont une influence significative sur les valeurs de la 

réponse (EE) ainsi le coefficient de régression est significative, donc le modèle 

mathématique statistiquement est acceptable. 

Tableau XXI. ANOVA pour l'effet de PVA, PLA, concentration d'extrait sur l'efficacité 
d'encapsulation 

Source DF Somme des  carrés Rapport Fraction Prob. > F 
 x1 1 12,30080 5,0576 0,0744 
 x2 1 27,90045 11,4715 0,0195* 
 x3 1 288,72045 118,7103 0,0001* 
 x1-x2 1 20,56623 8,4560 0,0335* 
 x1-x3 1 0,23522 0,0967 0,7684 
x2-x3 1 16,76903 6,8948 0,0468* 
x1*x1 1 119,52502 49,1439 0,0009* 
x2*x2 1 323,10731 132,8488 <,0001* 
x3*x3 1 37,21100 15,2997 0,0113* 
Model 9 797,80 88,64 36,44 
Défaut d’ajustement 5 12,16  0,089 
Modèle total 14 809,97  0,0005* 
R2= 0,98     
AdjR2 = 0,95     

x1, PVA(%) ; x2, PLA (mg/mL) ; x3, extract concentration (mg/mL) 
DF, Degrees of freedom 
* Values statistically significant at p < 0,05 
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III.1.2. Analyse de la surface de réponse 

Les présentations de la surface de réponse tridimensionnelle des effets interactifs des 

trois facteurs indépendants sur l'efficacité d'encapsulation (%) sont tracées sur la figure 47. 

Le tracé des surfaces de réponse 3D de la concentration de PVA (x1) et PLA (x2) sur la 

réponse est présenté sur la figure 47A. La concentration de PVA élève induit 

l'augmentation de l'efficacité d'encapsulation jusqu'au maximum (57,29%). Le rôle du 

PVA en tant que stabilisant dans le développement de microparticules de polymère a été 

largement étudié. Puisque la concentration de PVA est un facteur clé dans le contrôle de la 

taille des particules et de la cinétique de libération (Xie et al., 2014). Avec l'augmentation 

de la concentration de PVA, il est connu de réduire la tension interfaciale et peut être basé 

sur l'augmentation de la surface des microparticules de PLA ce qui conduit à une plus 

grande diffusion des molécules (Mokale et Yadava, 2014 ; Yeo et Park, 2004). Lorsque le 

pourcentage d'efficacité d'encapsulation diminue avec une augmentation de la quantité de 

polymère. Cela peut être dû au temps plus long requis pour la précipitation du polymère 

qui était en plus grande quantité, une autre raison pourrait être la disponibilité d'une plus 

grande quantité de polymère pour encapsuler le principe actif, ne provoquant ainsi pas la 

saturation de l'encapsulation (Budhian et al., 2005; Krishnamachari et Lin, 2007). La figure 

47B représente l'effet interactif de la concentration de PVA (x1) et de la concentration 

d'extrait enzymatique (x3) sur l'efficacité d'encapsulation. Ce dernier augmente avec 

l'augmentation de la concentration de PVA de 0,1 à 1,55% celle donnant la réponse 

maximale, puis diminue considérablement avec l'augmentation de ce facteur. La raison est 

probablement que l'extrait contenu dans la microcapsule est recouvert d'une couche de 

PVA rendant la diffusion difficile, ce qui diminue l'efficacité d'encapsulation. Certains 

chercheurs ont également signalé qu'une concentration plus élevée de PVA entraîne une 

viscosité plus élevée dans la phase aqueuse externe, des microparticules plus petites et plus 

de résidus à la surface des particules (Li, Min, Zhao, Lu et Jin, 2014). L'influence 

combinée de la concentration de PLA (x2) et de la concentration d'extrait enzymatique (x3) 

est illustrée sur la figure 47C. Cependant, l'augmentation de la concentration de l'extrait 

enzymatique au-dessus de 55 mg/mL entraîne une diminution considérable de l'efficacité 

d'encapsulation et vice versa probablement en raison de la capacité de piégeage limitée de 

l'extrait enzymatique dans la matrice PLA. Ce résultat est conforme à la conclusion de 

Feczkó et collaborateurs (Feczkó et Gyenis 2011), qui indiquaient que dans certaines 
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conditions, plus la concentration de la protéine BSA dans la phase aqueuse est élevée, plus 

l'efficacité d'encapsulation est faible. 

 

 

 

Figure 47. Présentations de la surface de réponse tridimensionnelle des effets interactifs 

de la concentration de PVA et de la concentration de PLA (a), de la concentration de PVA 

et de la concentration de peroxydase (b), et de la concentration de PLA et de la 

concentration de peroxydase (c) sur l'efficacité d'encapsulation. 
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III.1.3. Validation du modèle  

Une etude a été menée pour déterminer l'influence des variables du procédé sur 

l'efficacité de l'encapsulation de l'extrait enzymatique de navet dans les microcapsules de 

PLA produites par la méthode d'évaporation en double émulsion. Les résultats des 

conditions optimales pour obtenir l'efficacité d'encapsulation maximale sont une 

concentration de PVA de 1,55%, PLA de 30 mg/mL et une concentration d'extrait 

enzymatique de 55 mg/mL. L'efficacité d'encapsulation attendue dans des conditions 

optimales est de 56,67%. Pour valider le modèle, l'expérience a été réalisée dans des 

conditions optimales et la valeur d'efficacité d'encapsulation atteinte est de 57,29 ± 0,69%. 

Ce résultat expérimental est statistiquement similaire à celui prédit indiquant ainsi la 

validation du modèle développé pour l'efficacité d'encapsulation. 

III.2 Caractérisation des microcapsules 

III.2.1. Analyse de la morphologie des microcapsules, de la distribution 

granulométrique et de l'humidité 

La morphologie des microcapsules contenant les peroxydases obtenues dans des 

conditions optimisées est analysée par MEB. La figure 48A montre que les microcapsules 

élaborées sont de forme sphérique. D’après la figure 49, le résultat de l'analyse par 

diffraction laser indique que les valeurs des termes d (0,9), d (0,1) et d (0,5) étaient 

respectivement de 332 ± 3 ; 209 ± 2 et 766 ± 4 qui calculent un intervalle de 1,22 (<2 ) 

indiquant une distribution granulométrique étroite autour de la taille moyenne des 

particules (Barboza et al., 2014). 

L'observation de particules à fort grossissement (figure 48B et C) indique une surface 

rugueuse avec de minuscules pores qui peuvent résulter de l'évaporation de l'eau piégée 

dans les sphères pendant le processus de lyophilisation (Yang et al., 2001). Des résultats 

similaires concernant la morphologie de la microcapsule et son aspect de surface ont été 

observés dans d'autres études (Ahn et al., 2008). 

La teneur en humidité des microcapsules élaborées est de 2,26 ± 0,15%. Ce résultat est 

proche d'autres microcapsules préparées en utilisant différents supports dont le β-glucane, 

la gomme arabique, la pectine et l'inuline avec respectivement 4,97 ; 3,54 ; 3,04 et 2,80% 
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(Aboul-Enein et Bunaciu Fleshin, 2014). Cela peut indiquer la faible activité de l'eau qui 

offre une bonne conservation des microcapsules. 

