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RI&JM! 

Dans cette étude la polyphénol oxydase (PPO; EC : 1.14.18.1) a été, tout d'abord, 
-  extraite en milieux aqueux à partir d'une poudre d'acétone de champignon de Paris 

(Agaricus bisporus). L'extrait brut d'enzyme est ensuite partiellement purifié par précipitation 
par l'acétone suivie d'un fractionnement par le sulfate d'ammonium à 60%. Nous avons 

-  observé que les différents extraits enzymatiques brut et partiellement purifiés possèdent deux 
activités catécholase et crésolase mesurées par spectrophotométrie à 420 et 475 Mn pour le 
pyrogallol et la L-tyrosine respectivement. En fin de purification, l'activité enzymatique est 

- doublée pour les deux activités. L'activité volumique déshydrogénase atteint 189,3 et 3,35 
U.E/ml pour l'activité hydroxylase (30°C, pH 7- tampon phosphate de sodium 0,1M). Les 
extraits des enzymes stockés à -15°C pendant 44 jours sont relativement stables. On a 
constaté l'existence d'une faible activité laccase qui représente seulement 0,22 % de l'activité 
total polyphénol oxydase. 

L'étude des effets du pH, la spécificité du substrat, la concentration du substrat et 
d'enzyme et la température, a été effectuée. Deux pH optimaux ont été trouvé pour les 
différents extraits d'enzymes, l'un est de 5,3 et l'autre est de 7 ou 7,6 avec le pyrogallol 
comme substrat utilisant soit l'extrait brut et partiellement purifié par le sulfate d'ammonium 
soit par précipitation par l'acétone. Il est remarquable que l'activité enzymatique soit 
maximale au voisinage de la neutralité. Il s'est avéré aussi que le pH optimal de l'enzyme 
dépend du degré de pureté de l'enzyme et du substrat phénolique. La PPO peut catalyser les 
mono-, di- et les triphénols avec une préférence variable. En terme d'efficacité catalytique 
(Vtiax/Km), le catéchol représente le meilleur substrat pour l'enzyme. Les paramètres 
cinétiques de l'enzyme d'extrait brut sont: V n ax = 78,6 (U.E/min.mI), Km = 1,4 mM et K = 
249,82 mM pour le pyrogallol et V,, = 168,72 (U.E/min.ml ), K1  =0,40 MM et K = 269,83 
mM pour le catéchol. La vitesse initiale d'oxydation du pyrogallol dépend de la concentration 
d'enzyme. De même, l'activité de l'enzyme augmente en fonction de la température entre 25 
et 50°C). L'énergie d'activation de la réaction d'oxydation du pyrogallol est de 22 0/mol. 

L'étude de la stabilité thermique montre que la PPO est une enzyme qui n'est pas 
thermostable. Son activité diminue lorsqu'elle est incubée pendant 30 min aux températures 
supérieures à 35°C. 

L'effet de la nature du solvant du milieu réactionnel sur la cinétique d'oxydation du 
catéchol par la PPO a été étudié. Il a été observé que l'enzyme peut fonctionner dans des 
milieux organiques et que son activité enzymatique en milieu organique est nettement 
inférieure par rapport aux milieux aqueux. La présence de 14% d'eau dans le milieu 
réactionnel suffit pour activer l'enzyme à 50%. 

L'inhibition de la PPO a été étudiée avec des inhibiteurs comme l'acide benzoïque, 
l'azide de sodium, la L-cystéine et le fluorure de sodium. Une inhibition de type compétitive a 

-  été obtenue avec l'acide benzoïque et l'azide de sodium. Une inhibition de type mixte a été 
obtenue avec la L-cystéine et le fluorure de sodium. L'acide benzoïque et la L-cystéine sont 
les inhibiteurs les plus efficaces. 

Le dosage des composés phénoliques par la PPO faite par un système à fibre optique 
(DEL470  ) réalisé dans notre laboratoire c'est avéré plus sensible et reproductible dans la 
gamme des concentrations du catéchol étudiées par rapport à la mesure traditionnelle par 
spectrophotométrie (UV/Vis) à 470 nm et dans les mêmes conditions. L'étude comparative 
entre notre système optique et celui spectrophotomètre Jenway 6405 (UV/Visible), montre 
que les valeurs obtenues sont très rapprochées. 

Mots clés : Champignon de Paris, Agaricus hisporus, Polyphéno! oxydase, Isolation, 
caractérisation, biocapteur, fibre optique, DEL, Phototransistor, composés phénoliques. 
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ABSTRACT 

In this study the polyphenol oxidase (PPO; E.C: 1.14.18.1), was firstly extracted in 
aqueous mediums from acetone powder of the mushroom (Agaricus bisporus).The crude 
extract of enzyme is then partially purified trough acetone and (NIH) 2 SO4  precipitation. We 
observed that the différent enzyme extracts crude and partially purified exhibit both activity 
catecholase and cresolase measured spectrophotometrically at 420 and 475 nm usina 
pyrogallol and L-tyrosine as substrate respectively. At the final step of the purification, 2-fold 
purification was achieved for the two activities. The deshydrogenase enzymatic activity was 
189,3 and 3,35 U.E/ml for the hydroxylase activity (30°C, pH 7 phosphate buffer 0,1 M). The 
extracts of the enzymes were relatively stable when they are stored at -15°C during 44 days. 
A much lower laccase activity was observed who represents only 0,22% of the total activity 
polyphenol oxydase. 

The effects of the pH, temperature, substrate specificity, concentration of the substrate 
and enzyme, were investigated. Two optimal pH values for the various extracts of enzymes 
were found, one is 5,3 and the other is 7 for both crud extract and partially purified enzyme 
with ammonium suiphate at 60 % or 7,6 for the enzyme extract purified with accorte with 
pyrogallol as substrate and it is remarkable that the enzymatic activity is maximum near the 
neutrality. it also proved that the optimal pH of the enzyme depends on the purity of the 
enzyme and the phenolic substrate used. The PPO can catalyse the mono-, di- and triphenols 
with a preference of the substrate. According tO Vmax/Kni, the catechol was the best substrate 
followed hy pyrogallol. The kinetic parameters of the enzyme crude extract where found at 
pH 7 and 25°C are : = 78,6 (U.E/min.ml ), K. = 1,4 mM and K5 = 249,82 MM for 
pyrogallol and Vmax = 168,72 (U.E/min.ml ), Km = 0,40 mM and K 5  = 269,83 mM for the 
catechol. The initial rate of the pyrogallol oxidation was affected by the concentration of 
enzyme. In the same way, the activity of the enzyme increases with the increase of the 
temperature between 25 and 50°C. The activation energie (Ea) for the pyrogallol enzymatic 
oxidat ion was 22 kJ/mol. 

The study of the thermal stability shows that the PPO is flot a very heat stable enzyme 
and that its activity decreases when it is incubated during 30 min at the temperatures higher 
than 35°C. 

The effect of the nature of solvent of the reactional medium on the kinetics oxidation 
of the catechol by the PPO was studied. It was observed that the enzyme can function in 
organic mediums and that its activity in organic medium is significantly lower than in an 
aqueous medium. The presence of water at 14 1/o in the reaction medium was sufficient for 
activate the enzyme at 50%. 

The inhibition ofPPO was studied with inhibitors such as benzoic acid, sodium azide, 
L-cysteine and fluoride sodium. A competitive-type was obtained with the benzoic acid and 

- 

	

	. sodium azide. A mixed-type was obtained with the L-cysteine and fluoride of sodium. 
Benzoic acid and the L-cysteine are the most effective inhibitors for mushroom PPO. 

The monitoring of the phenolic compounds with the PPO made by an optical fibre 
system (LED470  ) realized in our laboratory, it was shown more sensitive and reproducible 
in the range of the studied concentrations of the càtechol than that the traditional measurement 
by spectrophotometry (UV/Vis) at 470 nm and under the same conditions. The comparative 

- 

	

	study between our optical system and that spectrophotometer Jenway 6405 (UV/Visible), 
shows that the values obtained are very brought doser. 

Keywords: Mushroom, Agaricus bisporus, Polyphenol oxydase, extraction, characterization, 
biosensor, optical fibre, DEL. Phototransistor, phenolic compounds. 
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Introduction 

De nos jours, les composés phénoliques tel que le phénol, le catéchol et leur 

dérivés., même s'ils sont reconnus toxiques leur détermination est d'une grande 

importance car très utilisé pour la fabrication des produits chimiques, et sont utilisés 

en chimie alimentaire et environnementale et même en neurochimie [196, 214, 221, 

314, 315, 316]. Plusieurs procédés sont développés pour la détermination de ces 

composés. Les plus importantes parmi eux les techniques chromatographiques, 

fluorimétriques et spectrophotométriques [196, 314, 315, 318]. 

Même si ils sont intéressants, ces procédés sont actuellement remplacés par 

les biocapteurs optiques à polyphénol oxydase (PPO) également appelée tyrosinase 

[314]. Ces dernières méthodes ont l'avantage d'être facile à mettre en oeuvre, simple 

d'exécution est rapide et efficace pour l'analyse, et en plus sont peu coûteuses [205, 

214, 316]. 

La polyphénol oxydase est une métalloenzyme à cuivre largement répondue 

dans la nature. Une fois purifiée à partir des différentes sources biologiques elle 

possède la même structure et des caractéristiques fonctionnelles semblable [277]. 

Dans notre étude la PPO a été obtenue à partir d'Agaricus hi.sporiis qui est 

considéré comme source naturelle majeure de cette enzyme [96, 133, 199, 291]. La 

PPO peut agir sur une large gamme de substrats phénoliques qui sont abondants dans 

la nature [317]. Elle catalyse deux réactions bien distinctes : l'hydroxy!ation des 

monophénols en o-diphénols appelée activité crésolase et l'oxydation des o-diphénols 

en o-quinones désignée sous le nom d'activité catécholase, avec consomation de 

l'oxygène moléculaire [69, 214]. 

Dans notre étude nous nous sommes intéressés à cette enzyme particulièrement 

pour son extraction et sa purification. Les extraits bruts et partiellement purifiées 

obtenus par la méthode décrite par Dawson et Magee [109] sont utilisés pour: 

• La détermination de l'activité catécholase et crésolase des extraits 

enzymatiques brut et partiellement purifiés, 

• 	L'étude de la stabilité de l'activité catécholase des extraits bruts et 

partiellement purifiées pendant leur stockage à -15°C; 

• La recherche de présence de laccase; 

• L'étude de l'effet du pH, température, concentration de l'enzyme et du 

substrat sur l'activité catécholase. 

• La détermination des paramètres cinétiques de l'enzyme (Vmax, Km et 

Kg); 

• L'étude de la spécificité du substrat; 
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• L'étude de la stabilité thermique de l'activité cacécholase de l'enzyme, 

• L'étude cinétique de l'oxydation du catéchol par la PPO en milieu 

aqueux et organique; 

• L'étude de l'effet inhibiteur de l'acide benzoïque, l'azide de sodium, 

la L- cystéine et du fluorure de sodium sur l'activité catécholase; 

Enfin, nous avons tenté la réalisation d'un système à fibre optique émettant â 

470 nm pour la détermination comparative par rapport au système classique de la 

détermination du dosage des composés phénoliques et de l'activité enzymatique par 
spectrophotométrie UV/Vis. 
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1. Historiciue et perspectives: 

Les polyphénols oxydases ont été détectés d'abord dans le champignon il y a plus d'un 

siècle [1]. 

