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Résumé

Analyse comparative des profils protéiques de variétés d’Allium sativum et d’Allium

cepa soumises a différents traitements : approche par SDS-PAGE et spectrophotométrie

Cette étude compare les caractéristiques protéiques d’Allium sativum (ail) et d’Allium cepa
(oignon) soumis a trois traitements technologiques : état frais, chauffage et congélation.
L’objectif est d’évaluer I’impact de ces conditions sur les profils protéiques des deux especes
a l’aide de I’¢lectrophorese SDS-PAGE et de la méthode de Bradford pour la quantification.
Les extraits ont été obtenus a pH 6,22, 24,52 °C, avec une macération de 1h42. Les résultats
SDS-PAGE montrent une variabilit¢ marquée selon les espéces et les traitements. L’ail frais
présente un profil riche avec six bandes de 10 a 225 kDa, tandis que I’oignon en montre
quatre, moins intenses. La congélation améliore I’extraction des protéines chez les deux
especes, particulicrement chez I’ail. Le chauffage dégrade partiellement les protéines de 1’ail,
mais améliore la stabilit¢ apparente chez 1’oignon. Les dosages spectrophotométriques
confirment ces observations : la concentration la plus élevée est obtenue chez 1’ail frais (3,94
mg/ml), la plus faible chez I’oignon congelé (0,58 mg/ml). L’oignon reste globalement moins
riche en protéines. Ces résultats permettent de mieux comprendre les effets des traitements

technologiques sur la stabilité et la solubilité des protéines végétales.

Mots clés : Allium sativum, Allium cepa, SDS-PAGE, Spectrophotométrie, Méthode de
Bradford...etc



Abstract

Comparative analysis of protein profiles in Allium sativum and Allium cepa varieties
subjected to different treatments: An Approach Using SDS-PAGE and
Spectrophotometry.

This study compares the protein characteristics of Allium sativum (garlic) and Allium cepa
(onion) subjected to three technological treatments: fresh, heated, and frozen. The objective
was to evaluate the impact of these conditions on the protein profiles of both species using
SDS-PAGE electrophoresis and the Bradford method for quantification. The extracts were
obtained at pH 6.22, 24.52 °C, with a maceration time of 1 hour and 42 minutes. The SDS-
PAGE results showed marked variability depending on the species and treatments. Fresh
garlic presented a rich profile with six bands ranging from 10 to 225 kDa, while onion showed
four, less intense bands. Freezing improved protein extraction in both species, particularly in
garlic. Heating partially degraded garlic proteins, but improved the apparent stability in onion.
Spectrophotometric assays confirmed these observations: the highest concentration was
obtained from fresh garlic (3.94 mg/ml), and the lowest from frozen onion (0.58 mg/ml).
Overall, onion remained less rich in proteins. These results provide a better understanding of

the effects of technological treatments on the stability and solubility of plant proteins.

Keywords: Allium sativum, Allium cepa, SDS-PAGE, Spectrophotometry, Bradford

method.... etc.
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Introduction générale

Les plantes médicinales occupent une place centrale dans les pratiques de guérison
traditionnelles a travers le monde depuis des millénaires. Parmi ces plantes, 1'A/lium sativum
(I'ail) et I'dllium cepa (1'oignon) se distinguent non seulement par leur role culinaire, mais
¢galement par leurs nombreuses propriétés thérapeutiques reconnues. Ces deux especes,
appartenant a la famille des Amaryllidaceae, sont utilisées depuis I'Antiquité pour leurs vertus
médicinales, notamment dans le traitement de diverses pathologies cardiovasculaires, anti-

inflammatoires, antimicrobiennes, et anticancéreuses (Boukef, 1986 ; Rios & Recio, 2005).

L'Allium sativum, avec son composé actif principal, I'allicine, est largement étudié
pour ses effets bénéfiques sur la santé cardiaque, notamment par son action hypolipémiante et
antihypertenseur (Rahman, 2007). De son coté, 1'4/lium cepa, riche en flavonoides et en
composés soufrés, est fréquemment utilisée pour ses propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires (Taha et al, 2014). Ces propriétés ont suscité un intérét croissant dans les
domaines de la pharmacologie et de la nutrition, notamment en raison de leur potentiel
préventif face a diverses pathologies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, les

cancers et les troubles métaboliques.

Les especes du genre Allium, notamment A/lium sativum (ail) et Allium cepa (oignon),
renferment une grande diversit¢ de protéines aux fonctions biologiques et biochimiques
variées. Parmi celles-ci, I’allilnase est 1’'une des enzymes les plus caractéristiques,
particulierement abondante dans I’ail. Elle joue un réle clé dans la formation de composés
soufrés bioactifs responsables des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes de I’ail. Cette
enzyme, sensible a la chaleur, est souvent affectée par les traitements thermiques, ce qui en

fait un bon marqueur pour I’étude de la stabilité protéique (Block, 2010).

D’autres protéines importantes incluent les protéines de réserve, les protéines de stress
(comme les protéines de choc thermique HSP), les peroxydases, ainsi que certaines protéines
de défense comme les thionines et les lectines (Chauhan et al., 2011). Chez I’oignon, bien
que ’alliinase soit également présente, sa concentration est généralement plus faible que dans
I’ail, et son activité peut varier selon la variété et les conditions de culture (Benkeblia, 2005).

Lors d’une analyse par SDS-PAGE, ces différentes protéines peuvent étre observées
sous forme de bandes distinctes selon leur poids moléculaire : par exemple, 1’alliinase de I’ail

apparait souvent autour de 5055 kDa.
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L’identification de ces profils permet d’étudier les effets de traitements comme le
chauffage ou la congélation sur la quantité, la stabilité et I’intégrité des protéines. La méthode
SDS-PAGE, développée par Laemmli (1970), est un outil de choix pour visualiser la
distribution des protéines selon leur masse, tandis que la méthode de Bradford (1976) permet
une quantification précise par spectrophotométrie. Ces deux approches sont complémentaires :
I’¢lectrophorése fournit une lecture qualitative, et la spectrophotométrie une lecture

quantitative.

Ce cadre méthodologique permet d’évaluer I’effet des différents traitements (frais,

chauffé, congelé) sur les caractéristiques protéiques dans les deux especes étudiées.

Le présent mémoire a pour objectif de réaliser une étude comparative sur les
caractéristiques protéiques de I'ail et de 1'oignon, en tenant compte de différentes conditions,
afin de déterminer les effets de ces conditions sur la structure, la quantité et la stabilité des

protéines.

Le premier chapitre de cette étude est consacré aux généralités sur Allium sativum et
Allium cepa, en présentant leurs différentes variétés, leur composition biochimique ainsi que
leurs principales activités biologiques.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel végétal utilisé ainsi que ’ensemble des
méthodes et techniques mises en ceuvre pour I’analyse.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus, accompagnés d’une discussion
critique.

Enfin, une conclusion générale récapitule les principaux apports de ce travail et

propose des perspectives pour de futures recherches.
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1) L’Allium sativum
1. Généralités sur P Allium sativum

1.1. Origine et description

Origine : L'ail est l'une des plus anciennes plantes cultivées, dont I'histoire remonte a des
milliers d'années. Originaire d'Asie centrale, il est aujourd'hui cultivé dans le monde entier
pour ses propriétés culinaires et médicinales (Chanda & Dikshit, 2023).

Description : L'ail est une plante bulbeuse appartenant au genre Allium. Il est largement
utilis¢é comme épice et ingrédient alimentaire, et ses bulbes sont composés de plusieurs
gousses enfermées dans une peau protectrice. La plante est connue pour son ardme et sa
saveur piquants, qui sont principalement dus a ses composés contenant du soufre (Champa et

al., 2022).
1.2. Morphologie

L'ail est une plante bulbeuse. Le bulbe est composé¢ de 4 a 20 gousses, chacune
enveloppée dans une enveloppe. Les gousses sont disposées selon un motif circulaire et le
bulbe entier est entouré d'une couche extérieure protectrice (Champa et al., 2022). La plante
pousse comme plante vivace ou bisannuelle, selon le cultivar et les conditions
environnementales. Ses feuilles vertes en forme de laniére poussent a partir du col du bulbe, et
la tige fleurie (hampe) produit une ombelle de petites fleurs en forme d'étoile (Golubkina et

al., 2024).

S a1s gousses
Prar bulbe

Figure 01 : Morphologie d’Allium sativum (Dieti Natura)
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1 .3. Classification botanique

La classification de /'Allium sativum est présentée dans le tableau 1. L'ail appartient
au genre Allium, qui comprend également les oignons, les poireaux et la ciboulette. Le genre
est caractérisé par des plantes bulbeuses a forte odeur et gott, principalement dus a des
composés contenant du soufre. (Figure 02)

Tableau 01 : Classification d ’Allium sativum (Timothée et al., 2021).