 

Figure 48. Images de microscopie électronique en conserve (MEB) de microparticules de 

PLA chargées d'extraits de protéines de peroxydase de navet : (a) La morphologie des 

microparticules à 500 𝜇m (X100) ; (b) Les microparticules de morphologie à 200 𝜇m 

(X361) (c) La morphologie des microparticules à 50 µm (X1548). 

a b 

c 
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Figure 49. Distribution de la taille des particules  

III.2.2. Analyse par infrarouge à transformée de Fourier  

L'analyse spectrale FTIR du biopolymère PLA de l'extrait enzymatique de navet et 

de ses microcapsules a été réalisée pour mettre en évidence la présence de protéines dans 

les microcapsules PLA et pour étudier les liaisons et les groupes fonctionnels avant et 

après encapsulation. Les spectres de microcapsule et d'extrait enzymatique ont été 

comparés à ceux du biopolymère PLA. Comme le montre la figure 50, le spectre de 

l'extrait enzymatique encapsulé a indiqué qu'un pic fort à 1751 cm-1 qui est attribué aux 

vibrations d'élongation C = O (Sahadevan, Misra etThankamani, 2016), les pics à 1060 cm-

1 correspondent à CN étirant les vibrations de l'amine (Santhoshkumar, Rajeshkumar et 

Kumar, 2017). La présence de pics d'intensité variable a été remarquée autour de 1080 cm-

1 correspondant à l'étirement du CO des acides carboxyliques, des esters et des anhydrides 

(Kong et Yu, 2007). Les pics caractéristiques à 3029 cm-1 et 2869 cm-1 sont attribués 

respectivement à l'étirement asymétrique et symétrique du CH2 (Mizutani, Matsumura, 

Murakami et Mori, 2004). La diminution de l'intensité de bande observée dans le spectre 

de l'extrait enzymatique introduit dans le PLA peut s'expliquer par la formation de liaisons 

hydrogène entre les molécules protéiques de l'extrait et des groupes caractéristiques du 

PLA et/ou par le chevauchement. L'effet de l'encapsulation se manifeste par une 
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diminution de l'intensité de la bande d'excitation de l'extrait enzymatique. Les pics de 

transmittance caractéristiques du spectre d'extrait enzymatique et celui de l'extrait 

enzymatique encapsulé n'ont pas été observés au niveau du spectre PLA, ils correspondent 

au pic à 3290 cm-1 représentant l'élongation NH de l'amine ou de l'amide (Barth et Zscherp, 

2002). Le pic intense à 612 cm-1 était lié à la flexion OCN et le pic à 537 cm-1 correspond à 

la flexion hors plan C=O (Aboul-Enein, Bunaciu et Fleshin, 2014). Le pic à 1571 cm-1 

correspond à la vibration de flexion du NH2 (Bai et al., 2011), qui est principalement 

générée par les protéines (Mizutani et al., 2004). Ces résultats confirment la présence de 

protéines dans la matrice du biopolymère PLA et la disponibilité de leurs groupements 

fonctionnels qui apporteront leur réactivité potentielle. 

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
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Figure 50. Spectre infra-rouge de la transformée de Fourier de polyacide lactique (PLA), 

extrait de protéine peroxydase de navet et microcapsules PLA chargées avec extrait de 

protéine peroxydase de navet.  
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III.2.3. Analyse thermogravimétrique  

L'analyse thermogravimétrique (ATG) réalisée sur les microcapsules a démontré une 

dégradation thermique en deux étapes tandis que l'analyse des données ATG pour le PLA 

pur a montré un mécanisme de dégradation en une étape. La courbe thermogravimétrique 

du PLA pur a montré une dégradation initiale à environ 300 °C. La courbe 

thermogravimétrique des microcapsules de PLA chargées de POD (figure 51) a révélé, 

pour la première étape, une dégradation initiale autour de 110 °C et dans la deuxième étape 

autour de 300 °C. La première phase est attribuée à la dégradation des peroxydases 

contenues dans les microcapsules de PLA qui présente une instabilité thermique dans cette 

plage de température. La deuxième phase de dégradation, similaire à celle du PLA pur, a 

été attribuée à celle des microcapsules de PLA. 

 

Figure 51. Analyse thermogravimétrique du PLA pur et des microcapsules.  

III.3. Activité spécifique des peroxydases avant et après encapsulation  

Avant le processus d'encapsulation de l'extrait enzymatique de navet riche en 

peroxydases natives (POD), l'extrait brut est passé par les étapes de concentration puis de 
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purification afin de récupérer les principales fractions enzymatiques. Les résultats                   

(figure 53) montrent que l'activité spécifique de la peroxydase est 4 fois plus élevée 

(743,77 U/mg) que l'activité de l'extrait brut (187,4 U/mg). Ceci est certainement dû à 

l'augmentation de la concentration de POD tout au long des étapes de purification. 

Plusieurs études rapportent l'augmentation des activités enzymatiques après purification et 

pour le POD particulièrement purifié à partir du navet (Duarte-Vázquez et al., 2000 ; 

Motamed et al., 2009), et des prunes (Enachi et al., 2018). Cependant, après l'encapsulation 

de l'extrait enzymatique, l'activité POD a diminué de près de 50% (328,62 U/mg) et ce 

résultat était attendu. En effet, il est largement reconnu que l'immobilisation des enzymes 

entraîne une diminution de leurs activités mais augmente leur stabilité et prolonge leur 

disponibilité (Datta et al., 2013). De toute évidence, l'activité enzymatique doit être 

maintenue pendant et après l'encapsulation même si dans certains cas, la stabilité de 

l'enzyme peut diminuer après l'immobilisation, par exemple, lorsque le support est capable 

d'établir des interactions indésirables avec l'enzyme (Mateo et al., 2007). Une étude 

similaire réalisée par Han et collaborateurs (Han et al., 2020) dans laquelle des 

microsphères poreuses étaient utilisées comme supports pour co-immobiliser plusieurs 

enzymes. Il a été rapporté que l'activité spécifique de l'enzyme libre diminuait après 

l'immobilisation. Un autre résultat a été rapporté par Falleiros et collaborateurs (Falleiros et 

al., 2017) qui ont observé que l'activité spécifique de la β-galactosidase libre (32,03 U/mg) 

diminue après immobilisation (28,56 U/mg). 
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Figure 53. Activité spécifique de la peroxydase d'enzymes brutes et purifiées et d'enzymes 

encapsulées. Chaque valeur représente la moyenne ± ET. Les résultats avec des lettres 

différentes sont statistiquement différents à p <0,05 (test ANOVA-LSD ; a> b> c). 