Les premières recherches sur le brunissement enzymatique ont identifié deux types 

d'activités désignées par tyrosinase et laccase. Le premier à rapporter la formation d'un 

pigment bleu par un extrait de champignon, Boletus h,c?ferus, était Schoenbein en 1856 [18]. 

Polyphénol oxydase a été découverte la première fois en 1856 par Schoenbein dans le 

champignon. Il a noté que quelque chose dans le champignon a catalysé l'oxydation en 

aérobie de certains composés dans les plantes [123, 200]. 

La première étude sérieuse de cette enzyme a suivi la production à grande échelle de la 

tyrosinase de pomme de terre par Kubowitz (1938). C'était la première enzyme purifiée par 

chromatographie d'affinité [233]. 

La tyrosinase était également la première enzyme connue pour son aptitude à 

catalyser l'incorporation de l'oxygène moléculaire à une molécule organique (phénolique), et 

elle fournit un exemple de ce qui s'appelle maintenant « inactivation suicide», mais qui s'est 

à l'origine nommé inactivation de réaction. Des recherches considérables ont été publiées sur 

l'enzyme depuis lors [18, 34, 114, 116, 127, 145, 227]. 

Depuis sa découverte, la polyphénol oxydase a été le sujet de recherches intensives. 

Ces recherches ont portés d'une part sur la nature physique et chimique de l'enzyme elle-

même et d'autre part sur le rôle de l'enzyme dans la respiration des végétaux inférieurs et 

supérieures [125]. 

Bien que la tyrosinase d'Agaricus bisporus ait été découverte et purifiée il y'a bien 

longtemps [200, 234], c'est tout récemment qu'une image claire de l'enzyme a commencé à 

émerger [199]. 

n 
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H. Définition, classification et nomenclature de la nolyDhénol oxydase: 

11.1- Définition: 

Le terme tyrosinase est habituellement adopté pour les enzymes animales et humaines, 

et se rapporte au substrat 'typique', tyrosine qui était le premier substrat expérimental. La 

ployphénol oxydase est peut-être la dénomination générale la plus appropriée, et sera 

employée sous l'acronyme PPO dans ce présent travail [63, 109]. 

L'enzyme responsable du brunissement des champignons est la tyrosinase (EC 

.14.18. 1), une polyphénol oxydase (PPO) [214]. 

La tyrosinase (EC 1.14.18.1), également connue sous le nom de polyphénol oxydase 

(PPO), est une oxygénase aussi bien qu'une oxydase [53] à fonctions mixtes contenant une 

paire de cuivre, qui est le site d'interaction avec l'oxygène et le substrat phénolique. Ce type 

de site actif à cuivre, désigné sous le nom de 'cuivre type 3 1, est trouvé également dans 

l'hémocyanine, la laccase, l'ascorbate oxydase et la céruloplastnine [124, 207, 235]. 11 est 

largement distribué dans les microorganismes, animaux et plantes [154, 2561. De loin 

l'oxygénase multi-cuivre le mieux étudiée est la tyrosinase [81]. La tyrosinase est connue 

pour fonctionner comme monophénolase et comme o-diphénolase [75, 153]. Elle est 

d'importance centrale dans des processus tels que la pigmentation des vertébrés et le 

brunissement des fruits et des légumes [108]. 

11.2- Nomenclature: 

Les groupes des polyphénols oxydases comprennent essentiellement deux types 

d'enzymes, 0-diphénol oxydase (catéchol oxydase, tyrosinases, phénolase, polyphénol 

oxydase (PPO) et p-diphénoloxydase ou laccase. Les deux types d'enzyme sont phénol-

oxygène oxydoréductases [124]. 

Des noms différents ont été associés à la polyphénol oxydase dont la tyrosinase, 

crésolase, catécholase, diphénolase, phénolase, phénol oxydase, 0-diphénol oxydase et acide 

chlorogénique oxydase. De ces derniers, c'est la polyphénol oxydase qui reflète généralement 

la capacité de cette enzyme d'utiliser différents composés phénoliques comme substrats. 

Ainsi, les phénols ou catéchols peuvent être des substrats pour l'enzyme, et les produits de 

- -t - 
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De nos jours, on accepte généralement que la polyphénol oxydase (PPO: 

monophénol, dihydroxy-L-phenylalanine: oxygène oxydoréductase; EC 1.14.18.1) est 

l'enzyme qui catalyse deux réactions différentes en présence d'oxygène moléculaire: 

l'hydroxylation des monophénols en o-diphénols (activité monophénolase, crésolase ou 

hydroxylase) et l'oxydation des o-diphénols aux o-quinones (activité diphénolase, catécholase 

ou oxydase) (figure 1) [207, 222, 225, 240]. 

	

Crésolase 	 Catécholase 
OH (Polyphénol oxydase) OH 	 (Polvphénol oxydase) o 

	

p202 	

OH 	1202  

Polymère 
complexe 

R 	

Réaction (1) 	
R 	

20 	R 
Réaction (2) 	 brun 

Figure 1: schéma de la réaction catalysées par la tyrosinase . les deux activités crésolase et 

catécholase sont représentées [69, 181]. 

HI. Occurrence et localisation 

111.1- Occurrence: 

Les champignons communs colorés en blanc (Agariciis bi.sporzis) sont généralement 

reconnus comme étant la source naturelle majeure de tyrosinase [96J La tyrosinase est 

présente dans la tige, la peau du chapeau, le tissu d'ouïe, et la chair du chapeau [3]. 

Agaricus bi.s'porus a été employé fréquemment comme source de tyrosinase [4]. Cette 

enzyme a été utilisée dans la majorité des études biocatalytiques, puisqu'elle est aisément 

obtenue en quantité relativement grande [69]. 

La tyrosinase est largement distribuée dans la nature, et trouvée dans une variété 

d'organismes vivants y compris les procaryotes, les végétaux supérieurs, les arthropodes, les 

insectes, les amphibiens, les mammifères et peut aussi être trouvée dans les mycètes 
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(particulièrement ceux qui produisent des filaments bruns) [4, 95, 69, 123].La polyphénol 

oxydase (PPO) est probablement présente dans toutes les plantes [140]. 

Un certain nombre de microorganismes se sont avérés produire la polyphénol oxydase 

[69]. Les premières tyrosinases bactériennes ont été purifiées à partir d'extraits de cellulaires 

de Streptomyces nigrifaciens et Streptomyces glaucescens. 

Les tyrosnases ont été également trouvés dans certaines bactéries gram négatives 

[165]. Les meilleures préparations caractérisées sont issues de Streptomyces glaucescens et 

des mycètes Neurospora crassa et Agaricus bi.sporus [81]. 

Beaucoup de chercheurs sont intéressés par les PPO isolées à partir de diverse sources 

telles que la banane [21, 59, 97, 144, 179] , le tubercule de pomme de terre [55, 85, 117, 137, 

225, 226], les épinards [115], l'artichaut [20] , les champignons [2, 68, 101, 107, 159, 223], 

la poire [71], le coing [79], la pêche [44], l'abricot [103], les feuilles de tabac [10]. 

Etant facilement mise en évidence, elle a été parmi les premières enzymes étudiées 

[19]. Cependant, elle n'est nullement ubiquitaire et dans certains cas elle n'est pas discernable 

en raison des inhibiteurs endogènes, ou parce qu'elle est seulement présente sous une forme 

latente [184]. Les polyphénols oxydases sont ainsi activées par des enzymes protéolytiques, 

lipides ou des agents surfactants qui sont habituellement dénaturant. Dans la plupart des cas, 

les enzymes trouvées possèdent plus d'une forme active, et beaucoup sont polymériques [69]. 

La teneur en PPO de différentes plantes change considérablement avec l'espèce ou le 

cultivar. Parmi un grand nombre de fruits et de légumes, les olives se sont avérées avoir 

l'activité PPO la plus élevée (particulièrement sur le substrat catéchol) avec une légère activité 

laccase [I]. 

111.2- Localisation: 

Dans Agariciis bisporus, Lindeberg [238] a signalé que la laccase et la tyrosinase 

étaient caractéristiques du mycélium et du sporophore, respectivement. Ces résultats ont été 

encore confirmés par Turner [236, 237] qui a prouvé que la laccase prédomine en grande 

partie pendant l'étape végétative du développement tandis que la tyrosinase est exprimée 

- 7_ 
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durant toute la croissance du sporophore. De même, Yamaguchi et al [201] ont détecté 

l'activité tyrosinase durant tout le développement du champignon. 

Yamaguchi et al. [201] ont constaté que l'activité tyrosinase est produite dans le 

chapeau (chair, peau et ouïes) et dans le pied. Ce dernier contient deux fois plus d'activité par 

gramme de matière fraîche que le chapeau; presque toute l'enzyme (95%) est à l'état latent 

[235]. 

On pense que les polyphénols oxydases sont principalement liées aux membranes des 

thylacoïdes dans les chloroplastes des plantes supérieures, elles peuvent également être 

situées dans les vésicules, liées aux membranes mitochondriales ou bien librement solubles 

dans le cytoplasme. La localisation intracellulaire de la tyrosinase de champignon encore n'a 

pas encore été certainement établie avec certitude [199]. 

La localisation subcellulaire de la polyphénol oxydase n'est pas clairement comprise. 

Tandis qu'on pense que généralement c'est une enzyme soluble, il y a de nombreux rapports 

associant l'activité polyphénol oxydase aux mitochondries et aux chloroplastes [74]. La 

tyrosinase dAgariciis bisporus est une enzyme cytosolique soluble [181]. 

La phénol oxydase été considérée comme une enzyme soluble parce que c'est une 

enzyme qui est aisément obtenue-en solution. La phénol oxydase se trouve dans la cellule en 

association avec des inclusions cytoplasmiques [125]. 

Bonner [290] a prouvé que la phénol oxydase est présente dans les fractions 

mitochondriales obtenues à partir du champignon. 

Le fait que la phénol oxydase soit liée aux inclusions cytoplasmiques pourrait 

expliquer les résultats de Keilin et Mann [234] montrant que le rendement en enzyme soluble 

augmentait considérablement lorsqu'en maintenait le champignon quelques heures dans une 

solution aqueuse. Vraisemblablement, le plus grand rendement en enzyme a résulté de la 

rupture des particules cytoplasmiques et d'une libération conséquente d'enzyme dans la 

solution [125]. 



Chez les mycètes, la polyphénol oxydase est soluble dans le cytosol et non liée à la 

membrane des organelles [124]. Chez les mammifères, des tyrosinases sont trouvées dans les 

mélanocytes de la rétine et de la peau [165]. 

La tyrosinase a été localisée dans des 'vésicules de tyrosinase' liées aux parois des 

cellules et peut-être dans des régions des parois cellulaires contenant aussi bien la mélanine 

amorphe. Puisque le dépôt de mélanine dans les champignons a lieu dans des sites 

extracellulaires, la tyrosinase peut jouer un rôle clé dans le développement des constituants 

fongiques de la paroi des cellules [146]. 