Régne Plantea

Sous-Régne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta

Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Liliopsida

Sous-classe Liliidae

Ordre Liliales(Asparagales)

Famille Amaryllidacées (anciennement
Alliacées)

Genre Allium

Espéce Allium sativum

1.4. Variétés d'Allium sativum

Les principales variétés d’ail cultivées sont regroupées selon leur couleur en trois
catégories : blanche, rose et violette. Selon le rapport de I’Institut Technique des Cultures
Maraichéres et Industrielles (2022) parmi les variétés les plus cultivées en Algérie : Rouge
local, la Rose de Kabylie, la Rose de Chine, le Rouge d’Espagne, Thermidrome, Messidrome,
Fructidor, le Rouge d’Iran, Germidour, Mocta Bulgare et Simple Californie, qui sont bien
adaptés aux conditions agroclimatiques régionales et font 1’objet de nombreuses cultures

maraicheres. (Figure 02)

Figure 02 : Différentes variétés d'Allium sativum (Le potager permacole, 2023)
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2. Composition biochimique des protéines d’Allium sativum

L'ail est une riche source de composés bioactifs, notamment de molécules contenant
du soufre, de vitamines, de minéraux et de protéines. Sa composition chimique varie en
fonction de facteurs tels que le cultivar, les conditions de croissance et les méthodes de
transformation (Pacholczyk et al., 2023) (Bazaraliyeva et al., 2022). Ces protéines jouent un
role essentiel dans ses fonctions physiologiques et ses effets bénéfiques sur la santé, et qui
font partie des mécanismes de défense, de la valeur nutritionnelle et des propriétés

thérapeutiques de la plante (Chanda, Dikshit, 2023) (Chergui et al., 2024)
2.1. Composés bioactifs d'Allium sativum

L'Allium sativum contient une variété de composés bioactifs, notamment des
composés organosulfurés, des saponines, des composés phénoliques et des polysaccharides

(Bradley J.M et al., 2016 ; Diretto G et al., 2017 ; Szychowski K.A et al., 2018).

Les principaux composants actifs de 1'ail sont ses composés organosulfurés, tels que le
thiosulfonate de diallyle (allicine), le sulfure de diallyle (DAS), le disulfure de diallyle
(DADS), le trisulfure de diallyle (DATS), I'E / Z-ajoene, la S-allyl-cystéine (SAC) et le
sulfoxyde de S-allyl-cystéine (alliine) (Kodera et al., 2017 ; Mansingh et al., 2018). En
général, les composés organosulfurés de 1'ail cru ont une digestibilité plus élevée que ceux de
l'ail cuit (Torres et al., 2018). De plus, les saponines se sont avérées plus stables dans le

processus de cuisson (Lanzotti V et al., 2013).

La quantité totale de saponine dans l'ail violet était presque 40 fois plus élevée que
celle de l'ail blanc, et plusieurs composé€s de saponine n'existaient que dans l'ail violet, tels
que la dégalactotigonine-rhamnose, la proto-dégalactotigonine, la proto-dégalactotigonine -
rhamnose, le voghiéroside D1, le sativoside B1-rhamnose et le sativoside R1 (Diretto ez al.,

2017).

De plus, 1'ail contenait plus de 20 composés phénoliques, avec des teneurs plus élevées
que de nombreux légumes courants (Liu ez al., 2018). Le principal composé phénolique était
l'acide B-résorcylique, suivi du pyrogallol, de l'acide gallique, de la rutine, de I'acide
protocatéchique, ainsi que de la quercétine (Nagella et al, 2014). De plus, il a été rapporté

que les polysaccharides d'ail contenaient 85% de fructose, 14% de glucose et 1% de galactose.
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2.2. Allicine

L’allicine est le composé soufré majoritaire de 1’ail frais, représentant 70 a 80 % des
composés bioactifs totaux et est responsable de la transmission de son ardme distinctif (Salehi
et al, 2019). L'allicine se décompose rapidement et génere d'autres constituants
organosulfurés stables, notamment le DADS, les trisulfures de dialkyle, les vinyldithiines (3-
vinyle-4H-1,2-dithiine et 2-vinyle-4H-1,3-dithiine), le DAS et les ajoénes (Sabahi S et al.,
2022). Ces constituants sont sensibles aux solvants organiques, a I'oxygene, a la température
et au pH. Les divers attributs physiologiques et biologiques de l'ail, y compris ses propriétés
antidiabétiques,  anticancéreuses,  anti-inflammatoires,  anti-obésité,  antioxydantes,
antifongiques, antibactériennes et immunomodulatrices, peuvent étre principalement attribués
aux constituants bioactifs présents dans sa matrice. Ceux-ci comprennent des composés
organosulfurés (par exemple, allicine, DAS, disulfure d'allyle propyle, polysulfures de

diallyle, vinyldithiines, DADS et trisulfure de diallyle). (Sabahi S ez al., 2022).

2.3. Teneur en E-et z-ajoéne

L’ajoene est un groupe de composés organosulfurés présentant des caractéristiques
analogues a celles de 1'ail (Martins N et al., 2016). Les activités biologiques de I'ail sont liées
a divers composés, dont 1'ajoene, produits par la dégradation de l'allicine et la réparation non
enzymatique (Kasim ez al., 2017). Dans les cellules cancéreuses, il a ét¢é démontré qu'il
déclenche l'apoptose (Kaschula ez al., 2016) ayant ainsi un impact anticancéreux. Il a été
démontré que l'ajoene diminue la prolifération des cellules cancéreuses du poumon dans
certaines études (Wang Y et al., 2018). Ajoene est ¢galement un médicament antifongique
qui est sir et efficace dans le traitement de la chromoblastomycose et de la dermatophytose
(Thomaz L et al., 2008). Sa dose inhibitrice peut étre inférieure a 20 ug / ml (Naganawa R et
al., 1996 ; Yoshida S et al, 1987). Choi et al., (2018) ont utilis¢ de l'ajoéne a des
concentrations d'extrait de 3 upg/ml pour stimuler l'activit¢ antimycobactérienne des
macrophages. L'ajoéne peut également perturber la machinerie biologique et est mortel pour

les cellules cancéreuses a de faibles concentrations en uM (Siyo V et al., 2017).

2.4. Agglutinine
Cette protéine fonctionne comme un anticorps ou une protéine de liaison au sucre,
favorisant biologiquement les voies de signalisation et les interactions intercellulaires

(Padiyappa et al., 2022).
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2.5. Chitanases

D’apres Mikhail A. Filyushin ez al., (2021) les chitinases de la famille GHI9 sont
des protéines liées a la pathogénéese, qui inhibent la croissance fongique en hydrolysant la
chitine de la paroi cellulaire. Cependant, les informations concernant les chitinases de I’ail
(Allium sativum L.) restent limitées. Les auteurs ont identifi¢ sept génes de chitinases de
classe I, nommés AsCHI1 a AsCHI7, dans le génome de 1’ail cultivé A. sativum cv.
Ershuizao. Ces geénes pourraient jouer un rdle conservé dans la défense de 1’ail contre les

attaques de Fusarium.

2.6. Thaumatine

Les membres de la famille PR-5 sont homologues a la protéine au gotut sucré
thaumatine isolée d’une herbe d’Afrique de 1’Ouest, Thaumatococcus danielli Benth (Vander
Wel H et al., 1972). Les protéines de type thaumatine (TLP) sont identifiées dans plus de 180
plantes, dont des dicotylédones, des monocotylédones, des gymnospermes, des bryophytes et
des algues (De Jestus-Pires C et al., 2020), et certaines d’entre elles présentent une forte
activité antifongique contre Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Fusarium graminearum,
Fusarium solani, Verticillium spp. Et Phytophtora spp. (Saeidi M et al., 2020). Les TLP
pourraient ¢également étre activés par des agents pathogenes bactériens, des stress abiotiques
(tels que des blessures, la sécheresse, le stress osmotique, une basse température, une salinité

¢levée et le rayonnement UV) et des hormones végétales (He L et al.,2021)

2.8. Vitamines et minéraux
L'ail est une bonne source de vitamines C et B6, ainsi que de minéraux tels que le
calcium, le potassium, le phosphore et le soufre (Chanda & Dikshit, 2023). Il contient

également des traces de sélénium, un micronutriment aux propriétés antioxydantes.

2.9. Fibres et glucides
L’ail contient des fibres alimentaires qui contribuent a ses bienfaits digestifs. Il

contient également des glucides, notamment des sucres tels que le glucose et le fructose

(Golubkina et al., 2024).



Chapitrel: Revue bibliographique

2.10. Variations de la composition chimique

La composition chimique de 1'ail varie considérablement en fonction de facteurs tels

que l'origine géographique, le cultivar et les méthodes de transformation. Par exemple :

L'Allium Sativum polonais a la teneur en soufre la plus élevée, tandis que 1I’Allium sativum

égyptien en a la plus faible (Pacholczyk et al., 2023).

L’ Allium Sativum chinois est riche en acides aminés et en choline, tandis que 1'4A/lium sativum

de Madere est riche en glucides (Pacholczyk et al., 2023).

La méthode de transformation (par exemple, le vieillissement, la fermentation ou la
torréfaction) peut modifier la biodisponibilité et I'activité des composés bioactifs de I'A/lium

Sativum (Golubkina et al., 2024).
3. Informations structurelles et fonctionnelles sur les protéines d'Allium sativum

Les récents progreés en protéomique et en biochimie ont fourni des informations
détaillées sur la structure et la fonction des protéines de l'ail. Ces études ont des implications
pour la compréhension de leurs rdles biologiques et de leurs applications potentielles (Shamsi

et al., 2016) (Wang et al., 2021).