III.4. Libération d'enzymes in vitro 

La cinétique de libération de l'extrait enzymatique protéique (protéines solubles) du 

navet sans et avec encapsulation, a été étudiée dans deux milieux simulés, le milieu 

gastrique (pH 2,5) et le milieu intestinal (pH 7,4) incubés à 37 °C (figure 54). Les résultats 

de cette étude ont montré que les protéines contenues dans les microcapsules de PLA 

préparées présentent un comportement de libération différent entre les deux milieux. En 

effet, la libération in vitro des protéines dans le milieu intestinal à pH 7,4 est plus rapide 

que dans le milieu gastrique à pH 2,5 en raison notamment des échanges d'ions 

(Simonoska Crcarevska, Glavas Dodov, & Goracinova, 2008). Les recherches menées 

suggèrent qu'un mécanisme alternatif, pour contrôler la rétention et la libération des 

protéines des particules de polymère, consiste à utiliser des interactions attractives ou 

répulsives spécifiques entre les protéines et les molécules du polymère (Longo etSzleifer, 

2016 ; Schillemans, Hennink et van Nostrum,2010). L'un des moyens les plus couramment 

utilisés pour contrôler les interactions moléculaires consiste à modifier le pH pour affaiblir 

ou renforcer l’interaction électrostatique au sein des particules de polymère (Rahmani et 

al., 2017). D'une part, à des valeurs de pH inférieures au point isoélectrique, les protéines 

portent une charge positive nette, en raison d'un degré élevé de protonation des groupes 

amino et d'un faible degré de dissociation des groupes carboxyle. Il y a donc une forte 
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attraction entre les protéines et les polymères, par conséquent, les protéines auront 

tendance à être retenues à l'intérieur des particules (Zhang et al., 2016). En revanche, à des 

valeurs de pH supérieures au point isoélectrique, les protéines portent une charge nette 

négative, en raison du degré élevé de dissociation des groupes carboxyle et du faible degré 

de protonation des groupes amino (Rahmani et al., 2017). Dans ce cas, les protéines et le 

polymère anionique ont des charges similaires (toutes deux négatives) et les protéines 

auront tendance à être libérées par répulsion (Xie et al., 2014). Le taux de solubilisation 

des protéines sans encapsulation dans les deux milieux (pH 2,5 et pH 7,4) était de 90% 

pendant les premières minutes avec des temps différents. Alors que le taux de libération 

des protéines encapsulées dans le milieu à pH 7,4 (simulant le pH dans l'intestin) était 

d'environ 65% au bout des 4 premières heures. De même, la libération de protéines dans le 

milieu acide à pH 2,5 (simulant le pH dans l'estomac), durant les 2 premières heures, 

environ 15% des protéines ont été libérées, suivie d'une libération lente au fil du temps 

restant (Fig 24A et B). Ces résultats sont similaires à ceux rapportés par Shu et 

collaborateurs (Shu et al. 2010) pour la libération de BSA à partir de nanocapsules qui a 

été réalisée dans des solutions tampons avec pH 1,4 et 7,4, respectivement. La libération de 

BSA était supérieure à 60% à pH 7,4 et 10% à pH 1,4 pendant les 2 premières heures. Une 

autre étude, celle de Bhattarai et collaborateurs (Bhattarai et al., 2005), a suggéré qu'une 

libération de BSA encapsulée à partir du polymère PEG était d'environ 52 à 67% au cours 

des 5 premières heures à pH 7,4. Ces résultats ont montré que les protéines incorporées 

dans le PLA ont une vitesse de libération considérablement plus lente que les protéines non 

encapsulées. Les microcapsules peuvent non seulement protéger la protéine libérée de la 

perte en milieu acide, mais également contrôler la libération dans le tractus gastro-

intestinal, c'est ce qu'on appelle l'effet retardateur, qui peut être attribué à la stabilisation 

des molécules de protéines dans les microcapsules (Lin et al., 2007 ; Zheng et al., 2016). 

Ces résultats signifient probablement que les enzymes antioxydantes de l'extrait pourraient 

avoir des effets protecteurs au niveau intestinal en raison de la forte solubilité et de la 

libération de l'extrait trouvée à pH 7,4 et correspondant au temps de transit gastro-intestinal 

(4h). 
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Figure 54. Profils de libération enzymatique in vitro à pH 7,4 (A) et pH 2,5 (B). 

III.5. Stabilité de l'extrait enzymatique libre et encapsulé pendant le stockage 

Les résultats de l'étude de stabilité de l'extrait enzymatique de navet libre et 

encapsulé riche en peroxydases à 25, 4 et -20 °C sont représentés sur la figure 55 comme la 

cinétique de dégradation des activités POD au cours des 90 jours de surveillance. Les 

résultats montrent que l'extrait enzymatique encapsulé stocké à 25 et 4 °C, présente une 

activité POD résiduelle bien maintenue avec environ 60% des activités initiales pendant 80 
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jours de stockage, tandis que le POD libre perd son activité initiale progressivement en 15 

et 30 jours à 25 et 4 °C, respectivement. Une étude similaire a été menée en utilisant des 

nanoparticules d'alginate pour l'immobilisation de la peroxydase de navet (Meeran et al., 

2004). Les auteurs ont rapporté que l'enzyme soluble perdait près de 85% de son activité 

en 30 jours à 4 °C, tandis que la préparation enzymatique réticulée piégée à l'alginate 

conservait plus de 92% de l'activité dans des conditions expérimentales similaires. Zdarta 

et collaborateurs (Zdarta et al., 2017) ont rapporté que l'enzyme immobilisée se caractérise 

par une activité plus élevée que la cellulase libre après 30 jours de stockage à 4 et 25 °C. 

Elle conserve plus de 95% et 85% de son activité initiale contre 75% et moins de 40% dans 

le cas de l'enzyme libre. Les résultats du stockage à -20 °C montrent que l'extrait 

enzymatique encapsulé a conservé plus de 70% de l'activité POD initiale, tandis que les 

peroxydases libres ont perdu près de 60% de l'activité initiale en 60 jours et restent ensuite 

stables jusqu'à toute la période de stockage. Ces résultats indiquent que l'encapsulation 

utilisée dans cette étude a amélioré la stabilité des peroxydases pendant le stockage. Ceci 

prouve également que l'utilisation du polymère biodégradable PLA comme agent 

d'enrobage dans l'encapsulation enzymatique des peroxydases a un effet positif sur la 

stabilité de l'activité enzymatique. Une observation similaire a été rapportée par 

Swarnalatha et collaborateurs (Swarnalatha et al., 2013) qui ont observé une stabilité 

élevée de l'α-amylase après encapsulation dans l'agent de revêtement. L'immobilisation a 

augmenté la tolérance à la température de l'enzyme en présence d'agents d'enrobage 

fournissant ainsi un environnement adéquat pour la réaction des enzymes avec ses substrats 

(Zhou et Chen, 2001). 
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Figure 55. Dégradation cinétique des activités POD d'extrait enzymatique encapsulé et 

non encapsulé pendant le stockage à différentes températures. 

III.6. Effet de la digestion in vitro sur le potentiel antioxydant d'extrait 

enzymatique du navet 

III.6.1. Activité enzymatique et la teneur en protéines totaux  

Les antioxydants peuvent être affectés par ces conditions oxydantes changeantes. 