D'autres suggèrent que la polyphénol oxydase est seulement une enzyme plastidiale. 

-- 	Cependant la polyphénol oxydase, existe apparemment sous forme libre dans le cytoplasme 

dans les tissus sénescents de la dégénération ou tels que le fruit en maturation [27]. 

La PPO 	est une enzyme intracellulaire rapporté pour être localisé dans les 

chloroplastes, mitochondrie, microsomes, peroxisomes, et le plasma cellulaire [18, 19]. 

La localisation de l'enzyme dans la cellule végétale dépend de l'espèce, de l'âge, et - 

- 	dans les fruits ou les légumes- de la maturité. Dans les feuilles vertes, une partie considérable 

d'activité PPO est localisée dans les chloroplastes. 

La distribution de la PPO dans les différentes parties des fruits et légumes peut être 

considérablement inégale et le rapport de l'enzyme liée sur l'enzyme soluble change avec la 

maturité [1]. 

Le niveau de PPO dans les plantes dépend de l'espèce, du cultivar, de la maturité et de 

l'âge. L'activité PPO est très basse dans les jeunes plantes, souvent indétectable. 

Le niveau des formes solubles de PPO augmente avec le début de la sénescence des 

plantes, et du vieillissement des champignons et aussi après une blessure [18, 191. 
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En outre, l'activité enzymatique change pendant le développement du fruit, la 

maturation et le stockage et peut chuter jusqu'à des niveaux négligeables dans certains cas 

[124]. 

VI. Rôles biologiques, importance de la polyphénol oxydase dans les fruits et végétaux et 

dans leurs produits: 

On a proposé une variété d'hypothèse au sujet de la fonction de la polyphénol oxydase 

depuis la première identification de son activité en 1895 [112, 133]. Depuis, cette enzyme 

reste une énigme physiologique [27]. 

La fonction de la tyrosinase dans les plantes et dans les mycètes n'est pas encore 

comprise [98, 124, 181]. 

Cependant, il est difficile de déterminer exactement l'activité quantitative de la 

tyrosinase liée à différents tissus en raison des formes latentes et actives de cette enzyme, de 

la difficulté à déterminer la teneur en protéines, et de la composition différente en isoformes à 

différentes étapes du développement [146]. 

VI-1. Rôles biologiques: 

La PPO interviendrait dans: 

des mécanismes de défense des plantes supérieures, des mécanismes d'attaque chez 

les mycètes, la formation de pigments, de tampon pour l'oxygène ou de piège de radicaux 

libres et dans la phosphorylation pseudocyclique dans le chloroplaste [98, 124]. 

Les fonctions les plus vraisemblables sont 

- La polyphénol oxydase pourrait être impliquée dans la photosynthèse, en agissant en 

tant que tampon d'oxygène des plastides ou de piège ou via des effets sur la 'Réaction de 

Mehler' (phosphorylation pseudocyclique), un système non cyclique de transport d'électrons 

impliquant l'oxygène au lieu de NADW comme accepteur terminal [18, 118, 133]. La PPO 

participe à la chaîne respiratoire des plantes supérieures en tant qu'oxydase terminale; 

cependant, l'importance de ce rôle a été remise en cause [1]. 

-10- 
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La réaction suivante illustre le tamponnage possible de 1'02 [27]: 

IPO 

Diphénol + 02 4 	1  Diquinone + H20 

- L'enzyme participe à la résistance des plantes contre les insectes et les 

microorganismes et, probablement, au climat défavorable. Une explication simplifiée et 

approximative du rôle de la polyphénol oxydase dans la résistance des plantes aux infections 

est que les quinones formées par l'action de l'enzyme subissent des réactions secondaires de 

polymérisation produisant des polymères foncés et insolubles. Les tissus imbibés des ces 

polymères agissent en tant que barrières contre la propagation des infections [1]. La mélanine 

et les quinones sont d'ailleurs avérées bactériostatiques [18]. 

- L'activité tyrosinase a été également trouvée dans les plantes et joue des rôles 

importants dans le métabolisme végétal, y compris dans le système respiratoire, le 

métabolisme intermédiaire, le potentiel d'oxydation-réduction, et par des effets antibiotiques 

le système curatif des blessures [46]. 

- Chez les insectes, la tyrosinase est impliquée dans la sclérotisation de l'exosquelette 

et dans la protection contre d'autres organismes par leur encapsulation dans la mélanine. 

- Chez les mammifères, elle est responsable de la pigmentation de peau et il ne peut y 

avoir aucun doute sur le fait que la tyrosinase soit la seule enzyme est absolument essentielle 

à la synthèse de biomélanine. Dans la plupart des fruits et légumes, la tyrosinase est 

responsable du brunissement enzymatique, suivant la meurtrissure, coupure ou autre 

dommage des tissues [108, 123, 161, 181]. 

- La tyrosinase signale par une diminution de son activité, que le fruit a atteint une 

- 	 étape de maturité de sorte que les graines puissent être distribuées, et que la saveur s'affine 

[124]. 

- La tyrosinase peut induire des modifications anti-nutritive des protéines végétales 

- 	 pour en faire des antinutritionnels décourageant les herbivores ou les microbes pathogènes 

[133]. 
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de vue qualité du produit. La nature précise de ces composés phénoliques, qui sont 

- 	 significatifs pour la couleur et la saveur, est déterminée par la présence et la quantité de la 

PPO dans les feuilles de thé [46, 124]. 

Relativement à l'enzyme polyphénol oxydase, les technologies alimentaires sont 

principalement concernées par le phénomène du brunissement enzymatique [1]. 

Cet effet de brunissement est indésirable, cependant l'activité de la tyrosinase est 

nécessaire dans d'autres cas (par exemple raisins secs, cacao) où elle induit des propriétés 

- 	organoleptiques recherchées [18 I J. 

V. Extraction et purification de la polyphénol oxydase: 

Avant d'essayer d'extraire une enzyme à partir d'un organisme, quelques 

considérations préliminaires devraient être faites. Pour une entreprise commerciale la 

condition la plus importante est d'employer une source qui permette l'extraction d'une grande 

quantité de l'enzyme appropriée et par un procédé commode. 'Fout d'abord, il est essentiel de 

connaître la localisation de l'enzyme dans la cellule; et si l'enzyme est présente sous forme 

soluble ou liée à une membrane [28]. 

Le premier compte rendu d'isolement et de caractérisation de la tyrosinase, l'agent 

causal de la coloration brune d'Agariczis bisporus, date d'il y a quelques décennies [166]. 

Cette enzyme a été la première fois préparée presque simultanément par Kubowitz (1938) à 

partir des pommes de terre et par Keilin et Mann (1938) à partir d' A. bisporus et 

partiellement purifiée par précipitation [199]. 

Plusieurs méthodes de purification de la polyphénol oxydase de champignon ont été 

développées, parmi ces méthodes rencontrées dans la littérature, les plus largement utilisées et 

- 	qui donnent de bon rendement d'activité enzymatique sont celles de : Dawson et Magee 

[109], Frieden et Ottesen [101]. Bouchilloux et al [11], Nelson et Mason [282], Atlow et ai 

-. 	[2831, Papa et al [107], Fan et Flurkey [146]. 
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V.!- Extraction: 

Trois problèmes doivent être traités avant d'extraire la polyphénol oxydase à partir du 

matériel végétal : (1) latence, (2) la solubilisation de l'activité liée à la cellule, et (3) la 

prévention de l'oxydation enzymatique des phénols endogènes et par conséquent les produits 

se polymérisent et se précipitent, sur la protéine enzymatique [1]. 

La latence est un problème mineur avec la polyphénol oxydase végétale, comme dans 

la plupart des espèces l'enzyme est présente sous la forme active.. 

Pour les tyrosinases liées la solubilisation est généralement faite avec des détergents tels que 

le Tween-80 ou le Triton Xl00®.  La tyrosinase de chloroplaste est libérée par un traitement 

avec les détergents non ioniques, le détergent cationique Cetavlon , un milieu hypotonique, 

ou lors d'une sonication [1. 1141. 

L'extraction détersive des tissus augmente substantiellement le niveau de l'activité 

polyphénol oxydase [123]. 

La solubilisation, est habituellement réalisée après préparation de poudre d'acétone ou 

l'extraction avec des détergents et d'autres agents. Il en résulte incontestablement une 

modification de la structure de l'enzyme et de ses propriétés [1, 19]. 

Les plus grandes difficultés à surmonter dans l'obtention d'une préparation soluble 

polyphénol oxydase consistent dans la prévention de l'oxydation enzymatique des phénols et 

formation de pigments pendant le broyage de la matière végétale et l'extraction de l'enzyme. 

Les colorants pourraient précipiter sur la protéine enzymatique et rendre cette dernière 

insoluble; d'ailleurs, l'inactivation irréversible de la réaction de l'enzyme pourrait avoir lieu 

[1]. 

Les réactions de tannage, ayant lieu pendant l'isolement de l'enzyme, ont comme 

conséquence la modification de ses propriétés [19]. 

Pour réduire au minimum ces risques, toutes les étapes d'extraction devraient être 

effectuées à basse température, probablement à -20°C voire -30°C; en tout cas à des 

- 	 températures inférieures à 0°C [1, 18]. 
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Le morcellement et l'homogénéisation sont souvent faits dans l'azote liquide ou dans 

l'azote atmosphérique pour réduire le plus possible les interactions protéine- phénol. Dans 

-,  certains cas, la congélation rapide et la lyophilisation du matériel sont recommandées comme 

premières étapes de l'extraction de l'enzyme. La précipitation par l'acétone suivie de 

l'extraction par un tampon, est l'une des méthodes le plus souvent appliquées. Parfois 

l'extraction avec un tampon approprié précède l'étape de précipitation par l'acétone. La 

précipitation d'acétone ne produit pas d'artefacts. Une grande variété de tampons est 

employée pour l'extraction, et les valeurs du pH, qui changent avec la source d'enzyme, sont, 

en général, ajustées pour assurer un milieu légèrement alcalin. Le pH du tampon pourrait 

affecter la forme enzymatique obtenue. Afin de protéger le produit d'extraction contre 

l'oxydation enzymatique des polyphénols, des agents réducteurs ou des coupleurs de 

quinones. aussi bien que des inhibiteurs réversibles d'enzymes, ce sont incorporés dans le 

milieu. L'acide ascorbique, la cystéine, le métabisulfite de sodium, le DIECA, ou le 

saccharose, et parfois des mélanges de certains de ces composés, ont été employés [I]. 

L'élimination des composés phénoliques endogènes des extraits de plantes s'est avérée 

réduire la formation des quinones, des pigments et des mélanines indésirables dans l'extrait de 

polyphénol oxydase. Ceci peut être effectuée par l'addition dans l'extrait d'adsorbants des 

composés phénoliques tels que les résines échangeuses d'ions et le polyvinylpolypyrrolidone 

(PVPP). Nous avons constaté que ce procédé change les caractéristiques cinétiques de la 

polyphênol oxydase de champignon dans le milieu organique, dans une certaine mesure, mais 

il n'affecte pas les produits de réaction dans les milieux aqueux ou organiques [69]. 