3.1. Caractéristiques structurelles

Les protéines de l'ail, telles que les inhibiteurs de protéase, présentent une stabilité
¢levée dans des conditions extrémes de pH et de température. Cette stabilité les rend adaptés
aux applications industrielles et biomédicales (Shamsi et al, 2016). Les protéines SERAT
impliquées dans le métabolisme du soufre ont une structure conservée, dont un domaine

sérine acétyltransférase, qui facilite leur activité¢ enzymatique (Wang et al., 2021). (Figure 03)
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Figure 03 : Les structures chimiques des principaux composés organosulfurés d’Allium

sativum (Foods, 2019)
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3.2. Roles fonctionnels

Les protéines comme l'alliinase et le SERAT sont essentiels a la biosyntheése des
composés organosoufrés, responsables de l'odeur caractéristique de 1'ail et de ses bienfaits
pour la santé (Wang et al., 2021) (Ovesna et al., 2015). 11 a été démontré que 1'interaction des
protéines de l'ail avec d'autres composés bioactifs, tels que l'ajoeéne, module les voies
cellulaires impliquées dans la progression du cancer et l'inflammation (Kusza et al., 2022)

(Kaschula et al., 2019).
4. Activités biologiques des protéines de /'Allium sativum

Les protéines de 1'A//lium sativum contribuent a son large éventail d'activités biologiques,
notamment a ses effets antimicrobiens, antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux.
Ces activités sont souvent médiées par l'interaction des protéines de 1’Allium sativum avec

d'autres composés bioactifs, tels que les molécules organosulfurées (Chergui et al., 2024).

(Figure04)
4.1. Activité antimicrobienne

Les protéines de 1I’Allium sativum, en particulier la fraction protéique extraite de l'ail,
ont montré une activité antibactérienne significative contre des agents pathogenes tels que
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis. Les valeurs de concentration minimale
inhibitrice (CMI) et de concentration bactéricide minimale (MBC) mettent en évidence leur
efficacité (Chergui et al., 2024).

L'allicine est également remarquable pour sa capacité a empécher la croissance des
biofilms de Pseudomonas aeruginosa et la génération régulée par le quorum de composants
de virulence en réduisant l'expression d'enzymes et de toxines spécifiques (€lastase et
exotoxine A) (Lihua L ef al., 2013). Ainsi, l'allicine peut étre une option viable pour inhiber
la formation et le développement des biofilms de P. aeruginosa (Lihua L et al., 2013). Les
recherches menées par Shuford et al. (Shuford JA et al., 2005) ont évalué I'efficacit¢ de
I'extrait d'ail comme agent anti-biofilm contre les souches sessiles et planctoniques de
Candida albicans. 1ls ont rapporté que l'ajout d'extraits aqueux d'ail frais peut inhiber le
développement du biofilm de C. albicans pendant les phases planctoniques, adhésive et
sessile. Zhai H et al., (2014) ont analysé 1'application d'allicine aux propriétés anti-biofilm.

Une ¢tude en microscopie ¢lectronique a balayage sur l'impact de Il'allicine et de la
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vancomycine sur la croissance des biofilms de S. epidermidis a ét¢ identifiée comme la cause
de l'agrégation et de la formation de biofilms.

Contrairement aux effets individuels de 1'allicine et de la vancomycine, les résultats
ont démontré que l'effet combiné des deux agents inhibe la croissance de S.epidermidis,
fixation et formation de biofilm sur la couche la plus externe d'une protheése (Zhai H et al.,

2014).

4.2. Activité antioxydante

Les protéines de l'ail contribuent a la capacité antioxydante de la plante en éliminant
les espéces réactives de l'oxygeéne (ROS) et en protégeant les composants cellulaires des
dommages oxydatifs. Cette activité est liée a la présence de protéines riches en cystéine et
d'acides aminés soufrés (Dvorakova et al., 2015).

Selon un nombre croissant de recherches, l'ail exerce de puissants effets antioxydants.
L'extrait d'ail vieilli possede de plus grandes propriétés antioxydantes que 1'ail frais et d'autres
suppléments d'ail disponibles (Suleria HA et al., 2015).

L'activité antioxydante des composés organosulfurés hydrosolubles tels que le SAC et
le SAMC est élevée. Le SAC et le SAMC sont les principaux composants organosulfurés de
l'extrait d'ail vieilli (Isbilen O et al., 2020).

Les DADS, les DAS et le trisulfure de diallyle sont des sulfures d'allyle liposolubles
ayant un potentiel antioxydant (Ichikawa M et al., 2006). L'ail cru a montré une plus grande
activité antioxydante que l'ail cuit, selon une étude qui a examiné les capacités antioxydantes
de l'ail cru et cuit (Locatelli DA ef al., 2017). La capacité antioxydante de l'ail sauté était
¢galement plus grande (blanchiment au caroténe), ce qui indique que la transformation peut

affecter les propriétés antioxydantes de l'ail (Locatelli DA et al., 2017).

4.3. Effets anti-inflammatoires et anti cancéreux

Il a été démontré que 1'Allium sativum et ses composants bénéfiques dérivés induisent
la suppression de nombreux troubles physiologiques, tels que les complications
cardiovasculaires, le stress oxydatif, la prolifération du cancer et le dysfonctionnement
immunologique.

La production de NO 2 et de prostaglandine E2 a été supprimée dans les macrophages
BRUTS 264,7 stimulés par les lipopolysaccharides par le linoléate d'éthyle d'ail (Park SY et
al., 2014). Ceci a été réalisé grace a la régulation a la baisse de 1'expression inductible de la

NO synthase et a la régulation a la hausse de l'expression de I'hemeoxygénase-1. L'utilité

11
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potentielle de l'ail réside dans sa capacit¢ a augmenter les cellules tueuses naturelles, a
stimuler la synthése de l'interféron gamma, du facteur de nécrose tumorale alpha et de
l'interleukine-2, et a contrecarrer la suppression de la réponse immunitaire associée a un
risque €levé de cancer (Upadhyay RK, 2016).

De plus, l'allicine peut potentiellement atténuer la réponse inflammatoire initiée par
l'infection par les schistosomes chez les rongeurs BALB/c, s'établissant ainsi comme un
traitement adjuvant réalisable (Metwally DM et al., 2018).

Ainsi les protéines telles que la vimentine, ont été identifiées comme cibles de 1'ajoéne,
un composé bioactif de l'ail. L'ajoene se lie de maniére covalente a la vimentine, perturbant
son réseau de filaments et exercant des effets antimétastatiques sur les cellules cancéreuses
(Kusza et al., 2022) (Kaschula et al., 2019).

Les protéines impliquées dans le métabolisme du soufre, telles que la SERAT, jouent
un réle dans la biosyntheése des composés organosoufrés, qui ont été associés a des effets

anticancéreux et chimiopréventifs (Wang et al., 2021).
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Figure 04 : Activités biologiques de 1'A/lium sativum (Front immunol, 2024).
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2) L’Allium cepa

1. Généralités sur I’Allium cepa

1 .1. Origine et description

Origine : Les oignons font partie du genre Allium, qui comprend l'ail, les poireaux, la
ciboulette et le rakkyo. Le genre Allium est I'un des plus anciens légumes cultivés, avec une
histoire remontant a des milliers d'années (Bastaki et al., 2021) (Fenwick et Hanley, 1985).
Le genre Allium est originaire de 1'hémisphére nord, avec des espéces réparties dans divers
climats. Les oignons (4llium cepa) ont été cultivés a des fins culinaires et médicinales, et des
preuves de leur utilisation ont été trouvées dans les civilisations anciennes (Bohanec et al.,

2005) (Singh et Khar, 2022) (Fenwick et Hanley, 1985).

Description : Les oignons sont des plantes bulbeuses a structure stratifiée caractéristique. Le
bulbe est compos¢ de feuilles charnues ressemblant & des écailles, protégées par une
enveloppe. La couleur du bulbe varie selon les cultivars et peut étre jaune, rouge ou blanc
(Kaur et al., 2020). Les oignons sont largement utilisés en cuisine pour leur saveur et leur
ardme, qui sont générés par des réactions enzymatiques impliquant des composés contenant
du soufre. Ils sont également appréciés pour leurs propriétés médicinales, notamment leurs
activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Singh et Khar, 2022)

(Chakraborty et al., 2022)
1.2. Morphologie

Les oignons sont des plantes herbacées a base bulbeuse et a feuilles tubulaires vertes
qui poussent a partir du centre du bulbe. Les feuilles sont dressées et peuvent atteindre des
hauteurs variables selon le cultivar (C. et al., 2013). Le bulbe est la partie comestible de la
plante, formée par le gonflement des feuilles souterraines. Il est composé de couches
concentriques, les couches extérieures étant plus résistantes et plus seches que les couches
intérieures. La taille, la forme et la couleur du bulbe varient selon les cultivars (Kaur et al.,
2020) (Tarpaga et al., 2013). Les oignons produisent des tiges florales (hampes) qui peuvent
pousser assez haut et se terminent par une ombelle de petites fleurs en forme d'étoile. Ces
fleurs sont généralement de couleur blanche ou verdatre et sont disposées en grappe sphérique

au sommet de la hampe (Tarpaga et al., 2013). (Figure 05)
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Figure 05 : Morphologie d’Allium cepa (SVT Lycée Elorn)
1.3. Classification botanique
La classification de 1'd/lium cepa est présentée dans le tableau 02

Tableau 02 : Classification d 'Allium cepa (Bohanec et al., 2005).