Ainsi, il est nécessaire d'étudier la stabilité des antioxydants dans le tractus gastro-

intestinal. Les méthodes in vitro pour simuler le tube digestif humain sont largement 

utilisées car elles sont rapides, sûres et n'ont pas les mêmes restrictions éthiques que les 

méthodes in vivo.  

Le tableau XXII montre les résultats de la digestion in vitro des extraits protéiques du 

navet avant et après l'encapsulation, l'analyse statistique montre que l'activité enzymatique 

de peroxydase de l'extrait non encapsule diminue significativement (p < 0,05) de la phase 

orale (9578,83 ± 6,06 U/mg) à la phase intestinale (84,21 ± 1,91 U/mg), tandis que 

l'activité de l'extrait encapsule augmente significativement de la phase orale (82,42 ± 5,64) 
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à la phase intestinale (416,91 ± 8,67). Concernant la teneur en protéines totaux de l'extrait 

non encapsule diminue significativement (p < 0,05) de la phase orale (662,33 ± 2,51 

mg/100g EQ) à la phase intestinale (150,13 ± 5,62 mg/100g EQ). Cependant, pour l'extrait 

encapsule, les teneurs en protéines totaux augmentent avec les phases de la digestion ( 

𝑜𝑟𝑎𝑙𝑒 < 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 < 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒). 

III.6.2. Activité antioxydant 

Tous les composés bioactifs présents dans les aliments ne seront pas finalement 

absorbés par le corps humain en raison des différentes conditions physicochimiques et 

biochimiques au cours du processus de digestion (Gunathilake et al., 2018). Les méthodes 

de digestion simulées comprennent généralement les phases orale, gastrique et intestinale 

restreinte, et parfois une fermentation intestinale importante. Ces méthodes tentent d'imiter 

les conditions physiologiques in vivo, en tenant compte de la présence d'enzymes 

digestives et de leurs concentrations, du pH, du temps de digestion et des concentrations en 

sel (Minekus et al., 2014). 

III.6.2.1. Activité anti radicalaire ABTS 

L'activité piégeant les radicaux ABTS a été largement utilisée pour tester l'activité 

antioxydante. Le mécanisme s’attribue principalement aux réactions de transfert 

d’électrons pour inhiber la voie d’auto-oxydation en convertissant les radicaux en produit 

relativement stable (Wang et al., 2016). 

L'activité anti-radicalaire ABTS des extraits digérés non encapsulés présente une 

diminution significative (p < 0,05) au cours les phases de la digestion (tableau XXII) 

tandis que pour l'extrait encapsule, cette activité est diminuée dans le milieu gastrique 

après elle augmente dans le milieu intestinal. En effet, l'augmentation des propriétés 

hydrophobes des digesteurs gastro-intestinaux après traitement à la pepsine les rend moins 

susceptibles de réagir avec le radical ABTS+ soluble dans l'eau. Cependant, l'augmentation 

de la propriété hydrophile des digesteurs gastro-intestinaux après un traitement à la 

pancréatine favorise leur piégeage du radical ABTS+ et augmente l'activité de piégeage de 

radical ABTS (You et al., 2010). Le polymère des microcapsules empêche la libération des 

protéines dans les fluides gastriques, et favorise la libération dans les fluides intestinaux 

(Pablo et al., 2011), les microcapsules améliorent la solubilité des extraits dans des 
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solutions aqueuses et lorsqu'elles sont dispersées, elles ont une plus grande surface de 

contact avec le fluide, augmentant le pourcentage de libération de l'extrait dans les 

capsules (Zheng et al., 2011). 

III.6.2.2. Pouvoir chélateur des ions ferriques 

Dans cette étude, le pouvoir chélateur des fractions protéiniques des extraits de navet 

digérés encapsulé et non encapsulé présente des différences significatives (p < 0,05) au 

cours du processus de digestion. La valeur de pouvoir chélateur plus élevée est enregistrée 

dans la phase intestinale. L'augmentation de cette activité peut être liée à l’exposition des 

acides aminés présentant une capacité de liaison aux métaux (Peng et al., 2010). Tintoré et 

collaborateurs (Tintoré et al., 2015), dans leur étude, ont également observé une 

augmentation de l'activité chélatrice du fer après la digestion. En effet, Teixeira et 

collaborateurs (Teixeira et al., 2016), suggérent que les hydrolysats après le GID 

pourraient être électromagnétiques ou hydroniques, la digestion a provoqué une 

augmentation de l'activité chélatrice du fer des hydrolysats de protéines de poisson. 

III.6.2.3. Pouvoir réducteur 

La méthode de FRAP est basée sur la capacité des extraits à réduire le fer ferrique 

Fe3+ en fer ferreux Fe2+ grâce au don d'électrons ou d'hydrogène (AK et al., 2016). La 

forme réduite donne une couleur verte dont l'intensité est proportionnelle au pouvoir 

réducteur de l’extrait (Ladoh Yemeda et al., 2014). 

Comme le montre le tableau XXII, le pouvoir réducteur des fractions protéiques des 

extraits de navet digérés non encapsules présent une diminution de manière significative (P 

<0,05) après traitement à la pepsine et de la pancréatine. Les valeurs de pouvoir FRAP les 

plus élèves ont été enregistrées dans la phase orale et gastrique par contre dans la phase 

intestinale a été très faible tandis que pour les fractions de l'extrait encapsule, le pouvoir 

réducteur augmente avec les phases de digestion. L'augmentation du pouvoir réducteur des 

digesteurs gastro-intestinaux montre que les microcapsules d’extrait peuvent être des 

donneurs d'hydrogène ou d'électrons plus efficaces après digestion in vitro. Ce résultat est 

conforme à celui de Zhu et collaborateurs (Zhu et al., 2008), qui ont constaté que le 

pouvoir réducteur de l'hydrolysat de zéine était considérablement augmenté après 

traitement par la pepsine pendant 1 h et la pancréatine pendant 2 h. 
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III.6.2.4. Activité anti-radicalaire de radical OH 

Les activités d'élimination des radicaux hydroxyles des fractions protéiques digérés 

encapsules et non encapsules d'extrait du navet sont représentées sur tableau XXII. 

L'activité des radicaux hydroxyles de l'extrait non encapsulé était de                                        

124,10 ± 1,73 µmolTE/100g dans la phase orale, après 2h de digestion par la pepsine, 

l'activité radicalaire hydroxyle de la digestion gastro-intestinale a été considérablement 

réduite à 76,44 ± 0,078 µmolTE/100g de manière significative( p < 0,05). La digestion par 

la pancréatine pendant 2h n'a pas apporté de changement significatif à l'activité de 

piégeage des radicaux hydroxyles dans la phase intestinale. Cependant, une digestion plus 

poussée par la pancréatine pour l'extrait encapsule a porté une activité de piégeage des 

radicaux hydroxyles plus grands dans la phase intestinale par rapport à la phase gastrique. 

L'augmentation de l'activité de piégeage des radicaux montre que les protéines dans les 

capsules peuvent être des donneurs d'hydrogène ou d'électrons plus efficaces après 

digestion intestinale. D’après You et collaborateurs (You et al., 2010), la digestion des 

hydrolysats de protéine du loach a provoqué une faible augmentation de l'activité anti-

radicalaire hydroxyle après la digestion par la pancréatine. 