Un moyen très efficace de prévention contre l'oxydation et la polymérisation des 

phénols pendant l'extraction de l'enzyme est leur élimination par fixation à un polymere 

insoluble. Les pièges à phénol le souvent utilisés pendant l'extraction sont la 

polyvinyl pyrrol idone (PVP), les résines échangeuses d'ions en raison de leurs capacités 

fixatrices des composés phénoliques. Elles sont utilisées pendant la séparation des fractions 

subcellulaires et dans les étapes initiales de purification de l'enzyme [18, 71, 124]. 

En même temps la PVP est un inhibiteur partiellement compétitif de la polyphénol 

oxydase [1, 18]. 
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Le polyéthylène glycol (PEG) est parfois préféré, peut-être parce que sa solubilité dans 

l'acétone présente certains avantages pour l'obtention d'une préparation enzymatique brute. 

Malheureusement, le déplacement de ces phénols par des résines d'échange ionique ou 

d'autres composés se liant aux phénols [289] peut avoir comme conséquence la perte de 

quelques isoformes [288]. Ainsi, le séchage par l'acétone, souvent appliqué comme première 

étape d'extraction d'enzymes, est, en même temps, un moyen puissant d'élimination des 

phénols, particulièrement quand ils contiennent environ 20% d'eau. Le déplacement des 

substances pectiques des tissus de fruit peut être réalisé par précipitation par l'acétone ou 

l'acétate de calcium [1]. - 

L'isolement de la polyphénol oxydase peut être entravé en présence des enzymes 

protéolytiques endogènes qui pourraient produire des formes multiples artéfactuelles et 

interconvertible de l'enzyme. Cela a été mis en évidence lorsque l'utilisation des inhibiteurs 

* de protéases (fluoride et de phénylméthylsulfonyl Trasylol) a conduit à la diminution du 

nombre des formes d'isoenzymes obtenues lors de la purification de la polyphénol oxydase de 

pêche et de date [18, 124]. 

V.2- Purification: 

Afin d'atteindre une meilleure connaissance de structure et de la fonction de l'enzyme, 

une enzyme purifiée est indispensable [117]. 

Un inconvénient important pour l'étude de la tyrosinase est que l'enzyme est 

normalement relativement peu présente [114]. La purification de cette enzyme s'est avérée 

être une tâche très difficile [48, 229]. 

Beaucoup de méthodes de purification de la polyphénol oxydase ont été développées 

-- 	 [10,69]. 

Néanmoins, seulement quelques PPO ont été 	purifiées jusqu'à un degré 

d'homogénéité apparente. Les procédures publiées sur la purification de la PPO sont 

différentes selon la source de l'enzyme et le degré de pureté atteint [18]. 

Pour la purification des extraits de préparations brutes de polyphénol oxydase, on a 

décrit plusieurs méthodes qui changent selon la source d'enzymes et le degré de pureté à 
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atteindre. Le plus souvent la précipitation avec du sulfate d'ammonium à saturation différente 

- suivi d'une dialyse ou d'une chromatographie sur Sephadex G-25, chromatographie sur gel de 

Sephadex G-100 ou G-200, et la chromatographie d'échange ionique sur échangeurs d'anions 

le DEAE-cellulose ou le DEAE-Sephadex sont appliqués, ou des combinaisons de certaines 

de ces méthodes, avec des étapes intermédiaires de dialyse ou de chromatographie sur 

Sephadex G-25 pour enlever les impuretés de faible poids moléculaire. L'ordre des opérations 

est interchangeable. Le DEAE-cellulose s'avère être un échangeur d'ion très utilisé pour la 

purification d'une variété de polyphénol oxydase. Dans certains cas, une étape de purification 

est appliquée à plusieurs reprises; par exemple, un procédé de purification de la polyphénol 

oxydase de champignon a été rapporté avec deux étapes de précipitations par du (NH 4)2SO4, 

précédant et suivant, respectivement, la chromatographie sur DEAE-cellulose. L'adsorption 

sur le gel de phosphate de calcium, suivi d'une chromatographie d'adsorption sur 

l'hvdroxvlapatite, a été appliquée à la polyphénol oxydase de champignon [1,18, 19]. 

La chromatographie d'affinité a été introduite pour la première fois par Lerman en 

1953 pour purifier la polyphénol oxydase de champignon, bien qu'il soit difficile de conclure 

si la véritable chromatographie d'affinité était impliquée. 

Puisque tous les substrats de la tyrosinase possèdent un noyau aromatique, il est 

possible que le site actif ait un caractère hydrophobe. Certainement la tyrosinase se lie bien à 

un support hydrophobe, tel que le phényl-sépharose, à concentration ionique élevée. Elle est 

éluée par une faible concentration ionique avec un excellent rendement [85, 114]. 

La séparation des enzymes par électrophorèse est maintenant un procédé standard 

[118]. 

VI. Architecture moléculaire globale : 

Les tyrosinases de la plupart des sources biologiques sont présentes dans différentes 

formes moléculaires qui ont des caractéristiques structurales et fonctionnelles semblables 

[143]. Le nombre de ces formes dépend de la source d'enzyme et des méthodes appliquées 

pour l'extraire et la séparer. Une partie des formes moléculaires résulte de phénomènes 

d'association-dissociation. Ces phénomènes ont été attribués (1) à l'association selon divers 

degrés de polymérisation de Sous-unités semblables; (2) à diverses combinaisons de sous- 
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unités différentes; (3) au changement de conformation d'une protéine simple; ou (4) à la 

- 	combinaisons des trois possibilités mentionnées [11. 

V1.1- Structure quaternaire et poids moléculaire de la polyphénol oxydase: 

La tyrosinase native d'Agaricus bLsporzls est une enzyme oligomérique de 569 acides 

aminés, de forme globulaire et dont la structure quaternaire est composée de deux sous-unités 

non identiques, de deux chaînes lourdes H avec une masse moléculaire d'environ 43-48 kDa 

qui contiennent les sites catalytiques et deux chaînes polypeptidiques légères L de 13.4-14 

kDa . qui diffèrent par leur composition en acides aminés, formant ainsi une structure 

tétramérique de la forme H2L 2  ayant un poids moléculaire apparent de 128-133 kDa 

possédant 4 atomes de Cu groupés par paires. La fonction de la sous-unité L demeure 

inconnue. Ces sous-unités pourraient contribuer à la stabilité ou à l'activité de la préparation 

d'enzyme. En solution aqueuse, la forme prédominante (120 kDa) a la structure H 2L2, alors 

que la forme active de l'enzyme (montrant l'activité crésolase et catécholase) a la composition 

en Sous-unités L 2H. Le poids moléculaire de la sous-unité de base de la polyphénol oxydase 

des plantes et d'autres sources s'étend entre 30 et 45 kDa [14, 18, 23, 32, 50, 81, 94, 114, 123, 

146, 160, 171, 181, 199]. 

Selon Wichers et ai. [92] les sous-unités isolées H et L ne posséderaient aucune 

activité enzymatique. 

D'autres polyphénols oxydases des bactéries, des mycètes, de plantes supérieures ou 

des animaux contiennent seulement un type de sous-unité. Elles sont souvent monomériques. 

Ces enzymes sont entièrement en activité dans l'état monomérique. Dans 1' A. bisporus, la 

sous-unité H qui est responsable des activités catalytiques peut être comparée à la sous-unité 

unique d'autres tyrosinases [114, 199]. 
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VI.2-Formes protéiques multiples et isoenzymes: 

Dans beaucoup de cas, les préparations brutes ou partiellement purifiées montrent 

une multiplicité de formes [19, 72]. Ces formes peuvent différer par leur spécificité de 

substrat, leur pH optimum, leur stabilité thermique, et leur réponse aux inhibiteurs. Beaucoup 

d'études traitent des rapports d'activités de déshydrogénation et d'hydroxylation (catécholase: 

crésolase). En généra!, seulement une partie des formes multiples agit sur les monophénols. 

On a établi que l'activité d'hydroxylation est reliée à un degré plus élevé d'association et exige 

au moins quatre sous-unités. Cependant, au pH alcalin les formes prédominantes de masse 

moléculaire élevée perdent beaucoup de leur activité d'hydroylation, qui est moins stable 

dans ces conditions que l'activité d'oxydation des o-diphénols [1]. 

La tyrosinase d'Agaricus bisporus peut être fractionnée en trois isoformes, a, f3, et 'y, 

par chromatographie sur l'hydroxyapatite [11, 167]. On a rapporté que les isoformes de la 

tvrosinase d'Agaricus bisporus diffèrent les unes des autres par leurs sous-unités H. Deux 

genres de sous-unités nommées Ha (48000 daltons) et Hb (45000 daltons) ont été décrits. Les 

isoformes u et -y étant supposés être (Ha)2L2 et (Hb)2L2. respectivement. L'enzyme (u) 

possède une activité hydroxylase élevée et que l'enzyme ( -y) a une activité oxydase élevée 

[114, 199]. Les quatre isoenzymes actuellement identifiées, à savoir les formes, u. f3, 'y et 5, 

montrent des différences dans leurs rapports d'activités crésolase et catécholase [69]. 

- 	 Les isozymes peuvent exister en plusieurs états d'agrégation s'étendant du monomère à 

l'octamére ou plus, le tétramère étant généralement la forme prédominante [167]. 

En outre, une séquence d'opérations putative dans la maturation de la tyrosinase à 

partir d'une forme 'pro' de 67 kDa, par un intermédiaire(s) de 55 kDa en forme mûre de 43 

kDa. suggère une grande similitude par rapport à la maturation des tvrosinases des plantes 

supérieures [26, 133, 181]. 

Plusieurs isoformes de tyrosinase, différant dans leurs points isoélectriques, ont été 

identifié à partir d'A. bLsporzls. Gerritsen et al. [280] ont isolé un isoforme de tyrosinase de 

bas point isoélectrique (pl 4,5) qui était glycosylé. Deux isoformes de tyrosinase avec des 

valeurs de pI de 5.1 et de 5.2 ont été isolés par Wichers et al. [92] à partir d'A. bisporus. Ces 

deux derniers isoformes se sont composés d'une seule sous-unité de taille moléculaire de 43 
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kDa. Ces enzymes monomériques ont montré l'activités crésolase et catécholase liés à la 

tyrosinase [5, 130]. 

V1.3 Le site actif de la tyrosinase et sa structure: 

La tyrosinase (polyphénol oxydase) a été identifiée comme une vraie métalloenzyme 

[133, 199, 291]. Keilin et Mann [234] étaient les premiers à rapporter que la tyrosinase de 

champignon contient 0.2 - 0.3 % de cuivre de son poids de base. 

Le site actif de la tyrosinase de champignon contient deux atomes de cuivre liés 

étroitement à la protéine par au moins quatre résidus histidine [32, 186, 199, 208]. 