Royaume Plantae

Clade Angiospermes
Clade Monocotylédones
Commande Asparagales
Famille Amaryllidacées
Sous-famille Allioideae

Genre Allium

Espéce Allium cepa

1.4. Variétés d’Allium cepa

Il existe de nombreuses variétés classées par leur couleur (oignons blancs, jaunes et
rouges) et suivant la date de maturation. Certains sont consommés en début de leur formation
(oignons nouveaux), d’autres en fin de maturation. Ces derniers peuvent se conserver

longtemps. (Université Pierre et Marie Curie,2010). (Figure 06)
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L’oignon jaune : Les oignons jaunes semés au printemps, ils se récoltent a I’automne.

Préférez-le cuit que cru, plus difficile a digérer.

Principales variétés dans I’Algérie : Oignon de Tlemcen (local), jaune d’Espagne. (ITCMI,
2022).

L’oignon rouge : également semés au printemps et récoltés a 1’automne, les oignons rouges
présentent moins de variétés et sont produits dans une proportion moindre mais n’en ont pour

autant pas moins de gofts.

Principales variétés dans 1'Algérie : Oignon de Biskra (local), Rouge d’amposta, Barletta.
(ITCMI, 2022).

Figure 06 : Différentes variétés d 'Allium cepa (Vincent thizeau,2020)

2. Composition biochimique des protéines d’Allium cepa

Les protéines de l'oignon comprennent un large éventail de composés bioactifs,
notamment des enzymes, des peptides et des métabolites secondaires, qui font partie
intégrante des processus physiologiques de la plante et contribuent a ses propriétés
médicinales. Ces protéines se trouvent principalement dans les bulbes, les feuilles et les
graines des oignons et jouent un rdle essentiel dans le métabolisme du soufre, la défense

antioxydante et les réponses des plantes au stress.

L'Allium cepa contient de 1'eau, des glucides, des protéines, des lectines, des graisses,
des vitamines, des minéraux, des flavonoides et des composés organosulfurés et phénoliques
(Benmalek et al., 2013). Les interactions entre le génotype, I'environnement et les pratiques

agronomiques influencent la qualité des constituants de 1'oignon (Agnieszka et al., 2017).
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2.1. Les acides aminés

En outre, I'oignon est un pool d'acides aminés libres comprenant I'aspartate (Asp), le
glutamate (Glu), I'asparagine (Asn), la sérine (Ser), la glutamine (Gln), 1'histidine (His), la
glycine (Gly), la thréonine (Thr), arginine (Arg), alanine (Ala), tyrosine (Tyr), méthionine
(Met), valine (Val), tryptophane (Trp), phénylalanine (Phe), isoleucine (Ile), leucine (Leu) et
lysine (Lys) qui fournissent la teneur en azote de I'oignon et produisent le gotit caractéristique
appelé "umami" (Hansen, 2001). Ces acides aminés dans l'oignon sont des empreintes

digitales potentielles d'origine géographique (Ianni et al., 2018).
2.2. Les flavonoides

La quantité¢ de produits chimiques dans l'oignon varie en fonction de la variété, de
I'emplacement géographique et des facteurs de stockage. Certaines variétés, y compris les
oignons jaunes, rouges et roses, contiennent de grandes quantités de quercétine par rapport
aux variétés blanches. Le niveau le plus ¢élevé de flavonoides tels que la quercétine est
observé dans la peau seche et, par conséquent, le pelage peut réduire considérablement ces
composants et affecter les bienfaits pour la santé de 1'oignon. De plus, diverses méthodes de
cuisson peuvent affecter la teneur en flavonoides de l'oignon. L'ébullition réduit
considérablement les flavonoides, le micro - ondes a moins d'effet sur la teneur en flavonoides

tandis que la friture entraine la plus grande perte (Hedges et Lister, 2007).

Il existe plusieurs types de flavonoides présents dans 1'4. cepa dans les écailles et le
disque des bulbes d'oignon (Wiczkowski et al., 2008 ; Slimestad et col, 2007 ; Rodriguez
Galdon et al., 2008 ; Ko et al., 2011 ; Shi et coll, 2016 ; Rodrigues et coll, 2017). Plus de 80%
de la teneur totale en flavonoides existe dans les écailles externes d'A. cepa, ce qui résulte de
l'exposition au soleil. La forme libre des constituants phénoliques est prédominante dans les
pelures d'oignon jaunes et blanches, la chair d'oignon rouge, la chair germée et la pousse verte
(Albishi er al, 2013). Différents types d'oignons varient considérablement en termes de
polyphénols. L'oignon jaune a les niveaux les plus élevés de flavonoides, 11 fois plus élevés
que ceux de l'oignon blanc. L'oignon rouge contient des quantités importantes d'anthocyanes

et contient 10% de flavonoides (Yang et al., 2004 ; Slimestad ez coll, 2007).

2.3. Alliinase
L'alliinase est une enzyme clé des oignons responsable de la dégradation des

sulfoxydes de S-alk (en) yl-L-cystéine en substances volatiles contenant du soufre. Il s'agit
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d'une enzyme glycosylée d'une masse moléculaire d'environ 53 a 54 kDa. L'alliinase existe
sous plusieurs isoformes, dont les profils de glycosylation et la composition des sous-unités

peuvent varier (Clark et al., 1998).

2.4. Chitinases

Les chitinases végétales (EC 3.2.1.14) appartiennent a la famille des protéines liées a
la pathogenése (PR) dont la chitine est la cible du substrat, qui est généralement le principal
composant d'un phytopathogene (Su Y ez al, 2015). 1l a été rapporté que les chitinases sont
impliquées dans la réponse a un éventail de stimuli, notamment les blessures mécaniques, les
phytohormones, les modifications de température, la salinité, le stress métallique et 1'invasion

pathogene (Liu B et al., 2010).

2.5. Peroxydase

Les peroxydases sont des enzymes qui catalysent 1’oxydation de divers substrats
organiques en présence de peroxyde d’hydrogeéne et qui contiennent un groupe héme dans leur
structure. En particulier, les peroxydases végétales sont fréquemment utilisées dans
I’industrie, le diagnostic clinique, la fabrication de biocapteurs et les réactions de synthése
organique. En raison de leur valeur commerciale, I’identification et la purification de ces
enzymes a partir de différentes sources revétent une grande importance. (Oztekin Aykut,

2022).

2.6. Autres protéines

Les oignons contiennent diverses autres protéines, notamment des enzymes
impliquées dans les mécanismes de défense, telles que les chitinases et les glucanases, qui
contribuent a la résistance de la plante aux agents pathogeénes. La teneur en protéines des
oignons peut varier en fonction du cultivar et des conditions de croissance (Kaur et al.,

2020).
3. Informations structurelles et fonctionnelles

Les récents progrés en protéomique et en métabolomique ont permis de mieux

comprendre les propriétés structurales et fonctionnelles des protéines de 1'oignon.
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3.1. Diversité structurelle

Les protéines de I'oignon présentent une grande diversité structurale, allant des petits
peptides bioactifs aux enzymes plus grosses et aux protéines de stockage des graines. Par
exemple, le B-glutamyl-propényl-cystéine sulfoxyde (GPCS), un peptide présent dans les
oignons, contient une fraction cystéine unique qui est essentielle pour son activité biologique
(Langos, 2009). De méme, la structure des thiosulfinates, dérivés des protéines de 1'oignon, a
¢té¢ caractérisée a l'aide de techniques chromatographiques et spectroscopiques avancées

(Aoyagi et al., 2011).
3.2. Propriétés fonctionnelles

Les propriétés fonctionnelles des protéines de 1'oignon, telles que la capacité
d'absorption d'eau et 1'émulsification, en font des ingrédients précieux pour la transformation
des aliments. Par exemple, il a ét¢ démontré que les protéines contenues dans les concentrés
de feuilles d'oignon présentent de bonnes propriétés fonctionnelles, notamment des propriétés
moussantes et d'émulsion de graisses, qui sont essentielles pour leur utilisation dans les

formulations alimentaires (Adeagbo et al., 2013). (Figure 07)
4. Activités biologiques des protéines d’Allium cepa

Les activités biologiques des protéines de l'oignon sont étroitement liées a leur
structure chimique et a leurs propriétés fonctionnelles. Des études récentes ont mis en
¢vidence leur potentiel pour traiter divers problémes de santé, notamment l'inflammation, le

stress oxydatif et les troubles métaboliques.
4.1. Activité antioxydante

Les protéines et les peptides de l'oignon sont riches en cystéine, ce qui contribue a
leurs fortes propriétés antioxydantes. Par exemple, il a été démontré que la gamma-glutamyl-
cystéine, un peptide dérivé de l'oignon, élimine les radicaux libres et protége les cellules des
dommages oxydatifs (Langos, 2009). De méme, les effets antioxydants des protéines de
graines d'oignon ont été liés a leur capacité a améliorer la viabilité cellulaire dans des

conditions de stress oxydatif (Dini, 2011).
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4.2. Activité anti inflammatoire

Les protéines de Il'oignon et leurs hydrolysats présentent des effets anti-
inflammatoires en modulant les principales voies inflammatoires. Par exemple, il a été
démontré que les peptides bioactifs des oignons inhibent la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et I'IL-6, ce qui en fait des candidats potentiels pour le
traitement des maladies inflammatoires chroniques (Majumder et al., 2016). De plus, les
extraits de pelure d'oignon, riches en quercétine et en autres polyphénols liés aux protéines,
ont démontré des effets anti-inflammatoires dans des modé¢les d'inflammation intestinale

(Balogun et al., 2024).
4.3. Activité antimicrobienne

Les protéines de 1'oignon, en particulier celles contenant du soufre, se sont révélées
avoir des propriétés antimicrobiennes contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives.
Cette activité est attribuée a la présence de composés organosoufrés tels que l'allicine, qui
sont dérivés de 1'hydrolyse des sulfoxydes de S-alk (en) yl-L-cystéine (Guillamén et al., 2021)
(Fernandez-Bedmar et al., 2019).