III.6.2.5. Corrélation entre les activités antioxydantes et la teneur en protéines 

totaux et l'activité enzymatique 

L'utilisation biologique d'une protéine dépend principalement de sa digestibilité par 

les peptidases gastriques, pancréatiques et intestinales, ce qui permet de comprendre que la 

digestion peut jouer un rôle majeur dans la modulation de la fonction physiologique des 

protéines alimentaires (Lui et al., 2016). Le tractus gastro-intestinal (GI) est connu pour 

être un site d'oxydation majeur dans le corps humain (Kotamraju et al., 2001). Un certain 

nombre d'études ont lié les espèces réactives de l'oxygène (ROS), générées au cours du 

processus de digestion, aux maladies du tractus gastro-intestinal (Carrieret al., 2001). 

Pendant la digestion gastro-intestinale, les antioxydants sont exposés à Fe, Cu, H2O2,                          

à l'hème, aux peroxydes lipidiques, aux NO et aux aldéhydes d'origine alimentaire 

(Sannaveerappa et al., 2008). 

Afin d'évaluer la contribution des anti-oxydantes enzymatiques à l'efficacité anti-oxydante 

d'extrait protéique de navet pendant la digestion gastro-intestinale, les coefficients de 
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corrélation entre les activités anti-oxydantes, la teneur en protéine et l'activité enzymatique 

de peroxydase ont été détermines (tableau XXIII). 

Les résultats montrent que les fractions purifiées d'extrait du navet non digère ont 

présentent une corrélation significative (p < 0,05) entre la teneur en protéines totaux et les 

activités antioxydants (ABTS, OH, PCH), tandis que le coefficient de corrélation de 

l'activité de FRAP n’est pas significatif. D'autre part, l'activité enzymatique corrélé 

significativement (p < 0,05) avec les activités (ABTS, OH, FRAP), par contre elle 

présente une faible corrélation avec l'activité de pouvoir chélateur. 

Pour les fractions purifiées des extraits digères encapsule et non encapsule, l'activité 

enzymatique et la teneur en protéine sont corrélées significativement (p < 005) avec 

toutes les activités (ABTS, FRAP, OH, PCH) dans la phase intestinale. Tandis que dans la 

phase orale, l'activité du pouvoir chélateur présentée une faible corrélation avec l'activité 

enzymatique et la teneur en protéine pour les deux extraits encapsule et non encapsule. 

Ainsi, dans la phase gastrique, le coefficient de corrélation est faible entre les activités 

(FRAP, OH) et (la teneur en protéine et l'activité enzymatique) pour l'extrait non encapsule 

et encapsule respectivement. 



Tableau XXII. Activité enzymatique de peroxydase, activités antioxydantes (ABTS, FRAP, OH, PCH) et teneurs en protéines totaux avant et après la 

digestion gastro-intestinale in vitro 

 Extrait protéique de navet 

  Extrait protéique 

non digéré 

Non Encapsulé Encapsulé 

Activité enzymatique ; 

conentration de proteines Orale Gastrique Intestinale Orale Gastrique Intestinale 

Act (µ/mg) 21545,19 ± 23,53 9578,83 ± 36,06a 922,44 ± 1,07 b 427,21 ± 1,91 c 82,42 ± 5,64c 102,76 ±2,85b  416,91 ± 8,67a 

Prot (mg/100g EQ) 4227 ± 4,68 662,33 ± 2,51b  277,29 ± 1,92c 150,13 ± 5,62 a 8,41 ± 0,01c 180,55 ± 1,44b 319,44 ± 1,92a 

Activité antioxydantes               

ABTS (µmol)TE/100g) 1622,22 ± 11,92 1604,66 ± 6,02a 315,12 ± 2,77b  148,55 ± 1,18c 664,44 ± 3,97a 210,21 ± 3,35c 429,99 ± 3,33b 

FRAP (µmol)TE/100g) 1068,33 ± 50,52  344,33 ± 2,67a 244,33 ± 0,67b 52,21 ± 0,019c 513,55 ± 9,92b 777,22 ± 12,50a 797,88 ± 6,31a 

OH (µmol)TE/100g) 11455,55 ± 19,24 124,10 ± 1,73a 76,44 ± 0,078b 48,79 ± 0,055b  361 ± 9,05a 203,33 ± 3,33b 278,88 ± 38,49b 

PCH (%) 85,07 ± 1.3 59,18 ± 0.7
a
 37,23 ± 2.4

b
 28,45 ± 1.5

c
  42,58 ± 0.5a 28,03 ± 2.5c 35,11 ± 0.8b 

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois (n=3). 

Les lettres dans la même rangée indiquent des différences significatives (𝑝 < 0,05) entre les phases de la digestion. Avec 𝑎 > 𝑏 > 𝑐  

Tableau XXIII. Coefficients de corrélation entre activités antioxydantes (ABTS, FRAP, OH, PCH) et activité enzymatique de peroxydase, teneurs en protéines 

totaux. 

 Extrait protéique non 

digéré 

Non Encapsulé Encapsulé 

 Orale Gastrique Intestinale Orale Gastrique Intestinale 

ACT-ABTS 0,98* 0,67 0,95* 0,75 0,91* 0,95* 0,99* 

ACT-FRAP 0,68 0,6 0,77 0,79 0,94* 0,58 0,87* 

ACT-OH 0,98* 0,64 0,56 0,98* 0,87* 0,81* 0,72 

ACT- PCH 0.45 0.53 0.67 0.98* 0.55 0.75 0.87* 

Prot-ABTS 0,99* 0,81* 0,96* 0,61 0,66 0,91* 0,99* 

Prot-FRAP 0,55 0,86* 0,99* 0,67 0,73 0,48 0,87* 

Prot-OH 0,99* 0,83* 0,48 0,93* 0.93* 0,87* 0,96* 

Prot-PCH 0.80* 0.98* 0.56 0.75 0,59 0.87* 0.95* 

* les coefficients de corrélation sont significations à 𝑝 < 0,05.  
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Conclusion et perspectives 

 

Le travail présenté dans cette thèse porte sur l’étude de la stabilité, la biodisponibilité et 

le potentiel antioxydant des peroxydases du navet (Brassicarapa. L), après leur encapsulation 

dans un polymère biodégradable PLA. 

Les analyses physico-chimiques montent que le taux de l’humidité, de cendres et de Brix de 

navet blanc est de 94,28±0,31%, 0,67±0,06%, 7,75% respectivement. Le dosage des sucres, 

des protéines et de l’acidité révèle des teneurs de 401,59±3,00 (mg/100g), 41,32±0,12 

(mg/100g), 1,34±0,02 (g/L) respectivement.  