Les deux atomes de Cu sont très rapprochées avec une distance interatomique de 3,6 Â 

environ et se caractérisent par une forte interaction magnétique [1061.Chacun d'eux, CuA et 

CuB, est coordonné par trois nitrogènes venant des résidus histidines adjacents qui sont 

situées dans quatre paquet d'hélice ci.; ct2, 0, a6 et a7 situés au coeur de l'enzyme (figure 

- 5) [53, 152, 160, 165]. Cette paire de cuivre est le site de l'interaction de la tyrosinase avec 

l'oxygène moléculaire et ses substrats phénoliques [181]. La tyrosinase lie réversiblement 

l'oxygène moléculaire [54]. 

Le site actif de la tyrosinase peut exister physiologiquement sous trois formes (figure 

3): la forme oxygénée oxytyrosinase (E0,) [CuII-0 22 -CuIl], la forme mettyrosinase (E,;,er) 

Cu(1I), et la forme deoxytyrosinase (EdeoÂy ) Cu(I) [63, 73, 104, 129, 143, 147, 152, 165]. 

Ces trois formes de la polyphénol oxydase expliquent les activités mono- et 

diphénolase. Bien que quelques enzymes aient été décrites comme ne pouvant pas agir sur les 

monophénols. Ils désignées sous le nom des catécholases [63]. 

Dans la forme mettyrosinase, un ion hydroxyde forme probablement un pont entre les 

ions métalliques. Les valences des deux atomes de cuivre passent de Cu(I) à Cu(Il). En 

l'absence de substrat plus de 85% de l'enzyme est dans l'état met, qui peut être considéré 

comme la forme de repos de la tyrosinase. Selon les conceptions courantes, les deux états 

met- et oxytyrosinase permettent l'activité diphénoloxydase, tandis que la réaction 

monohydroxylase exige l'état oxy [165]. 
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Pour la tyrosinase il est communenient admis que la poche protéique entourant le site 

actif-Cu contribue à la stabilisation de la fixation du substrat [1811. Un thioester entre les 

résidus cystéine et histidine peut être concerné dans la régulation de l'activité enzymatique 

[118]. 

Il a été montrée que la tyrosinase monooxygénasé'pei.l avoir un site actif semblable à 

celui de l'oxyhémocyanine [6, 138]. 

VL4- Structure de la tyrosinase: 

La connaissance actuelle de la structure de tyrosinàse 	suggère qu'elle est 

principalement dérivée des structures cristallines obtenues à partir des hémocyanines 

d'arthropode et de mollusque, et de la catéchol oxydase d'Ipomoea balatas (figure 4, 5) [52, 

89. 165, 222, 291]. 

Le site actif de la tyrosinase a également en outre un arrangement (His) 3  Cu. . . Cu 

(His) 3  (figure 2) avec une géométrie semblable à celle de l'hémocyanine. Elle lie 1'02 comme 

le fait l'hémocyanine [84, 105, 124, 165]. Dans la catéchol oxydase d'Agaricus, l'isoleucine 

est le N-terminal, tan disque la valine est le C-terminal [19]. 

Aucune élucidation de structure complète pour les polyphénols oxydases n'a été 

rapportée. Les difficultés sont inhérentes à la purification de multi-sous-unité d'enzyme. La 

multiplicité des formes des polyphénols oxydases rend très difficile la mise en évidence de 

leur structure [69]. La structure secondaire est principalement a- hélicoïdale et le coeur de 

l'enzyme est constitué de quatre paquets spiraux composés d'hélice u : «2, a3, ct6 et «7. Le 

paquet hélicoïdal est adapté au centre catalytique binucleaire de cuivre et qui est entouré par 

les hélices, al et «4, et de plusieurs coudes 5. Deux ponts disulfures (Cys 11 —Cys 28 et Cys 

27 —Cys 89) aide à ancrer la région N-terminale riche en boucle (résidus 1-50) à l'hélice «2. 

Chacun des deux sites actifs de cuivre est coordonné par trois résidus histidine fournis par les 

quatre hélices des paquet « (figure S). CuA est coordonné par l'His 88, His 109, et ]'Bis 118. 

L'His 88 est situés au milieu de l'hélice «2, tan disque Mis 109 et l-lis 118 sont au début et 

au milieu de l'hélice 0. Le second cuivre catalytique, le site CuB, est coordonné par Mis 

240, His 244 et l'His 274. Ces résidus sont trouvés au milieu des hélices «6 et «7 [188]. 
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Figure 2: 

(a) Le site actif de fixation de l'oxygène des protéines à cuivre [53]. 

-- 	 (b) Représentation schématique du centre de cuivre binucleaire. L'oxygène se 

lie comme peroxyde et chaque ion de Cu est lié à trois atomes d'azote d'histidine. 

Les symboles noirs-ions-Cu ; symboles blancs-oxygène; symboles à tiret hachurés-His-N 
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- 	 Figure 3: Les trois états physiologiques du site actif de la polyphénol oxydase [63]: 
• (a) : forme deoxy les cuivres sont dans l'état cuivreux, 
• (b) et (e): formes met et oxy les cuivres sont dans l'état cuivrique. 

(a) 
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Figure 4: Les sites actifs 	des protéines à cuivre de types 3 basés sur l'étude 
- 	 cristallographique [165]: 

forme deoxy de la catéchol oxydase d'lpomoea batatas; 
(B) : forme oxy de l'hémocyanine de mollusque 
(C) : forme oxy de l'hémocyanine d'arthropode. 

Histidine: vert, cuivre: orange et l'oxygène : bleu. 

(Li 

f- - 

- 	 r 	 t 

Figure 5: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés par le type 
datome: 

- 	 Carbone: gris, l'azote : bleu, soufre : jaune, oxygène: rouge, cuivre : cyan [152]. 
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- La réaction d'hydroxylation de l'enzyme joue un rôle dans la biosynthèse des phénols 

en particulier les phénylpropanoïdes en transformant la tyrosine en DOPA, l'acide p-

coumarique en acide caféique, l'acide p-coumarylquinique en acide chlorogénique, ou en 

insérant un groupement o-dihydroxy dans le cycle B des flavonoïdes. La polyphénol oxydase 

participe indirectement à la formation de lignine [1, 18, 27]. 

- Chez les plantes appartenant aux ordres caryophyllés tels que la betterave (Bêta 

vi'Igaris) [164] la tyrosinase est impliquée dans la biosynthèse des bétalaines qui sont des 

dérivés de tyrosine [114]. Ces pigments remplacent les anthocyanidines, une classe de 

flavonoïdes. La polyphénol oxydase spécifique aux chalcones participe dans la biosynthèse 

d'aurone [206]. 

VI.2- importance de la polyphénol oxydase dans les fruits et vé2étaux et dans 

leurs produits: 

Deux aspects doivent être considérés à cet égard. Il d'une part, la fonction de l'enzyme 

dans le tissu végétal pendant sa croissance et son développement. Il est plausible qu'une 

enzyme qui est un vétéran évolutionnaire soit de grande valeur de survie à l'espèce. 

Le deuxième aspect est l'importance de la polyphénol oxydase dans le traitement des 

produits alimentaires. 

ici on devrait d'abord noter que l'activité polyphénol oxydase n'est pas toujours 

nuisible. Dans un certain nombre de produits alimentaires une telle activité joue un rôle 

important en déterminant la qualité du produit. Nous mentionnerons seulement quelques 

exemples. L'activité de la PPO dans les graines de cacao est essentielle à la qualité du produit 

et à sa couleur. Cette activité est également significative dans le café. En vinification, la 

polyphénol oxydase a une part importante dans ce procédé de fermentation et est clairement 

liée à la qualité du vin. Elle est la plupart du temps nuisible mais parfois bénéfique. 

Cependant, comme déjà mentionné les produits résultant de l'activité polyphénol 

oxydase (les quinones) sont des composés fortement réactifs. L'interaction des quinones avec 

les protéines peut réduire leur digestibilité et leur goût et leur valeur nutritive. L'importance 

des tannins et des flavonoïdes dans les feuilles de thé peut à peine être suraccentuée du point 

1') 
- 1L 
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VII. Le mécanisme catalytique de la tyrosinase: 

Le mécanisme de la tyrosinase agissant sur les monophénols et l'o-diphénols est 

généralement décrit par deux cycles catalytiques (figure 6), le cycle (B): phénolase 

- 	 (crésolase) et le cycle (A) diphénolase (catécholase) [52]. 

L'activité catécholase implique l'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones 

avec la réduction concomitante de 4e- de l'oxygène moléculaire produisant deux molécules 

d'eau. Cette activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol à la forme met de l'enzyme qui 

est suivie de la réduction du faisceau bicuivrique menant à la formation du deoxytyrosinase et 

au dégagement d'o-quinone. Avec la fixation postérieure de l'oxygène moléculaire, 

l'oxytyrosinase est formée et une deuxième o-diphénol est liée, réduisant le peroxyde et en 

produisant l'eau et la formation d'une autre o-quinone. 

Dans l'activité crésolase, 1'02 est lié d'abord aux deux groupes du Cu(I) du 

deoxytyrosinase pour donner l'oxytyrosinase dans laquelle 1'02 a les caractéristiques d'un 

peroxyde. Ensuite un monophénol est coordonné en position axiale à l'un des cuivres de 

l'oxytyrosinase, suivie d'un réarrangement complexe menant à la production d'une molécule 

d'eau et l'intermédiaire conduisant à la formation de l'O-quinone [18, 53, 81, 105, 106, 108, 

110, 123, 124, 133, 180, 184, 199]. 

Les étapes limitantes dans l'hydroxylation monophénolique pourraient être: 

1) L'attaque nucléophile du groupement OH en C-4 sur l'ion cuivre du 

site actif de la tyrosinase 

2) L'attaque électrophile du peroxyde du site actif de l'oxytyrosinase sur 

le C-3 du substrat monophénolique; 

3) L'oxydation du o-diphénol formé à partir du monophénol [187]. 

- 
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VIII- Les méthodes de détermination de L'activité polyphénol oxydase: 

L'activité de la polyphénol oxydase peut être déterminée en mesurant la vitesse de 

-  disparition du substrat, ou la vitesse de formation du produit. Avec l'une ou l'autre méthode, il 

est nécessaire de limiter la mesure à la phase initiale de la réaction, en effet l'inactivation de la 

réaction de l'enzyme ralentit cependant l'oxydation de l'o-dihydroxy phénol [1]. On détermine 

la vitesse de disparition du substrat, généralement l'absorption de 1'02. Elle est mesurée par la 

technique de Warburg ou par polarographie à l'aide d'une électrode à oxygène [1, 124, 156, 

185]. 

La vitesse de formation de produit peut être déterminé par méthode 

spectrophotométrique en mesurant la densité optique des composés colorés formés à partir des 

quinones, cette méthode est la plus utilisée pour mesurer l'activité diphénolase de la PPO [1, 

18, 113]. Une grande variété de substrats peut être utilisée dans ce cas, par exemple: catéchol, 

pyrogallol, ou des substrats naturels tels que l'acide chlorogénique [1]. 

La meilleure méthode pour étudier la réaction crésolase est la mesure de la production 

de l'eau dans le milieu contenant du tritium à partir du [2.6- H] monophénol tel que la [3.5-

3H] tyrosine [124, 199]. 