Prevention of DNA damage and mutational changes
Increase of the bioavailability of anti-cancer drugs
Detoxification and elimination of carcinogens

Control of cell proliferation and tumor growth
Blockade of DNA-adduct formation

Improvement of response of cancers to chemo-therapies
Blockade of cancer-causing substances formation
Inactivation of cancer-causing substances

Increase of DNA repair

Figure 07 : Activités biologique d’A/lium cepa (Farzaneh Kianian et al., 2021)
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1. Matériels et méthodes

Le présent travail a pour objectif d’analyser comparativement les profils protéiques de
variétés d’Allium sativum (ail) et d’Allium cepa (oignon) soumises a différents traitements
(¢état frais, chauffage, congélation), en utilisant des approches biochimiques telles que
’¢lectrophorese sur gel SDS-PAGE et la spectrophotométrie. Cette étude vise a mettre en
évidence les variations qualitatives et quantitatives des protéines, ainsi que le polymorphisme
protéique induit par les traitements, et afin de mieux comprendre la réponse des protéines
végétales aux contraintes physico-chimiques. Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire
Biochimie, Génétique et Biotechnologie Végétales (BGBV), el chabaa, situé a I’Université

Constantine 1 Fréres Mentouri.
® Matériel végétal

Dans le cadre de cette étude, deux espéces du genre Allium ont été sélectionnées : 1’ail
(Allium sativum) et 1’oignon (Allium cepa). Le choix de ces especes repose sur leur
importance biologique, nutritionnelle et médicinale, qui en fait des modeles pertinents pour
I’analyse des profils protéiques. Les bulbes ont été achetés dans un commerce local (Ritaj

Mall, Constantine).
® Mcéthodes

1. Extraction des protéines totales dans les conditions optimales :

Les traitements appliqués aux échantillons d’Allium sativum et Allium cepa (état frais,
chauffage et congélation) ont été réalisés selon un protocole de Nezla, (2022) avec quelques

modifications.

Chaque traitement a été effectué en trois répétitions afin d’assurer la reproductibilité
des résultats. Afin de préserver I’intégrité des protéines lors du broyage, les échantillons ont
¢té maintenus sur glace pour limiter tout échauffement susceptible d’altérer les structures

protéiques. (Figure 08)

21



Chapitre 2: Matériel et méthodes

ail et ocignon

12,5 g de broyat +
25 ml Tris-HCI pH=6,22

Broyage avec
un broyeur

Macération
pendant 1 h 42 min
a température 24,53°C

Précipitation
au sulfate
d’ammonium 60%

@ —— Centrifugation —)U

Culot (dissoudre
dans Tris-HCI)

—=0 (J

PC@HDJV_

Electrophorese
SDS-PAGE

LT

Figure 08 : Protocole d’extraction d’Allium sativum et Allium cepa

1.1. Préparation des échantillons d'ail et I'oignon

Trois échantillons d'ail et trois échantillons d'oignon ont été prélevés chacun

correspondant a I’une des trois conditions expérimentales : état frais, chauffage et congélation

Chaque échantillon a ensuite été subdivisé en trois répétitions biologiques indépendantes afin

de garantir la reproductibilité des analyses.
1.2.Préparation des extraits d'ail et 1'oignon

Les échantillons d’ail et d’oignon destinés au traitement thermique ont été
préalablement incubés a une température de 55 °C pendant 10 minutes pour 1’ail et 20 minutes

pour 1’oignon.
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Les 18 répétitions d'échantillons d'ail et 1'oignon (correspondant aux trois conditions
expérimentales, avec trois répétitions par condition et par espece) ont ét€¢ broyées séparément

afin de préserver I’intégrité des échantillons et d’éviter toute contamination croisée.

Pour chaque répétition, 12,5 g d'ail ont été broyés en ajoutant 25 ml de tampon Tris

0,5 M (Annexe 02).

Le broyage a été effectué¢ a l'aide d'un broyeur électrique, chaque répétition étant broyée

pendant une minute.

1.3 . Incubation et filtration des extraits d'ail et l'oignon

Apres broyage, les extraits d'ail et d'oignon ont été incubés (Etuve Memmert) pendant 1h42

et a une température de 24,5 °C et un PH de 6,22.

Les extraits ont ensuite été filtrés a travers du papier filtre Whatman n°® 1 dans le but de

I’¢limination des débris cellulaires.
1.4. Précipitation des protéines
Principe :

Les sels sont des agents précipitants qui exercent leur effet par déshydratation et
permettent aux protéines de conserver leur conformation native (BOUMENDJEL et al,

2010).

La précipitation des protéines a été réalisée par addition de sulfate d'ammonium sous
forme de solution saturée a 60%. Ainsi 9 g de sulfate d'ammonium ont été ajoutés
progressivement a 15 ml d'échantillon, sous agitation constante jusqu’a dissolution compléte

du sulfate.

Les échantillons ont été centrifugés a 4100 rpm pendant 40 minutes a 4°C.

Le culot a été récupéré et le surnageant conserve.

2. Dosage spectrophotométrie des protéines (Méthode de Bradford)

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de (Braford, 1976) qui est
basée sur le changement d’absorbance qui se manifeste par le changement de la couleur du
bleu de commasie apres liaison avec les acides aminés basique (arginine, histidine, lysine) et

les résidus hydrophobes des acides aminés présente dans la ou les protéines.
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1.2. Préparation du réactif de Bradford

v Un poids de 0,4 g de bleu de Coomassie G-250 a été dissous dans 20 ml d'éthanol a 95 %
(Annexe 05).

v" Un volume de 40 ml de la solution d'acide phosphorique a 85 % (Annexe 07) a été ajouté

a la solution de bleu de Coomassie.

v" Le volume a ensuite été ajusté a 400 ml avec de l'eau distillée. La solution a été agitée

jusqu'a dissolution compléte du colorant.

v' Le réactif de Bradford a ensuite été filtré a 1’aide d’un papier filtre Whatman n°1 afin

d’¢liminer les particules non dissoutes.

Les culots cellulaires ont été suspendus dans un150 ul de tampon Tris-HCI 50 mM

(0,05 M) a pH 7,4 (Annexe 01).

Pour chaque échantillon, 150 pL d'extrait protéique de I'ail et 200uL de 1'oignon ont

¢té mélangés a 3 ml de réactif de Bradford.

Le mélange a été vortexé pendant 1 minute, puis incubé pendant 10 minutes a température

ambiante."

L'absorbance a été ensuite mesurée par spectrophotométre UV a 595 nm et la
concertation protéiques des échantillons été estimée a partir de la courbe d’étalonnage réalisée

en utilisant de la BSA (Bovine Serum Albumin). (Annexe 08).

3. Analyse statistique (ANOVA)

Une analyse statistique de type ANOVA a été effectuée a 1’aide du logiciel Excel afin
d’évaluer I’effet des différents traitements et variétés sur les parametres mesurés. Cette
analyse a permis de déterminer si les variations observées entre les groupes sont

statistiquement significatives.
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4. Séparation des protéines par Electrophorése SDS-PAGE

4.1. Principe de I’électrophorése

L’¢électrophorése est une technique qui permet la séparation et éventuellement
I’identification des constituants d’un mélange de protéines et leurs poids moléculaires en

utilisant la différence entre leurs vitesses de migration sous 1’influence d’un champ électrique.

La cartographie des masses moléculaires des protéines peut donc étre établie en
utilisant une Electrophorése sur un gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de

sodium (SDS PAGE) (Darine, 2010).

Le SDS (Sodium dodécyl sulfate d, détergent anionique) a deux fonctions : d’une part,
dissocier les protéines agrégées et, d’autre part, leur conferent une charge globale négative,
permettant la séparation des protéines essentiellement en fonction de leur poids moléculaire

(Darine, 2010).
4.2. Technique d’électrophorése
v Centrifugation et resuspension des culots cellulaires

v" Tous les échantillons ont été centrifugés (Centrifugeuse 5415 R) a 4100 tr/min pendant

30 minutes.
v Apres centrifugation, le surnageant a été éliminé.
v' Les culots ont été resuspendus dans 150 pL de tampon Tris 0,05 M, pH 7.4.

v Les culots ont été centrifugés a 4100 tr/min pendant 15 minutes.

4.3. Préparation du Gel

v' Des gels de séparation a 12% et un gel de concentration a 2,88% ont été préparés.