Dans le but de déterminer les conditions optimales de l'activité enzymatique des peroxydases 

(POD) du navet (Brassicarapa. L), l'enzyme a été extraite à partir des racines du navet avec 

Na2HPO4 0,5 M (pH 7,0) et l'activité de la peroxydase a été évaluée en surveillant l'oxydation 

du gaïacol en tétraguaïacol en présence du peroxyde d'hydrogène (H2O2). Avant l'optimisation 

de l'activité peroxydase du navet par la méthodologie de surface de réponse (RSM), une étape 

préliminaire a été menée pour chaque paramètre étudié (pH, température et concentration en 

NaCl). De plus, le RSM suivant la conception Box-Behnken a été utilisé afin de modéliser 

l'optimisation des conditions. L'analyse des résultats de la RSM a montré que les valeurs des 

paramètres avec l'activité peroxydase la plus élevée sont respectivement de 5,9 ; 29,8 °C et 

1,07 M pour le pH, la température et la concentration de NaCl. Dans ces conditions 

expérimentales, l'activité peroxydase a atteint la valeur optimale de 4027,25 U/mg. La valeur 

expérimentale obtenue est en accord avec celle de la valeur calculée, indiquant la pertinence 

du modèle développé pour l'optimisation de l'activité peroxydase. 

Au cours de ce travail et dans le but de caractériser la POD extraite, nous avons purifié les 

peroxydases à partie des racines du navet jusqu'à homogénéité indiquant une masse 

moléculaire d'environ 58 kDa attestée par électrophorèse sur gel de dodécyl sulfate de 

sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) et chromatographie par filtration sur gel à haute 

performance (HPLC). Le facteur de purification pour le TRP purifié était de 19 avec un 

rendement de 51,1%. L'activité spécifique et la valeur (RZ) de l'enzyme purifiée étaient 

respectivement de 14 500 U/mg et 2,9. La séquence N-terminale des 19 premiers résidus 

d'acides aminés de TRP a montré une forte similitude avec celles des POD. Il a montré une 

activité optimale à pH 6 et 55 °C. Fait intéressant, cette peroxydase était complètement 
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inhibée par l'azide de sodium (NaN3) et le cyanure de potassium (KCN), suggérant la 

présence de composants hème dans sa structure tridimentionnelle.  

Concernant l’étude des activités antioxydantes des composés phénoliques d’extrait brut du 

navet et des fractions enzymatiques de chaque étape de purification, l’analyse de la 

composition en substances antioxydantes de l’extrait brut du navet a révélé des différences 

significatives entre les différents solvants étudiés. Les teneurs en composés phénoliques, en 

flavonoïdes varient respectivement de 935,7 à 1732 mg / 100 g MS et de 281 mg / 100 g à 

690,4 mg / 100 g MS, les teneurs en tanins condensés varient de 2,67 à 3,35 mg / 100 g MS. 

Les résultats des activités antioxydantes de l’extrait brut du navet par différents solvants 

indiquent que les antioxydants du navet ont des activités inhibitrices des radicaux DPPH et 

ABTS, l’inhibition du radical Hydroxyle OH et des aptitudes à réduire et de chélater le fer. 

Une corrélation significativement positive a été obtenue entre les composés phénoliques 

totaux, les tanins condensés et les activités antioxydantes évaluées par l'activité antiradicalaire 

(DPPH, ABT), le pouvoir réducteur du fer, l'inhibition du radical hydroxyle et le pouvoir 

chélateur du fer, par contre la concentration en flavonoïdes et les activités antioxydantes sont 

faiblement corrélés. 

Les résultats des activités antioxydantes montrent que les fractions enzymatiques perdent leur 

potentiel antioxydant pendant les étapes de purification. Il apparaît que l'activité anti-

radicalaire ABTS des fractions enzymatiques diminue de manière significative par les étapes 

de purification. Les fractions enzymatiques perdent environ 50% de leur activité anti-

radicalaire ABTS par rapport à celle de l'extrait brut. Les valeurs des activités antioxydantes 

varient entre 46,32 et 96,54%. Les résultats de l'analyse de la propriété chélatante montrent 

que les fractions des étapes (E2-4) étaient significativement plus faibles (p <0,05) que celles 

de l'étape E1. Toutes les fractions ont montré un certain degré de pouvoir chélatant, l'activité 

de l'extrait brut étant la plus élevée (75,23 %), la plus faible activité a été observée dans la 

fraction enzymatique pure (48,32 %). Les valeurs du pouvoir réducteur des extraits des étapes 

de purification varient entre 52,96 et 130,76 % d'équivalents trolox (μmol / g MS). L'activité 

anti-radicalaire (radicaux hydroxyles) ne présente pas beaucoup de différence entre les étapes 

de purification, les valeurs varient entre 61,49 et 76,71 %.  

Afin d'améliorer les conditions de conservation et la stabilité des propriétés catalytiques de la 

peroxydase, de nombreuses techniques d'immobilisation ont été développées. Dans ce 

contexte, nous nous sommes fixés comme objectif, l'optimisation de la synthèse et de la 

stabilité des microcapsules d'extrait enzymatique de navet à l'aide d'un polymère d'acide 
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polylactique (PLA) avec la technique de la double émulsion. Les concentrations d'agent 

tensioactif, de polymère et d'extrait enzymatique étaient les paramètres optimisés. Selon les 

résultats obtenus en utilisant la conception Box-Behnken, les paramètres optimaux trouvés 

étaient 1,55 % de PVA, 55 mg / mL d'extrait enzymatique et 30 mg / mL de polymère PLA 

avec une efficacité d'encapsulation de 57,29 %. La caractérisation morphologique SEM des 

microcapsules optimisées a montré une structure sphérique régulière. La spectroscopie FTIR a 

identifié les groupes fonctionnels spécifiques et les liaisons chimiques avant et après la 

microencapsulation.  

L'étude de la libération des protéines in vitro a confirmé que les microcapsules ont une 

excellente libération prolongée dans la digestion gastrique simulée. Le stockage encapsulé 

d'extrait enzymatique à 4 et 25 °C présente une bonne activité POD résiduelle avec environ  

60 % des activités initiales pendant 80 jours de stockage alors que l'enzyme libre perd son 

activité initiale en 15 et 30 jours. 

Outre les antioxydant non enzymatiques (polyphénols), les résultats obtenus ont mis en 

évidence les caractéristiques et l’intérêt de la POD extraite du navet, notamment son pouvoir 

antioxydant. L’encapsulation en double émulsion est prometteuse dans la mesure ou le 

procédé a permis la préservation de l’extrait et sa conservation. Ainsi, ces résultats nous ont 

ouvert la voie à de nombreuses perspectives en l’occurrence : 

➢ Elargir l’étude sur d’autres variétés de navet ; 

➢ Evaluer les activités biologiques de l’extrait du navet, tel que l’activité anti-

inflammatoire, antiproliférative et anticancéreuse ; 

➢ Tester d’autres polymères biodégradables et d’autre solvants non toxiques pour 

préparer les microcapsules dans le but d’augmenter le taux d’encapsulation et leur 

efficacité ; 

➢ Optimiser d’autre conditions de préparation des microcapsules comme le temps, la 

vitesse agitation, etc. ; 

➢ Etudier les activités antioxydantes et anticancéreuse in vivo des microcapsules 

d’extrait enzymatique, sur des modèles animaux ; 

➢ Etudier l’effet de la digestion gastrointestinale in vivo sur l’activité enzymatique des 

peroxydases d’extrait du navet. 
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Annexe N°1 : Courbe d’étalonnage des sucres totaux. 