II est plus commode de déterminer la vitesse de perte d'agents réducteurs tel que 

l'ascorbate à 265 nm = 15,300 M' cm - 'ou le NADH à 340 nm=6,220 M' cm - ' [18, 136, 

183]. 

IX- Spécificité de substrat: 

- 	 Les deux activités monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase (catécholase) 

de la polyphénol oxydase peuvent catalysées une grande variété des substrats [123]. Par 

contre la diphénol oxydase est absolument spécifique pour la catalyse des o-diphénols [2021. 

La PPO des végétaux et des champignons supérieures ont des groupement qui ont la 

spécificité de pouvoir hydroxylé une large gamme de monophénols en position ortho- et 

oxydant par la même de nombreux o-diphénols. Il sont en revanche incapable d'hydroxylée 

les monophénols en position méta ou para ou de convertir les m- ou p-diphénols en quinones 

correspondantes [114, 143]. 
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La tyrosinase est également capable d'hydroxyler et d'oxyder les résidus de tyrosine 

des peptides et protéines [69]. 

Le type et la position des substituants présents sur les mono- et o-dihydroxy phénols 

sont également des causes importantes déterminant la réactivité du substrat. Pour les mêmes 

substrats, des grandes différences dans les paramètres cinétiques (K if, et Vmax) Sont obtenues 

selon la source et la pureté de l'enzyme. Plusieurs enzymes d'origine végétale n'ont pas 

d'activité crésolase [18]. 

Les substituants en position 3 (exemple : 3-méthyl catéchol) sont la cause d'une 

diminution de l'affinité de l'enzyme pour le substrat, dû à la gêne stérique. La présence d'un 

groupe donneur d'électron en position 4 augmente (exemple : 4-méthyl catéchol, acide 

chlorogénique), tandis qu'un groupe attracteur d'électron (exemple: 4-nitrocatéchol, 3,4-

dihydroxy acide benzoïque) réduit la réactivité du substrat. La nature du substituant en 

position para affecte la vitesse d'oxydation [1]. 

Les substrats naturels les plus importants de la polyphénol oxydase dans les fruits et 

légumes sont: la catéchine (3-hydroxy flavane), 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA), 

tyrosine, les esters d'acide cinnamique [1, 18, 86]. Les catéchols agissent généralement en 

tant que substrats sur la réaction de la PPO. On a rapporté récemment que la quercétine, 

fisétine, catéchine [9, 90], acide p-coumarique [76] et le 4-hydroxyanisole [1 50] sont oxydés 

par la polyphénol oxydase de mushroom. 

La polyphénol oxydase a été citée par certains auteurs comme enzyme ayant la 

capacité d'hydroxylé les flavonoïdes [I]. 

X- Substrats et effecteurs: 

X-1. Activateurs: 

La polyphénol oxydase peut être activée, par choc acide ou basique, par l'urée, par les 

détergents anioniques, tel que le sodium dodécyl sulfate (SDS), les acides gras et les protèases 

[26, 164]. 
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Le SDS peut activer la tyrosinase de diverses sources, y compris la tyrosinase de 

champignon. On a également rapporté que le SDS active la PPO latente dans les préparations 

brutes et/ou partiellement purifiées. D'autres traitements d'activation sont la protéolyse, 

chauffage et l'activation à pH faible. L'activation par pH acide est plus forte à concentration 

ionique plus élevée. La tyrosinase de champignon a été activée in vitro avec un traitement à 

pH faible. L'addition des ions du Cu 2' dans le milieu augmente l'activité enzymatique [1, 146, 

212]. 

X- 2. Les inhibiteurs de la polyphénol oxydase: 

Une large gamme de composés est connue pour inhiber la polyphénol oxydase. Leur 

efficacité dépend de la nature et de la concentration de l'inhibiteur, de la source de l'enzyme, 

de la disponibilité de substrat (02 et substrat phénolique), du pH et de la température [18]. 

Il est commode de diviser les inhibiteurs de la polyphénol oxydase en trois catégories: 

1)- Agents de chélation généraux pour le cuivre: petites molécule ou ions qui se lient 

au centre de cuivre dans le site actif compétitives en ce qui concerne l'oxygène; 

2)- Inhibiteurs non-compétitifs en ce qui concerne le substrat phénolique; 

3)- Les analogues des phénols compétitive vers des substrats phénol et/ou diphénol 

[69, 114]. 

Puisque la polyphénol oxydase est une métalloprotéine elle peut être inhibée par des 

agents chélateurs de métal tels que le cyanure, monoxyde de carbone, diéthyldithiocarbamate 

de sodium (DIECA), EDTA, 2-mercaptobenzothiazole, aride, méthyle xanthate de potassium, 

acide kojique et le tropolone [1, 29, 134, 199]. On a rapporté que ce dernier composé est un 

inhibiteur très spécifique et efficace de la polyphénol oxydase [63, 199]. 

Les espèces chimiques simples capables de ce fixer avec le cuivre, comme le monoxyde 

de carbone, cyanure, aride, et les ions halogénure se comportent en tant qu'inhibiteurs 

purement compétitive vers la fixation du dioxygéne et représentent la catégorie (2) [63, 114]. 

L'action inhibitrice de l'ion halogène dépend du pH [124]. 
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L'acide ascorbique peut également agir directement sur la polyphénol oxydase du 

champignon par chélation avec son groupement prosthétique et réduit ainsi le Cu 2++ en Cu' 

[1, 18]. 

Les analogues de substrat incluent de nombreux acides aromatiques (exemple : acide 

benzoïque), divers phénols et leurs dérivés (exemple: 4-nitrocatechol, la phénylalanine, et la 

L-mimosine), et quelques composés non aromatiques appartiennent à la catégorie (3). Ils se 

sont habituellement comportés comme inhibiteurs compétitifs vis-à-vis du substrat phénolique 

bien que d'autres types d'inhibition pourraient de temps en temps être trouvés [114, 134, 199]. 

Les polymères solubles tels que la polyvinyl pyrrol idone (PVP) agissent en tant 

qu'inhibiteurs compétitifs de la polyphénol oxydase mais on ne le sait pas s'il agit sur 

l'enzyme fixant le phénol ou sur la molécule de la tyrosinase [1, 199]. 

Les flavonoïdes sont des composés phénoliques d'origine végétale, dont la structure 

est en principe compatible avec deux rôles substrats et inhibiteurs, vraisemblablement 

compétitifs [63]. 

- 	 L'inhibition de la polyphénol oxydase est également provoquée par des agents 

- 

	

	 réducteurs parmi lesquels les sulfites, S02, l'acide ascorbique, l'acide érythorbiques et les 

composés contenant du thiol [18]. D'autre part, l'acide ascorbique réduit les quinones en 

- 	 catéchols en présence de l'enzyme [30, 69]. 

Avec quelques inhibiteurs du premier type il est possible de montrer une inhibition 

compétitive avec l'oxygène, et non compétitive vers le substrat phénolique. De même, les 

inhibiteurs compétitifs en ce qui concerne les composés phénoliques sont non compétitifs ou 

incompétitive vers l'oxygène (inhibiteurs de la classe (3)) [18, 19]. Cependant, la grande 

majorité de tels inhibiteurs n'est pas entièrement spécifique pour les polyphénols oxydases 

[124]. 
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XI- Biocatalyses impliquant la polyphénol oxydase: 

XI-1. Biocatalyse en milieu aqueux: 

La biocatalyse par la polyphénol oxydase a été étudiée pendant longtemps utilisant 

plusieurs milieux aqueux. Cette enzyme est limitée dans son utilisation dans les milieux 

aqueux. En effet son rôle de catalyseur est inactivé par l'instabilité des 0-quinones, qui 

inactivent â leur tour l'enzyme [9, 32, 293]. Cette action inhibitrice peut être surmontés par 

l'addition d'un agent réducteur, habituellement l'acide ascorbique dans le milieu pour réduire 

le produit quinone pendant qu'il est formé. Dans ce cas des catéchols sont obtenus [69]. 

Aussi, les 0-quinones sont instables et se polymérisent en solutions aqueuses. Ce 

processus peut être empêché partiellement ou entièrement par addition de solvants organiques 

[6]. 

XI-2. Biocatalyse en milieux oraIIiques: 

La polyphénol oxydase est l'une des enzymes qui peut fonctionner aussi bien dans les 

milieux presque anhydres que dans les milieux mixtes (mélange eau/solvant organique). Elle 

sert comme model pratique par plusieurs chercheurs pour expliquer le fonctionnement 

biocatalytique des enzymes dans les milieux organiques [69, 102]. 

Récemment, l'utilisation des solvants organiques est considérée comme milieux 

potentiels de réaction pour l'activité de la polyphénol oxydase. En particulier pour la 

production des pigments naturels, stables, d'intensité et de couleur choisie, car la 

polymérisation des o-quinones est limitée dans ces milieux [9, 293]. 

De nombreux avantages existent pour réaliser la biocatalyse de la tyrosinase dans les 

milieux organiques non polaire par opposition au milieu tampon aqueux conventionnel. Ceci 

étant due â l'augmentation de la solubilité des substrats hydrophobes permettant de ce fait 

l'utilisation potentielle de phénols substitués comme substrats, et permet également la stabilité 

de la tyrosinase ce qui facilite les réactions d'oxydation spécifiques des substrats organiques 

insolubles dans l'eau [8, 293]. En outre, l'utilisation des milieux de solvant organique fournit 

- 

	

	 une solubilité plus élevée de l'oxygène, ce qui réduit alternativement l'épuisement de 

l'oxygène qui est un facteur limitant de la réaction [8, 69, 293]. 
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Les avantages additionnels de l'utilisation des milieux organiques incluent également 

la capacité de déplacer l'équilibre thermodynamique des réactions enzymatiques vers la 

génération des produits désirés, ainsi que le rétablissement et la réutilisation plus facile des 

enzymes grâce à leur solubilité limitée [8, 292]. 

A titre d'exemple, la biocatalyse de la polyphénol oxydase en milieu chloroformique 

est 10 fois plus grande que dans un milieu aqueux [7, 293]. 

Aussi la même enzyme a été employée pour montrer qu'elle pourrait être appliquée 

- dans ce même milieu pour produire quantitativement des catéchols à partir d'une gamme de 

substrats phénoliques [69]. 

Même si les solvants hydrophobes sont les plus appropriés, l'hydratation de l'enzyme 

est essentielle pour son activité, car elle facilite la flexibilité de conformation nécessaire pour 

la catalyse. La polyphénol oxydase sert d'enzyme modèle dans la recherche fondamentale 

pour rechercher le rôle de l'eau dans les systèmes biocatalytiques organiques [69, 293]. Il a été 

prouvé que cette enzyme exige seulement 20% de l'eau liée [32]. 

Cette même enzyme fonctionne favorablement dans des milieux hydrophobes tels que 

le chlorure de méthylène et le benzène, alors qu'elle est apparemment inactive dans les 

solvants plus hydrophiles tels que l'éthanol et l'acétone. Dans les solvants non aqueux, la 

tyrosinase maintient sa regiosélectivité pour Po-hydroxylation des phénols et sa réactivité est 

accrue vers les substrats possédant des substituants para électron-donneurs [32]. 