(Annexe 13).
v' Dépdt des Echantillons et Migration

v' Aprés la polymérisation des gels et la mise en place de I’appareil d’électrophorése, la

cuve a été remplie avec du tampon de migration.
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Un volume de 40 puL. de chaque mélange échantillon-tampon de Laemmli (Annexe 11)
(soit 20 pL de I’échantillon re suspendu et 20 uLL de tampon de Laemmli (Laemmli U. K,
1970). A été délicatement déposé dans les puits du gel.

Un marqueur de poids moléculaire protéique pré-coloré a également été déposé dans 1’un

des puits de chaque gel pour I’estimation de la taille des protéines.

La migration électrophorétique ( Electrophorése CONSORT 1200V — 500mA E815) a été

lancée et poursuivie pendant 16h a 100v.

L’objectif était de séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire.

5. Visualisation des Protéines

v

Coloration des Gels

Apres la migration, les gels ont été soigneusement retirés de leurs plaques de verre et

immédiatement plongés dans une solution de coloration a base de Bleu de Coomassie R-250

(Annexe 12). Les gels ont été laissés dans cette solution de coloration pendant 2 jours sous

agitation douce pour permettre une fixation et une coloration completes des bandes protéiques.

v

Décoloration des Gels

Suite a la coloration, la solution de Bleu de Coomassie a été retirée, et les gels ont été

transférés dans un bain d’eau distillée pour la décoloration. La décoloration a été réalisée

pendant 1 jour, avec des changements réguliers de ’eau, jusqu’a ce que le fond du gel

devienne clair, révélant ainsi les bandes protéiques distinctes.
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Résultats et discussion

1. Variation de la teneur en protéines chez I’ Allium sativum et I’ Allium cepa

L’analyse par spectrophotométrie a 595 nm, réalisée a l'aide du réactif de Bradford, a
permis d’estimer la concentration en protéines totales dans des extraits d’Allium sativum et

d’Allium cepa soumis a trois traitements : état frais, chauffage et congélation

Les résultats sont exprimés en pg/ml, puis corrigés selon le facteur de dilution pour obtenir la

concentration réelle en mg/ml.

1.1.La concentration en protéines d’Allium sativum
Le graphique présente la concentration en protéines (mg/ml) mesurées dans les trois
types de traitements appliquées a Allium sativum : état frais, chauffé et congelé. Les barres

d’erreur indiquent 1’écart type, reflétant la variabilité des mesures. (Figure 09)

4,5

3,5

2,5

Concentrationn mg/ml

15

0,5

Ail frais ail chauffé ail congelé
Variété/traitement

Figure 09 : Variation de la teneur en protéines totales dans 1’ Allium sativum selon différents
traitements.

Le profil global observé sur le graphique, représentée par la droite de régression
linéaire, indique une diminution progressive et significative de la concentration protéique
selon le type de traitement appliqué. De plus, I’augmentation de 1’écart type, surtout pour 1’ail
congelé, témoigne d’une plus grande variabilit¢é dans ce groupe, possiblement liée a une
dégradation non uniforme des protéines, soulignant DI’effet délétere des traitements de

conservation sur les propriétés nutritionnelles des végétaux.
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Le tableau 03 présente les concentrations en protéines mesurées dans les extraits
d’Allium sativum, en fonction des traitements appliqués (état frais, chauffage, congélation).
Ces données mettent en évidence 1’influence des conditions de transformation sur la solubilité

et la récupération des protéines présentes dans 1’ail.

Ces résultats sont en parfaite concordance avec les études antérieures de Okwu et
Nnamdi, (2008) ; Otunola et al., (2010) ; Nwinuka et al., (2005) ; Aiqin et al., (1980) qui
rapportent des teneurs élevées en protéine brute pour l'ail (variant de 15,33 a 17,5 mg/100g

ou %), soulignant ainsi le potentiel de 1'ail en tant que source protéique.

Tableau 03 : Concentration en protéines dans les extraits d’Allium sativum

Echantillon d’ail  Concentration Interprétation

en protéines

(mg/ml £ ET)

Présente la concentration protéique la plus élevée,
3.94 + 0,44 indiquant une bonne richesse en protéines et une
efficacité d’extraction. Les résultats stables
suggerent une bonne conservation des protéines
dans 1’échantillon frais.

Frais

Montre une diminution modérée, peut s’expliquer
par I’effet de la chaleur provoque une dégradation
) des protéines ou des enzymes responsables de la
Chauffée 3,24+ 0,72 . . , .

formation de certains métabolites comme
I’allicine. Un choc thermique soudain peut
¢galement altérer les structures sensibles, ce qui

réduit 'efficacité de 1’extrait.

Affiche la concentration la plus faible,
possiblement a cause des cristaux de glace formés
lors de la congélation, qui endommagent les
cellules et dégradent les protéines. La
décongélation peut également provoquer des
réactions enzymatiques indésirables affectant
I’extraction. Un choc thermique soudain peut
¢galement altérer les structures sensibles, ce qui
réduit 'efficacité de 1’extrait.

Congelée 1,94 £ 0,92

29



Résultats et discussion

Enfin, les résultats de notre étude sont en accord aussi avec les données disponibles
dans la littérature ou la teneur en protéines de 1'ail frais est généralement estimée entre 4 g et
6g pour 100 g de matiére fraiche (Anonyme, 2022) confirmant ainsi que les concentrations

observées dans notre étude sont dans la plage basse de ces valeurs.

La différence entre ces résultats peut s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment les
différences dans la nature des composés mesurés (protéines vs polyphénols et vitamine C), les
variations dans les quantités de matic¢re premicre et de tampon utilisées pour I’extraction, ainsi

que les méthodes analytiques employées.

De plus, les protéines solubilisées dans notre extraction sont quantifiées en solution, ce
qui différe des composés phénoliques exprimés en masse séche par matiére végétale. Ces
¢léments soulignent la complexité de l’extraction et de la quantification des différents

composés bioactifs dans 1’ail frais.
1.2.La concentration en protéines d’Allium cepa

Le graphique (Figure 10) présente la concentration en protéines (mg/ml) des trois
types de traitements d’Allium cepa : frais, chauffé et congelé, accompagnés de leur €cart type,

ce qui reflete la variabilité des mesures.

2.50
2.00
1.50

1.00

Concentration mg/ml

0.50

0.00
Ognion frais Ognion chauffé Ognion congelé

Variété/traitement

Figure 10 : Variation de la teneur en protéines totales dans /’Allium cepa selon différents

traitements.
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La tendance globale du graphique montre une baisse de la concentration protéique en
fonction de la concentration protéique en fonction des traitements, illustrée par une droite de
régression linéaire décroissante. Toutefois, contrairement a 1’ail, la baisse est moins marquée
entre I’oignon chauffé et congelé, ce qui laisse supposer que les protéines de 1’oignon sont

moins vulnérables au froid qu’a la chaleur.

Le tableau 04 présente les concentrations en protéines mesurées dans les extraits
d’Allium cepa, en fonction des traitements appliqués (frais, chauffé, congelé). Ces données
mettent en évidence l’influence des conditions de transformation sur la solubilité¢ et la

récupération des protéines présentes dans 1’oignon.

Tableau 04 : Concentration en protéines dans les extraits d’Allium cepa

Echantillon d’oignon  Concentration en Interprétation

protéines (mg/ml +
ET)

Présente la concentration protéique la plus
¢levée. Cela reflete une bonne richesse
Frais 1,79 £ 0,76 naturelle en protéines solubles, favorisée
par une structure cellulaire intacte

Affiche une diminution significative,
probablement due a la dénaturation
Chauffée 0,92 £ 0,45 thermique des protéines.

Montre une concentration plus élevée que
I’oignon chauffé, mais inférieure au frais.
La lyse cellulaire induite par la formation
de cristaux de glace facilite I’extraction,
Congeléee 1,17+0,58 mais peut aussi entrainer la dégradation ou
la modification de certaines protéines
sensibles au froid.

En comparaison, 1’étude de Sami et al, (2021) a rapporté une teneur en protéines des
bulbes d’oignon frais variant de 9,22 a 13,21 g pour 100 g de poids frais, selon la variété
analysée. La différence notable entre nos résultats et ceux de cette étude peut s’expliquer par
plusieurs facteurs, notamment les méthodes d’analyse (extraction chimique suivie de dosage

colorimétrique dans notre cas, contre analyse directe sur mati¢re fraiche dans leur cas), la
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forme d'échantillon (oignon entier vs fractions spécifiques), et la nature des protéines

solubilisées dans un tampon spécifique.

2. Analyse statistique des effets des traitements et des échantillons

(ANOVA)

Afin d’évaluer I’influence du type de traitement (chauffage, congélation, état frais) et
du type de variété sur la variable étudiée, une analyse de la variance (ANOVA a deux facteurs

avec interaction) a été réalisée.

Tableau 05 : Analyse ANOVA a deux facteurs — Effets du traitement, de I’échantillon et de

leur interaction.