 

 

 

Annexe N°2 : Courbe d’étalonnage des protéines.  
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Annexe N° 3: Courbe d’étalonnage des polyphénols. 

 

 

 

   

 

Annexe N°4 : Courbe d’étalonnage des flavonoïdes  

 

 

 



 

 

 

Annexe N° 5 : Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur  
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Préparation de la solution Bradford 

• 50 ml de Ethanol à 95%  

• 100 ml de H3PO4 à 85%   

• 100 mg de Bleu de coomassie  

Le mélange a été ajusté jusqu’à un litre avec de l’eau distillé. Le tout a été agité puis filtré.  

Composition de tampon réactionnel : 

• 50ml de tampon citrate-phosphate 

• 100 l de gaiacol 

• 50 l de H2O2 



Production scientifique 

Publications 

Amel DAHDOUH, Mostapha BACHIR-BEY, Djamel Edine KATI (2020) Optimization of 

peroxidase activity of turnip (brassica rapa) using response surface methodology. Acta 

Universitatis Cibiniensis Series E: FOOD TECHNOLOGY. 24(2): 186-194. 

Amel DAHDOUH, Djamel Edine KATI, Mostapha BACHIR-BEY, Ali AKSAS , Farouk 

REZGUI (2021) Deployment of response surface methodology to optimize 

microencapsulation of peroxidases from turnip roots (Brassica rapa L.) by double 

emulsion in PLA polymer. Journal of Food Science 86 (5) :1893-1906. 

Amel DAHDOUH, Nawel BOUCHERBA, Khelifa BOUACEM, Sondes MECHRI, Adel 

AMIROUCHE, Ali AKSAS, Bassem JAOUADI, Djamel Edine KATI (2021) A new 

peroxidase from the roots of the Algerian white turnip (Brassica rapa, variety rapa) : 

extraction, purification, characterization, and antioxidant potential. Biocatalysis and 

Biotransformation : 1-18 

 

Communications  

Dahdouh Amel, Zeghbib Walid, Kouchah Lylia, Amessis Tinhinane, Kati Djamel Edine, Aksas 

Ali. Effet du solvant d’extraction sur l’activité antioxydante du navet (Brassica rap.L). 

Séminaire International Avancée sur les Antioxydants Naturels : Sources, mécanismes d’action 

et valorisation en santé et alimentation.16 et 17 octobre 2019. Université de Bejaia, Algérie. 

Aksas Ali, Zeghbib Walid, Dahdouh Amel, Kouchah Lylia, Amessis Tinhinane, Kati Djamel 

Edine, Etude de l’activité antioxydante d’extrait du navet (racine et tige) (Brassica rapa.L) 

Séminaire National Alimentation, Santé et Environnement:  Avancées et Perspectives.                  

25 et 26 Septembre 2019. Université de Bejaia.Algérie. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dahdouh+A&cauthor_id=33895995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kati+DE&cauthor_id=33895995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bachir-Bey+M&cauthor_id=33895995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Aksas+A&cauthor_id=33895995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rezgui+F&cauthor_id=33895995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rezgui+F&cauthor_id=33895995


Résumé 

Les racines de navet (Brassicarapa.L) possèdent un fort potentiel bioactif (antioxydants enzymatique et non enzymatique). Les enzymes 

étant des molécules bioactives aux propriétés catalytiques spécifiques, leur exploitation nécessite une conduite particulière visant le maintien 

de leurs activités et leur efficacité pendant leur manipulation et lors de l'utilisation finale, notamment dans le cas de la prise par voie orale. 
Les environnements gastro-intestinaux pourraient inhiber l'activité catalytique ou dénaturer l'enzyme. Dans ce contexte, nos travaux de thèse 

ont eu pour objectif l’étude des conditions optimale de l’activité enzymatique antioxydante des Peroxydases (POD) (pH, température et 

concentration en NaCl), en utilisant la méthodologie des surfaces de réponse (RSM). Après purification de l’extrait enzymatique, une 
microencapsulation par le polymère PLA afin de maintenir ses propriétés antioxydante a été développé. Ainsi, la caractérisation des 

microcapsules a été réalisée et leur digestion gastro-intestinale in vitro évaluée. La libération contrôlée de la POD et l’effet des conditions de 
stockage des microcapsules ont été étudié. Enfin, afin d’évaluer les propriétés antioxydante des extraits, plusieurs tests ont été utilisés. 

La protéine purifiée de l’extrait de navet (TRP) a montré une masse moléculaire d'environ 58 kDa avec une activité spécifique de 14 500 U / 

mg et des caractéristiques similaires à celles des POD, notamment la présence de composants hème dans sa structure 3D. La TRP a montré 
une efficacité catalytique supérieure à celle de la peroxydase de raifort (HRP) du commerce. L’optimisation par RSM de la 

microencapsulation (facteurs : concentrations d'agent tensioactif PVA, de polymère et d'extrait enzymatique) avec des valeurs de 1,55% de 

PVA, 30 mg / ml de polymère PLA et 55 mg/ml d'extrait enzymatique avec une efficacité d'encapsulation de 57,29%. Les microcapsules 
optimisées sont de structure sphérique régulière. L'étude de la libération des protéines in vitro a confirmé que les microcapsules ont une 

excellente libération prolongée durant la digestion gastrique simulée. La conservation des capsules à 25 et 4 ° C affiche une activité POD 

résiduelle avec environ 60% des activités initiales pendant 80 jours de stockage. Enfin, les propriétés antioxydantes des extraits enzymatique 
et non enzymatique (polyphenolique) varient en fonction des traitements et des tests antioxydants utilisés. 

Mots clés : Brassica rapa L. ; Peroxydases ; Activité antioxydante ; activité enzymatique ; Microencapsulation ; PLA ; Optimisation ; 

Purification ; Méthodologie de Surface de Réponse (RSM). 

Abstract: 

Turnip roots (Brassica rapa. L.) have a strong bioactive potential (enzymatic and non-enzymatic antioxidants). Enzymes being bioactive 

molecules with specific catalytic properties, their exploitation requires a particular care aiming at the preservation of their activities and their 
effectiveness during their handling and at the time of the final use, in particular in the case of oral uptake. Gastrointestinal environments 

could inhibit the catalytic activity or denature the enzyme. In this context, the objective of our work was to study the optimal conditions for 

the antioxidant enzymatic activity of Peroxidases (POD) (pH, temperature and NaCl concentration), using the response surface methodology 
(RSM). After purification of the enzymatic extract, a microencapsulation by PLA polymer in order to maintain its antioxidant properties was 

developed. Thus, the characterization of the microcapsules was performed and their gastrointestinal digestion in vitro was evaluated. The 

controlled release of POD and the effect of storage conditions of the microcapsules were also studied. Finally, in order to evaluate the 
antioxidant properties of the extracts, several tests were used. 