XII- Applications de la polyphénol oxydase: 

Les activités monophénoihydroxylase et diphénoloxydase de la polyphénol oxydase 

servent de base à beaucoup d'applications industrielles [171, 285]. 

En technologie environnementale pour la détoxication des eaux résiduaires et sols 

contaminés par des polluants environnementaux fortement toxiques représentés par une 

grande classe des composés phénoliques et polyphénoliques [15, 99, 119, 141, 149, 171, 284]. 
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L'utilisation de la polyphénol oxydase dans les biocapteurs est une application 

intéressante qui s'est développée en partie à son pouvoir de détection des composés 

phénoliques [6, 31, 33, 34, 69, 75, 82, 102, 169, 173, 174, 196, 205, 214, 219, 220, 221, 228]. 

Dans un réacteur à système d'écoulement par injection contenant la polyphénol 

oxydase immobilisée on a employé pour la détermination des catéchols et toute autres 

catécholamines biologiquement actives dans les liquides biologiques et également pour la 

détection des phénols dans l'eau6, 69, 141]. 

De même, un réacteur pré-colonne contenant la polyphénol oxydase immobilisé a été 

couplé à un système de chromatographie liquide à haute performance avec une détection par 

fluorescence, pour la détermination sensible de la L-dopa et de la L-tyrosine dans le sérum 

[69]. 

La polyphénol oxydase a été employée dans l'élimination des phénols de l'eau, [15, 

69, 99, 119], et dans les industries pharmaceutiques pour la production de la L-dopa à partir 

de la L-tyrosine qui est largement utilisée pour le traitement de la maladie de Parkinson [1 7, 

93, 213] et en cosmétique et dans les industries alimentaires. Elle est utilisée pour activer les 

réactions de brunissement oxydantes [19]. Les mélanines synthétiques ont des rôles 

protecteurs contre les rayonnements (UV, rayon X, rayons gamma). Ce sont des échangeuses 

cationiques, fixatrices des médicaments, des antioxydants, des agents antiviraux et des 

immunogènes [18, 286, 287]. 

- L'effet de l'acide ascorbique sur l'activité catécholase de l'enzyme est suggéré comme 

base pour une méthode possible de détermination de traces de ce produit en solutions et dans 

les extraits biologiques bruts [30, 183]. 

Ainsi que pour la détermination de la L-cystéine dans les produits pharmaceutiques, 

grâce à son effet inhibiteur sur l'activité de la polyphénol oxydase [60]. Aussi La polyphénol 

oxydase a été employée dans une méthode simple mais précise pour le calibrage d'une 

électrode à oxygène [69]. 
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Uhomogénat du tissu de champignon a était immobilisé sur une électrode à oxygène 

de type Clark comme un biocapteur pour la détection de l'acide benzoïque. Le principe des 

mesures est basé sur l'effet d'inhibition de la polyphénol oxydase par l'acide benzoïque [75]. 

XIII- Détermination des composés phénoliQues ii l'aide d'un biocapteur à polyphénol 

oxydase par détection spectrophotométrigue: 

De nos jours la détermination des composés phénoliques est d'une grande importance. 

Ceci dû à leur toxicité inhérente et à leur utilisation dans les processus industriels, tels que la 

fabrication des plastiques, polymères, médicaments, colorants, antioxydants et eaux 

résiduelles [205, 214, 220, 221]. Par conséquent, l'élaboration des méthodes analytiques pour 

certaines classes des composés phénoliques est nécessaire [228]. 

Xiii-1. Méthodes de dosage des composés phénoliflues: 

Diverses méthodes spectrophotométriques Ont été rapportées pour la détermination du 

phénol. Les réactifs les plus communément utilisés pour la détermination de ce dernier sont 

le 4-amino-antipyrine, réactif de Gibbs, réactif de Mellon et le réactif de phénol Folin et Folin 

Ciocalteu. 

Gupta et al. [3 19, 320] ont proposé des méthodes pour la détermination du phénol, 

basées sur des réactions oxydatives de couplage [170, 195]. 

- 	 La détection du mono et des polyphénols est habituellement réalisée par 

chromatographie en phase liquide à haute performance ou par spectrophotométrie. Cependant, 

ces techniques sont chères, avec consommation de réactif, et du temps [196]. 

Parmi beaucoup de méthodes analytiques pour mesurer les composés phénoliques, les 

biocapteurs ampèremétriques basés sur la tyrosinase se sont avérés très utiles. Ils fournissent 

une méthode plus simple, plus sensible, efficace et rapide [205, 214]. 

-- 	 Les biocapteurs sont des techniques alternatives et attractives, due à leurs 

caractéristiques uniques telles que la sélectivité, le faible coût relatif à la réalisation et le 

stockage, un potentiel de la miniaturisation et de l'automatisation facile, et opération rapide. 
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On a proposé de nombreux biocapteurs pour une détection des composés phénoliques 

basés sur la polyphénol oxydase [196]. 

XIII-2. Les biocapteurs optiques a enzymes: 

Le terme "biocapteurs" a commencé à apparaître dans la littérature scientifique vers la 

fin des années 70. Le premier biocapteur, connu sous le nom "électrode à enzymes", a été 

présenté par Clark en 1956, et Clark et Lyon en 1962 où l'enzyme glucose oxydase a été 

couplée à une électrode ampérométriques à oxygène (02). La variation de 1'02 dissous a été 

mesurée par l'électrode. 11 a été démontré que cette variation est proportionnelle à la 

concentration du glucose dans l'échantillon [154, 210]. 

Un développement remarquable est observé par les biocapteurs à fibre optique dans la 

dernière décennie. Ces biocapteurs sont classés par catégorie basée sur le type de technique 

spectroscopique de détection, soit absorbance, soit la chemiluminescence ou bioluminescence 

[217]. 

Des différents types de biocapteurs, les biocapteurs enzymatiques ont été très étudiés. 

Le principe de leur fonctionnement repose sur la production d'un signal due à la formation de 

produit, disparition du substrat, ou conversion de coenzyme [194]. 

XIII-3. Définition d'un biocapteur: 

Un biocapteur est un dispositif analytique qui répond sélectivement et réversiblement à la 

présence d'un analyte spécifique. Il emploie un matériel biologiquement sensible pour détecter 

directement et sans besoin de traitement complexe de l'échantillon d'une espèce biologique 

- 

	

	ou chimique en produisant un signal électrique proportionnel à la concentration de l'analyte 

[88, 197, 198, 204]. 

Un spectrophotomètre conventionnel réglé à une longueur d'onde adsorbée par une 

protéine est ainsi, trivialement un exemple d'un biocapteur optique [216]. 

Clairement, le terme biocapteur est employé dans de manières diverses. Généralement, un 

biocapteur doit répondre sélectivement, rapidement, spécifiquement, sans interruption et sans 

- 	 réactifs ajoutés aux événements biologiques [191, 204]. 
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XIIL-4.Les différents éléments d'un biocapteur: 

Les biocapteurs sont composés d'un récepteur, d'un transducteur et d'un processeur ayant 

pour fonction amplification et affichage. Le récepteur est la partie biologiquement sensible 

qui est capable de produire un signal biochimique qui est converti par le transducteur en 

réponse électrique. Le matériel biologiquement sensible peut être des enzymes, des protéines, 

des anticorps, ADN, des organelles, des cellules microbiennes, ou des tissus mammifères ou 

végétaux [154, 191, 197]. 

Le transducteur est l'interprète du biocapteur. Il convertit les effets de la réaction de 

biocatalytiques en signaux qui peuvent être électriquement amplifiés, stockés et affichés 

[197]. Chaque biocapteur a, donc, un composant biologique qui agit en tant que capteur et un 

d'un composant électronique qui transforme et détecte le signal [154]. 

Une instrumentation de base pour les capteurs chimiques à fibre optique exige des 

composants optiques et électroniques. Cette instrumentation se compose d'une source 

lumineuse, d'une fibre optique, d'un sélecteur de longueur d'onde, et d'un détecteur 

photoélectrique. Une source idéale d'illumination pour les instruments à fibre optique doit 

pouvoir fournir un rayonnement fortement intense et stable. Actuellement, les sources 

conventionnelles de rayonnement qui ont été utilisées dans les capteurs à fibre optique 

incluent des lampes incandescentes et des diodes électroluminescentes (DELs). Le système de 

détecteur photoélectrique utilisé est essentiellement un dispositif, qui convertit l'énergie 

radiante en signaux électriques. 

- 	 Le détecteur photoélectrique idéal devrait avoir une sensibilité élevée, un rapport 

signal/bruit élever, une réponse constante sur une gamme considérable des longueurs donde, 

et une réponse rapide aux variations de l'intensité du rayonnement d'incident. En outre, il 

devrait produire un résultat électrique, qui est directement proportionnel à la puissance 

radiante. La gamme des détecteurs -capteur optoélectronique- qui ont été employés dans les 

capteurs à fibre optique sont: les photodiodes, les phototransistors et les photorésistances. 

Ces dispositifs sont capables de produire un signal électrique qui est proportionnel à la 

quantité de la lumière incidente sur leurs secteurs actifs [168, 189, 217, 218]. 
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La fibre optique est constituée par une fibre de silice très pure entourée d'une gaine 

- 	d'indice optique très différent de manière à ce que tout rayon lumineux intérieur qui rencontre 

une paroi soit totalement réfléchi [168, 192, 193]. 

XIII-5. Principe de fonctionnement d'un biocapteur direct (intrinsèque) à fibre 

optique: 

La plupart des procédés optiques de détection sont fondés sur l'absorption de la 

lumière, où il y a un rapport quantitatif entre la concentration de l'absorbant et la fraction de 

la lumière absorbée [215]. 

Le principe optique de détection des capteurs d'absorbance est basé fondamentalement 

sur la loi de Beer-Lambert 

log(I (/I) = A = eCI 

Où: Io  est l'intensité de la lumière incidente; J l'intensité de la lumière transmise; A 

l'absorbance; e l'absorbance molaire ou coefficient d'extinction de l'analyte à une longueur 

d'onde spécifique; C concentration de l'analyte, et I longueur du chemin de la lumière 

traversant la solution. 

Les capteurs communs d'absorbance emploient une fibre simple ou un faisceau de 

fibres qui apportent la lumière au milieu réactif La lumière transmise ou réfléchie est 

-- 	 retournée à l'aide d'une fibre vers un instrument ou un détecteur de mesure [210]. 

- 	 Plusieurs réactions catalysées par l'enzyme impliquent la production ou la 

consommation d'un produit (coloré ou luminescent) ou un co-substrat optiquement 

- 

	

	 discernable. Le changement de la couleur ou de luminescence de la biocatalyse peut être 

surveillé directement en utilisant des fibres optiques, en plaçant la couche d'enzymes 

- immobilisées immédiatement à l'extrémité distale de la fibre. Ainsi, les capteurs à fibre 

optique basés sur le changement du signal d'absorbance pendant la réaction enzymatique ont 

été développés en tant que biocapteurs directs à fibre optique [190, 217]. 