Source de variation sC df MC F P-value F crit
Variété 1.23297 1 1.23297 2.23016 0.16116 4.74723
Traitement 32.8328 2 16.4164 29.6935 2.3E-05 3.88529
Interaction 29.6506 2 14,8253 26,8155 3.7E-05 3.88529
Erreur 6.63436 12 0.55286
Total 70.3508 17

Les résultats obtenus sont synthétisés dans le tableau 05 et montrent les éléments suivants :

Effet de variété : Le facteur variété présente une valeur de F = 2.23016 avec une valeur de P
= 0.16116, supérieure au seuil de signification usuel de 0,05. Cette valeur indique que la
différence entre les variétés n’est pas statistiquement significative. Autrement dit, le type de

variété n’a pas eu d’effet notable sur les résultats.

Effet de traitements : Le facteur de traitement présente une valeur de F = 29.6935 et une P-
value trés faible = 2.35-05, bien inférieure a 0,05. Il existe une différence hautement
significative entre les différents traitements appliqués, cela montre que les traitements
influencent fortement la variable étudiée et entrainent des modifications notables de la

composition ou de la stabilité des composés analysés.

Effet de Pinteraction (variété x traitement) : l’interaction entre les deux facteurs est
également hautement significative avec F = 26.8155 et P = 3.75-05. Cela signifie que 1’effet
du traitement dépend de la variété utilisée. Il y a donc une interaction entre les deux facteurs,

ce qui suggere que le traitement n’a pas un effet constant sur tous les types des variétés.
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Conclusion statistique :
L’analyse ANOVA met en évidence que :

» Le type de traitement a un impact significatif sur la variable mesurée
» Le type d’échantillon, isolément, n’a pas d’effet significatif.
» Cependant, I’interaction entre traitement et variété est hautement significative, ce qui

suggere que la réponse au traitement varie selon I’échantillon.

3. Analyse du profil protéique par électrophorése SDS — PAGE

L’analyse SDS-PAGE des échantillons d’ail (4/lium sativum) et d’oignon (Allium cepa)
soumis a différents traitements (état frais, chauffé, congelé) a permis de visualiser plusieurs
bandes protéiques distinctes, dont certaines ont pu étre attribuées a des protéines connues sur

la base de leur poids moléculaire et de données bibliographiques.
3.1.Profil électrophorétique des protéines d’Allium sativum
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Figure 11 : Profil de migration des protéines d’A/lium sativum révélé par électrophorese

SDS-PAGE
AF : ail frais, Ach : ail chauffée, Ac : ail congelée.

Le profil protéique de I’ail (Figure 11) varie selon le traitement. L’ail frais présente
une forte variabilité avec un profil riche, caractérisé par plusieurs bandes bien visibles,
notamment entre 100 et 125 kDa. L’ail chauffé conserve les bandes principales autour de 100
a 110 kDa, mais avec une intensité réduite, ce qui suggere une dénaturation ou une

dégradation thermique des protéines. En revanche, I’ail congelé montre des bandes intenses
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entre 85 et 110 kDa, qui suggere formation des cristaux de glace lors de la congélation, qui
endommagent les cellules et dégradent les protéines Les résultats détaillés concernant le

nombre, le poids moléculaire et I’intensité des bandes sont présentés dans le tableau 06.

Le gel SDS-PAGE a mis en évidence plusieurs protéines d’Allium sativum, réparties
approximativement entre 10 et 225 kDa, telles que repérées a partir du marqueur moléculaire.
Une bande marquée autour de 50-53 kDa correspond probablement a 1’alliinase, une enzyme
homodimérique présente sous forme de sous-unités de 51-52 kDa, dont I’activité catalytique

conduit a la formation d’allicine (Block, 2002 ; Rabinkov et al., 1995).

Tableau 06 : Profil électrophorétique des protéines d’Allium sativum

Echantillon | Traitement Nombre de Poids Intensité des
bandes moléculaires bandes

estimés (kDa)

~225,~215,
~200, ~150,
~145, ~135,
~100, ~85, ~75,
~45, ~25, ~15,
~10

Ail Frais 13 ++++

Ail Chauffé 12 ~225,~220, ++
~155, ~150,
~145, ~100, ~85,
~75,~50, ~45,
~25,~10

Ail Congelé 10 ~225,~220, +++
~155, ~150,
~100, ~85, ~75,
~45,~25,~10

Cette identification est corroborée par plusieurs études confirmant une taille similaire
pour I’alliinase. Une bande présente a 35-37 kDa correspond probablement a la peroxydase,
enzyme impliquée dans les réactions antioxydantes de 1’ail (Marzouki et al., 2005). Une
bande présente a 22 et 30 kDa correspond a les Thaumatin- Like Proteins (TLP) appartiennent
a la famille PR-5(0Olga et al., 2022). La visualisation d’une bande a ~15 kDa est cohérente

avec la présence d’un inhibiteur de type Kunitz, déja décrit dans I’ail et caractérisé par son
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poids moléculaire et sa stabilité (Van Damme et al, 1992). Une bande 32 ou 33 kDa pour
CHITAS 1 et CHITAS 2, respectivement (Van Damme et al., 1993).

Une bande présente a 25 et 110 kDa correspond a deux isoformes différents
d’agglutinines (lectines) (Gupta et Sandhu, 1997). L'une des isoformes (ASA 25) est une
protéine dimérique contenant deux sous-unités de 12,5 et 13,0 kDa. En revanche, la deuxiéme
isoforme (ASA 110) est une glycoprotéine de deux sous-unités identiques avec un poids
moléculaire de 47 kDa. Cette isoforme contient principalement de la glycine, de l'acide
aspartique, de la leucine et de la sérine, mais présente de faibles teneurs en méthionine et en

cystéine (Gupta et Sandhu, 1997).

Quant a I’allicine, bien qu’elle ne soit pas directement visualisée sur le gel en tant
que protéine, sa formation résulte de 1’action de ’alliinase sur 1’alliin (Majewski, 2014). Elle
peut également modifier les protéines par S-thioalliation, telles que les enzymes glycolytiques,

ce qui affecte leur activité (Gruhlke et al., 2019).

Les variations observées dans les profils de bandes SDS-PAGE entre les échantillons,
notamment l'absence partielle ou la différence d’intensité de certaines bandes, peuvent étre
attribuées a une hétérogénéité de I’expression protéique. Cette variabilité est souvent
influencée par plusieurs facteurs, tels que ’origine géographique ou génétique des bulbes,
leur stade de développement physiologique, ainsi que les conditions de conservation avant
I’extraction. Marcu et al., (2018) ont démontré¢ que la maturité des bulbes d’Allium pouvait
modifier significativement la distribution des protéines, tandis que Clarisse et al., (2020) ont
souligné I’impact des traitements post-récolte (comme la congélation ou le séchage) sur la
stabilit¢ et I’extra stabilité des protéines. La densit¢ des bandes révele une abondance
protéique variable : la protéine de ~50kDa (alliinase) s’avére dominante, tandis que les
protéines a ~35 kDa (peroxydase) et ~15 kDa (inhibiteurs) apparaissent moins abondantes,

mais revétent un intérét fonctionnel notable (Medjeldi et al., 2006).

Ces résultats confirment la diversité protéique de 1’ail, méme si la teneur totale en
protéines reste modeste. La présence d’alliinase est significative du point de vue
physiologique, car elle génére I’allicine, connue pour son role antibactérien et antioxydant
(Block, 2002). La peroxydase, quant a elle, renforce cette dynamique en jouant un réle clé
dans la défense oxydative (Medjeldi et al., 2006). En outre, I’inhibiteur protéase et I’activité
de S-thioalliation induite par I’allicine suggerent des effets régulateurs sur les protéines cibles

(Gruhlke et al., 2018).
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3.2.Profil électrophorétique des protéines d’Allium cepa

Le profil protéique de I’oignon (Figure 12) varie selon les traitements, avec une

richesse globale marquée.

L’oignon frais a montré uniquement cinq bandes protéiques, ce qui traduit une faible
diversité¢ des protéines extraites. Cette diminution pourrait étre due a la faible solubilité de
certaines protéines, ou a la dégradation de certaines protéines pendant 1’extraction. L’oignon
chauffé conserve des bandes principales treés intenses autour de 145 kDa, ce qui suggere une
bonne stabilité des protéines a la chaleur ou une meilleure efficacité d’extraction comparée a
I’ail. Quant a I’oignon congelé, il affiche un profil tres riche et bien résolu, avec des bandes
intenses a 145 kDa, traduisant une extraction particuliérement efficace induite par la
congélation. Les résultats détaillés concernant le nombre, 1’intensité et le poids moléculaire

des bandes figurent dans le tableau 08.
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Figure 12 : Profil de migration des protéines d’Allium cepa révélé par électrophorése SDS-
PAGE

Of : oignon frais, Och : oignon chauffée, Oc : oignon congelée.

Les résultats obtenus mettent en évidence des différences marquées en termes de
migration, d’intensité des bandes, et donc de disponibilité des protéines. Dans 1’échantillon
frais des bandes bien définies ont été observées entre 100 et 145 kDa, indiquant la présence de

protéines de haut poids moléculaire en quantité significative.