The purified turnip extract protein (TRP) showed a molecular weight of 58 kDa with a specific activity of 14,500 U/mg and characteristics 
were similar to those of POD, including the presence of heme components in its 3D structure. TRP showed higher catalytic efficiency than 

commercial horseradish peroxidase (HRP). RSM optimization of microencapsulation (concentrations of surfactant PVA, polymer and 

enzyme extract) with values of 1.55% PVA, 30 mg/ml PLA polymer and 55 mg/ml enzyme extract with an encapsulation efficiency of 
57.29%. The optimized microcapsules showed a regular spherical structure. The in vitro protein release study confirmed that the 

microcapsules have excellent sustained release during simulated gastric digestion. Storage of the capsules at 25 and 4°C showed a residual 

POD activity with about 60% of the initial activities during 80 days of storage. Finally, the antioxidant properties of the enzymatic and non-

enzymatic (polyphenolic) extracts vary according to the treatments and antioxidant tests used. 

Keywords : Brassica rapa L.; Peroxidases; Antioxidant activity; enzymatic activity; Microencapsulation; PLA; Optimization; Purification; 

Response Surface Methodology (RSM). 

  : ملخص

خضروات  ( في الطب الشعبي كعلاج لمحفزاته الحيوية وأنشطته القوية المضادة للسرطان ومضادات الأكسدة. تحتوي هذه المجموعة من الBrassicarapa.Lتم استخدام جذور اللفت )

ديسم الفائق  والأكسيد   ، الكاتلاز  مثل  للأكسدة  المضادة  والإنزيمات   ، والفلافونويد   ، البوليفينول  مثل   ، المعروفة  الأكسدة  مضادات  )على  لأن  SODوتاز  نظرًا  والبيروكسيداز.   ،  )
ن التطبيقات يتطلب عناية خاصة تؤدي إلى الحفاظ على أنشطتها وكفاءتها أثناء العلاج  الإنزيمات عبارة عن جزيئات نشطة بيولوجياً لها خصائص تحفيزية ، فإن استخدامها في العديد م 

  تقنية الكبسلة الدقيقة بواسطة في عملنا ، يمكن أن تمنع البيئات المعدية المعوية النشاط التحفيزي أو تفسد الإنزيم. في هذا السياق ، من أجل حمايتها ، تم استخدام   .وبعد الاستخدام النهائي

ق المكونات ( ، لأنها تحمي المواد الحساسة من ظروف المعالجة أو التخزين وتوفر للمنتجات مدة صلاحية أطول. تتيح هذه التقنية أيضًا إمكانية إطلاPLAبوليمر متعدد حمض اللبنيك )
(. يتم تقييم نشاط البيروكسيداز  Brassicarapa( المحسن لللفت )PODيركز هذا العمل على تحديد شروط نشاط بيروكسيداز )  أولا النشطة بطريقة خاضعة للرقابة في الوقت المناسب.

( ، يتم  RSM)(. قبل تحسين نشاط بيروكسيداز اللفت باستخدام منهجية سطح الاستجابة  2O2Hمن خلال مراقبة أكسدة الجاياكول إلى تتراغواياكول في وجود بيروكسيد الهيدروجين )

لضبط   Box-Behnkenوفقاً لتصميم   RSMتنفيذ خطوة أولية لكل معلمة تمت دراستها )درجة الحموضة ودرجة الحرارة وتركيز كلوريد الصوديوم(. بالإضافة إلى ذلك ، يتم استخدام 
التجانس وأظهر ك إلى  اللفت  العمل ، تمت تنقية مستخلص  التحسين. في الجزء الثاني من هذا  الكهربي على هلام    58تلة جزيئية تبلغ حوالي  شروط  كيلو دالتون يشهد عليها الرحلان 

٪. كان  51.1مع عائد  19المنقى  للفت( . كان عامل التنقية لHPLC( والكروماتوجرافيا. بواسطة ترشيح جل عالي الأداء )SDS-PAGEدوديسيل كبريتات بولي أكريلاميد الصوديوم )

الم النوعي للإنزيم  الموجودة في بيروكسيداز. أظهر    للفتمن بقايا الأحماض الأمينية ل  19لأول    N-terminalوحدة / مغ. أظهر تسلسل    14500نقى هو  النشاط  تشابهًا قوياً مع تلك 
الحموضة   عند درجة  الأمثل  تما  55و    6النشاط  تثبيطه  تم  البيروكسيداز  هذا  أن  للاهتمام  المثير  ومن  غاياكول.  باستخدام  مئوية  )درجة  الصوديوم  أزيد  بواسطة  وسيانيد  NaN3مًا   )

(.  HRPأظهر كفاءة تحفيزية أعلى من بيروكسيداز الفجل التجاري )  فتل ل( ، مما يشير إلى وجود مكونات الهيم في هيكله ثلاثي الأبعاد. الأكثر إثارة للاهتمام هو أن اKCNالبوتاسيوم ) 

والهيدروكسيل وصلاحيات قوية لتقليل أيونات الحديد والخلاب ، ويتناول الجزء    ABTSة المضادة للأكسدة مع الكسح الفعال لجذور  اهتمامًا متجدداً نظرًا لأنشطته الممتاز  فت ل لتلقى ا
دوج. كانت تراكيز الفاعل  ( بتقنية الاستحلاب المز PLAالثالث من هذا العمل تحسين تركيب واستقرار الكبسولات الدقيقة لخلاصة إنزيم اللفت باستخدام بوليمر متعدد حمض اللبنيك )

باستخدام تصميم   الحصول عليها  تم  التي  للنتائج  وفقاً  المحسنة.  العوامل  الإنزيم هي  والبوليمر وخلاصة  العثور عليها هي    Box-Behnkenبالسطح  تم  التي  المثلى  المعلمات  ، كانت 

للكبسولات الدقيقة    SEM٪. أظهر التوصيف المورفولوجي لـ  57,29لبنيك  بكفاءة تغليف تبلغ  مل/مغ متعدد حمض ال   30مل/مغ مستخلص الإنزيم و    55٪ كحول بولي فينيل و  1,55
الدقيقة. أكدت دراسة إطلاق البروتين في المختبر أن الكبسولات    مجموعات وظيفية معينة وروابط كيميائية قبل وبعد الكبسلة  FTIRالمحسنة بنية كروية منتظمة. حدد التحليل الطيفي  

٪ من    60درجات مئوية نشاط البيروكسيداز المتبقي الجيد مع حوالي    4و    25الدقيقة لها إطلاق مستدام ممتاز في محاكاة الهضم المعدي. يُظهر التخزين المغلف لمستخلص الإنزيم عند  

 يومًا ، على التوالي. 30و   15التخزين ، بينما يفقد الإنزيم الحر نشاطه الأولي في   يومًا من 80الأنشطة الأولية خلال  
المفتاحية:ال )  كلمات  اللبنيك  حمض  متعدد  ؛  دقيقة  كبسولة  الأنزيمي؛  النشاط  للأكسدة؛  المضاد  النشاط  ؛  لفت  بيروكسيدات.  التحسينPLAبراسيكارابا؛  ؛  سطح   (  منهجية  تنقية؛  ؛ 
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