En revanche, les échantillons chauffés présentent une atténuation importante des

bandes dans la région des 140 kDa, accompagnée de bandes diffuses de poids plus faible,
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suggérant une dénaturation thermique et une probable dégradation de ’enzyme. Une bande
présente de 50,5 a 52,7 kDa correspond aux alliinase (Jane ef al., 2000). Des bandes de 17,28
a 25,53 kDa correspond a des motifs de chitinase GH19 canoniques conservés. (Rupesh et al.,

2018). Une bande de 51.2 kDa correspond a ’enzyme peroxydase. (Oztekin Aykut, 2022)

Tableau 07 : Profil électrophorétique des protéines d’Allium cepa

Echantillon @ Traitement Nombre de Poids Intensité des
bandes moléculaires bandes

estimés (kDa)

Oignon Frais 5 ~155, ~150, ++
~100, ~35

Oignon Chauffé 10 ~225, ~215, +H++
~155, ~150,
~125,~100, ~55,
~50, ~35, ~15

Oignon Congelé 12 ~225, ~215, +++
~155, ~150,
~125,~100, ~55,
~50, ~45, ~ 40,
~35,~15

Cette observation est cohérente avec les résultats de Gonzalez et al., (2010) qui ont
montré que [’alliinase est rapidement inactivée a partir de 50 °C, et que sa structure

tridimensionnelle est sensible a la chaleur.

L’échantillon congelé conservent des bandes visibles autour de 100 a 145 kDa, bien
qu’atténuées par rapport aux échantillons frais. Une bande présente ~38,9 kDa correspond a
y-Glutamyl-transpéptidase (Tirza et al., 1995). D’apres Wafler et al., (1994) la congélation
lente et la décongélation progressive peuvent entrainer des ruptures membranaires, des fuites
enzymatiques et une perte d’intégrité structurale. De méme Horbowicz et Bakowski (1997)
ont constaté une réduction de 1’activité alliinase et des teneurs en pyruvate, ce qui traduit une

baisse de la fonctionnalité enzymatique post-congélation.
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Globalement, les profils obtenus suggérent que 1’état frais garantit une disponibilité
maximale des protéines fonctionnelles, notamment I’alliinase, tandis que le traitement
thermique entraine une dénaturation compléte, et la congélation, une altération modérée. Ces
résultats confirment 1’hypothése selon laquelle les traitements physiques influencent
fortement la stabilit¢ des protéines bioactives dans Allium cepa, rejoignant ainsi plusieurs

données de la littérature sur I’instabilité thermique et cryogénique des enzymes soufrées
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Conclusion

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence l'influence significative des traitements
technologiques (état frais, chauffage, congélation) sur le profil protéique de deux especes du
genre Allium : Allium sativum (ail) et Allium cepa (oignon). A travers des conditions
d’extraction optimisées (pH 6,22, température de 24,52 °C, durée de macération de 1h42), les
analyses par SDS-PAGE et spectrophotométrie de Bradford ont permis de quantifier et de

comparer efficacement les profils protéiques obtenus.

Les échantillons frais ont montré les teneurs protéiques les plus élevées, en particulier
chez D’ail, ce qui suggere que l'intégrité cellulaire favorise l'extraction et la stabilit¢ des
protéines. La congélation, bien qu'entrainant des perturbations cellulaires, a amélioré
1’accessibilité aux protéines en facilitant la lyse cellulaire. A I’inverse, le chauffage a entrainé
une altération plus marquée des protéines, vraisemblablement en raison de leur dénaturation

thermique.

L’ail a présenté une richesse protéique supérieure a celle de 1’oignon, tant en quantité
qu’en diversité (nombre et intensité des bandes en SDS-PAGE), soulignant son potentiel en

tant que source protéique végétale pour des applications alimentaires ou fonctionnelles.

Ces résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour 1’optimisation des procédés de
transformation des produits du genre Allium. La congélation pourrait étre intégrée en amont
de la production d’ingrédients fonctionnels (extraits concentrés, poudres lyophilisées),
permettant une meilleure conservation de la valeur nutritionnelle. Le chauffage, bien
qu’altérant les protéines, peut €tre valorisé¢ pour la production d’ingrédients stables (poudres
déshydratées, extraits cuits, aromes), répondant aux exigences de conservation et de sécurité

microbiologique.

Dans ce cadre, I’alliinase représente une cible enzymatique d’intérét particulier. Présente
en forte concentration dans 1’ail, cette enzyme est a I’origine de composés organosulfurés
bioactifs (comme [Dallicine), aux propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires et cardioprotectrices. Sa sensibilité a la chaleur suggére que des méthodes de
conservation a froid, comme la congélation ou la lyophilisation, pourraient permettre de
préserver son activité et d’envisager son intégration dans des formulations a visée

nutritionnelle ou thérapeutique.
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Enfin, cette étude constitue un socle solide pour approfondir la compréhension des effets
des traitements technologiques sur la qualit¢ des protéines végétales. Elle pourra étre

prolongée par des pistes telles que :

€ L’optimisation des conditions d’extraction (pH, durée, température) pour maximiser le

rendement protéique.

€ L’évaluation de techniques de traitement plus douces (cuisson a basse température,
pasteurisation rapide, micro-ondes) ou de congélation contrélée (—18°C, —40 °C,

cryogénie) pour préserver la qualité des protéines.

€ L’extension de ’analyse a d’autres composés bioactifs (antioxydants, composés soufrés,
enzymes) ou a d’autres especes du genre Allium, afin d’évaluer globalement le potentiel

de valorisation nutritionnelle, fonctionnelle et pharmaceutique de ces plantes.
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Annexe



m Annexe 01 : Solution 0,05mM Tris HCL ph?7, 4

100ml
0,1M Tris HCL 50ml
Eau distillée 50ml

B  Annexe 02 : Solution 0,5M Tris HCL pHe6, 4

8ml
Tris 0,4g
Eau distillée Qsp 8ml

Le pH de solution ajusté a 6,4 par addition progressive d’HCL.

B  Annexe 03 : Solution 0,1M Tris HCL pH7,4

Annexe

1000ml
Tris 12.12¢
Eau distillée 1000ml

Annexe 04 : solution 1,5M Tris HCL pHS8,8

100ml
Tris 18,15¢g
Eau distillée 80ml

Ajuster le pH a 8,8 avec du HCL.

Compléter le volume avec I’eau distillée.

Filtrer la solution a travers du papier whatman N1.

Stocker la solution a 4 C °.

- Solutions d’Ethanol :

B  Annexe 05 : Solution d’Ethanol 95%

100 ml
Ethanol 95ml
Eau distillée S5ml
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Annexe

B  Annexe 06 : Solution d’Ethanol 70%

50ml
Ethanol 35ml
Eau distillée 15ml

B Annexe 07 : La solution d’acide phosphorique a 85%

50ml
Acide phosphorique 48,3ml
Eau distillée 1,7ml

m  Annexe 08 : courbe d’étalonnage a base de BSA
Préparation des solutions étalon

H20 (ul) BSA (ul) Bradford (ml)
e A T e e S
4 1920 80 1
6 1880 120 1
12 1760 240 1
25 1500 500 1
50 1000 1000 1
75 500 1500 1
100 0 2000 1
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0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

DO a 595nm

0,3
0,2

0,1

20

concentration mg/ml

40

60

y =0,0025x + 0,4573

80

R?=0,9738

100

Courbe d’étalonnage a base de BSA

B  Annexe 09 : Solution 10%APS

10ml
APS (ammonium persolfate) | 1g
Eau distillée 10ml
B  Annexe 10 : 10%SDS

50 ml
SDS (sodium dodécyl S5¢g
sulfate)
Eau distillée 50ml

B Annexe 11 : Tampon Laemmli 2x

0,5M Tris pH6,8 1,25ml
100%Glycérol 2,5ml
10%SDS 2ml
0,5%Bleu de brommophénol | 0,2

Eau distillée Qsp 9,5ml

Conserver la solution a 4 C°

Lors d’utilisation, ajouter 500uL (5%) de 2-mercaptoéthanol

120

Annexe

Une solution de bleu de bromophénol a été préparée en dissolvant 0,05 g de bleu de

bromophénol dans de 1’eau distillée, jusqu’a un volume final de 100 mL.



B Annexe 12 : Solution de coloration

1L
Bleu de coomassie R250 250mg
M¢éthanol 400ml
Acide acétique 70ml
H20 distillée Qsp 1L

Annexe

Homogénéiser bien jusqu’a la dissolution de bleu de coomassie.

Filtrer avec papier whatman NO1

Ajouter I’acide acétique

B  Annexe 13 : Préparation de la solution pour I’électrophorése SDS-PAGE

Gel de séparation 12%

Gel de concentration 2.88 %

Acry 40% 12,4ml Iml
Bis acry 20% 2,4ml 0,3ml
1,5M Tris HCL pH 8.8 15,2ml

0,5M Tris HCL pH 6, 8 1,7ml
10%SDS 400uL 14uLl
10%APS 10ml 0,70ml
TEMED 20uL 14uL
H20 distillée 8,6ml 3,6ml

Juste avant de couler le gel, ajouter le TEMED puis APS 10%, mélanger doucement. (APS

initiateur de la polymérisation du gel, TEMED Accélérateur de la polymérisation)

- Couler le gel de séparation sans emprisonner de bulles d’air jusqu’a 1.5cm du bord supérieur

- Couvrir le gel de séparation avec Butanol saturé en eau.

- Laisser polymériser pendant 30-35min
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PAGE et de la méthode de Bradford pour la quantification. Les extraits ont été obtenus a pH 6,22,
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protéines de D’ail, mais améliore la stabilit¢ apparente chez 1’oignon. Les dosages
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