Les biocapteurs intrinsèques permettent de mesurer seulement les analytes subissant 

des changements de leurs propriétés optiques pendant la bioréaction seulement [198]. 
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1- Matériels: 

Les principaux produits et matériels utilisés sont les suivants 

- 	Le champignon de Paris (Agaricus bisporus) frais (photo I), utilisé comme source de 

tyrosinase. 

- Acétone; acide orthophosphorique; sulfate d'ammonium; pyrogallol; pyrocatéchol 

(catéchol); phénol; 4-chlorophénol; phioroglucinol; guaïacol; L- tyrosine; NaH 2PO4 , 

2H20 ;Na21-1PO4,2H20 , acide citrique,H 20; aride de sodium; L- cystéine, acide benzoïque; 

fluorure de sodium; célite; papier Whatman N°1 , Filtre Buchner; Spectrophotomètre 

Jenway 6405 (LJV/Visible); bain-marie ; vortex. 

H- Extraction et purification de la tyrosinase (polyphénol oxydase, PPO): 

La tyrosinase est préparée selon la procédure de purification décrite par Dawson et Magee 

[109]. 

II-1. Etape 1. Préparation de l'extrait brut: 

745,5 g de champignon sont lavés abondamment à l'eau distillée (afin d'éliminer les 

résidus du sol), séchés à l'air libre puis broyés dans un mixeur contenant 1230 ml d'acétone 

(99,5%) préalablement refroidie à -15°C pour éliminer l'eau et les phénols [28]. La 

suspension de pulpe est filtrée à l'aide de gare et pressée manuellement jusqu'à l'obtention 

d'un résidu sec ou poudre d'acétone [28]. La pulpe pressée, qui pèse 93,5 g est refroidie en la 

plaçant en contact avec de la glace au moins 4 heures. Elle peut être conservée par 

congélation pendant plusieurs mois si désiré. 

La pulpe froide est ensuite broyée, suspendue dans 960 ml d'eau distillée et laissée 

une nuit (15 h) dans un réfrigérateur à environ 5°C (pour réduire au minimum la perte 

d'activité de l'enzyme [28] afin d'extraire l'enzyme. La suspension est filtrée à travers de la 

gaze, et la pulpe qui se dépose sur le tissu est pressée à. sec manuellement. 

Le filtrat ainsi obtenu (800 ml) est ensuite filtré sur papier Whatman N°1 deux fois, 

sous vide, à l'aide d'un Filtre Büchner, afin d'éliminer les particules restantes. 

11-2. Etape 2. Fractionnement par l'acétone à 99,5%: 

1194,66 ml d'acétone (99,5%) sont ajoutés à 800 ml du filtrat de l'étape I (le volume 

de l'acétone représente 1,5 fois le volume du filtrat de l'étape 1) et le précipité qui en résulte 

est filtré sur célite. Il semblerait que la célite offre quelques avantages pour la purification dc 

la catéchol oxydase (tyrosinase), car elle est susceptible de former des liaisons relativemen 

spécifiques avec les protéines à cuivre [19]. 
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Photo 1: Champignon de Paris (Agaricus bisporus) [Gouzi, 20051. 
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Le précipité et la pâte de célite sont mis en suspension et agités dans 252,63 ml d'eau 

-- 	 distillée froide (5 °C) pour redissoudre les protéines. La solution est encore refiltrée sur une 

autre pâte de célite. Le filtrat (224 ml) est placé dans un réfrigérateur à 5°C. 

II-3. Etape 3. Fractionnement par le sulfate d'ammonium à 60%: 

103,59 g de sulfate d'ammonium (NI-L) 2 SO4  sont dissous dans 224 ml de la solution 

froide préparée à l'étape 2. On obtient une solution 0,35 M (60 % de saturation) en 

(NH4)2SO4. Après agitation durant quelques minutes, le mélange est filtré sur célite, et les 

protéines précipitées sur la pâte sont lavées par avantage de solution de (NH 4)2SO4  de 0,35 M 

froide. Les protéines précipitées sont ensuite redissoutes par agitation dans environ 103,38 ml 

-. 	 d'eau distillée froide comme dans l'étape 2. 

Remarque: 

Les extraits enzymatiques ainsi obtenus ont été divisés en petites parties et congelés 

en dessous de -15°C. On a observé que l'activité crésolase diminue après le stockage prolongé 

des extraits enzymatiques. 

111- Dosa2e des protéines par la méthode de Lowry: 

La concentration des protéines dans les échantillons des différentes étapes de 

purification est déterminée par la méthode de Lowry et ai. [293] avec la sérum albumine 

bovine en tant que protéine standard. 

III- 1. Principe: 

Le groupe phénolique des résidus tyrosine d'une protéine produira une couleur bleu-

pourpre, avec un maximum d'absorption dans la région de longueur d'onde 660 nm avec le 

réactif de Folin-Ciocalteau (à base de tungstate de sodium, molybdate et phosphate). La 

méthode est sensible à moins de 10 j.tg cm -3  et elle est probablement la méthode de dosage des 

protéines largement répandue bien qu'elle soit seulement relative. Le principe de cette 

méthode est la production d'ions cuivreux qui réduisent le réactif de Folin-Ciocalteau. La 

réaction dépend aussi du pH et il est essentiel de travailler dans une gamme de pH allant de 

- 10,0à10,5[227]. 

L'addition au réactif d'une certaine quantité de cuivre (méthode de Lowry) augmente 

considérablement la sensibilité de la méthode (100 fois plus sensible que la réaction de 

Biuret). Cette méthode ne présente d'intérêt que pour un travail semi-quantitatif appliqué à 

des protéines en solution diluée [242]. 
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ifi- 2. Mode opératoire: 

Au temps (tpo), dans des tubes à essais on ajoute 20 p.l de l'échantillon à doser (dilué 6 

fois dans de l'eau distillée) à 0,5 ml de réactif (A). On mélange les tubes au vortex et on laisse 

incuber 10 minutes à température ambiante. 

Au temps (tpo+10 min), on ajoute 2 ml de réactif (B) dans chaque tube. 

Les tubes sont placés au bain-marie réglé à 50°C pendant 5 minutes. Ensuite on 

refroidit les tubes rapidement sous l'eau froide et on lit la densité optique à 650 nm contre un 

blanc réactif. Une courbe d'étalonnage, établie à partir de diverses dilutions d'une solution 

mère de sérum albumine bovine (SAB) à 1 g/l, permet de déterminer la concentration en 

- 	 protéines (figure 7). 
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Figure 7: Droite d'étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode de Lowry 

et al. [293]. 
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IV- Détermination de l'activité polyphénol oxydase: 

Les mesures spectrophotométriques en continu sont largement utilisées pour 

déterminer l'activité diphénolase de la polyphéno! oxidase [113], bien que plusieurs méthodes 

aient été inventées pour déterminer l'activité phénol oxydase, il est avantageux de mesurer 

directement, par spectrophotométrie, la formation des o-quinones [135]. 

L'activité tyrosinase est déterminée par la mesure de l'augmentation de l'absorbance à 

l'aide d'un spectrophotomètre (Jenway 6405 UVNis) équipé d'une commande de temps, en 

présence oxygène/aire [43], en utilisant les substrats et longueurs d'ondes suivants: 

pyrogallol (420 nm) [43, 71, 79], catéchol (410 nm) [60, 155], L-tyrosine (475 nm) [130, 

155], phloroglucinol (395 nm), phénol (395 nm), 4-chlorophénol (395 nm) [175]; guaïacol 

(470 nm) [3]. 

- 	 Les solutions stock de pyrogallol et catéchol sont préparées dans de l'acide 

orthophosphorique 5 mM. 

-- 	 Le milieu réactionnel (2ml dans une cuve en verre) contient le substrat approprié et 

5 p d'extrait d'enzyme, dans 0,1 M de tampon phosphate de sodium (pH 7.0) à 25°C [28]. 

L'échantillon blanc contient seulement 2 ml de solution substrat. La vitesse initiale est 

estimée à partir de la partie linéaire de la courbe « absorbance en fonction du temps » (figure 8 

et 9). La variation de l'absorbance est enregistrée toutes les 5 secondes pendant une minute, 

après ajout de l'extrait d'enzyme. 

- 	 La meure de l'activité polyphénol oxydase est répétée trois fois. 

En spectrophotométrie une unité enzymatique (UE) est définie par la quantité 
- 	

d'enzyme qui cause l'augmentation d'une unité d'absorbance par minute [4, 70, 91, ]30, 

146]. 
- 	

L'activité spécifique est exprimée en U par mg de protéine. 

V- Détermination de l'activité laccase: 

L'analyse de l'activité laccase a été effectuée dans 2 ml de tampon citrate (0,1 M, pH 

3,5) contenant 50 pl du guaïacol â 30°C (0,1 ml de la solution mère de gaïacol (98%) dans 10 

ml de méthanol). L'oxydation du substrat est suivie grâce à l'augmentation de l'absorbance 

du milieu réactionnel à 470 nm suite à l'ajout de 75 pi d'extrait d'enzyme obtenu par 

fractionnement au sulfate d'ammonium [3]. 
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Figure 8: Exemple de détermination de la vitesse initiale d'oxydation du catéchol par la 

tyrosinase ([catéchol] = 20 mM, volume de l'enzyme Spi (extrait de l'étape 1), pH 7,0 

(tampon phosphate 0,1 M), température = 25°C, volume réactionnei= 2 ml). 
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Figure 9: Exemple de détermination de la vitesse initiale d'oxydation du pyrogallol par la 

tyrosinase ([pyrogallol] = 20 mM, volume de l'enzyme = Spi (extrait de l'étape 1), pH 7,0 

(tampon phosphate 0,1 M), température = 2 5°C, volume réactionnel = 2 ml). 
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VI- Etude de la stabilité de la tyrosinase: 

L'activité o-diphénol oxydase des extraits enzymatiques partiellement purifiés et 

- 	congelés à -15°C est déterminée tous les 2 jours pendant 45 jours de stockage. Les conditions 

de mesure sont: 25°C, pH 7 (tampon phosphate de sodium 0,1M), pyrogallol à 20 mM, 5 M 1  

- 	d'enzyme). 

VII- pH optimal: 

Des études d'effet du pH ont été effectuées dans du tampon citrate-phosphate O, 1M 

entre les pH 3,15 et 5,3 et dans du tampon phosphate de sodium 0,1 M entre les pH 6 et 8. 

L'activité tyrosinase des différents extraits d'enzyme est mesurée à 25°C en utilisant le 

pyrogallol 20 mM comme substrat. 

D'autre part, l'activité enzymatique en fonction du pH est déterminée et à des pH 

compris entre 3,75 et 8,14 (dans du tampon citrate-phosphate 0,1 M) en présence de catéchol 

20 mM. 

VIII- Spécificité de substrat: 

- 	 Les activités monophénolase et diphénol oxydase de l'extrait brut et des extraits 

partiellement purifiés ont été étudiées. Pour cette raison des mono-, di-, et triphénols ont été 

testés en tant que substrats potentiels de la tyrosinase. Une unité de l'enzyme a été définie 

comme le changement d'une unité d'absorbance par min. 

- 	LX- Analyse des données cinétiQues: 

La constante de Michaelis-Menten (K m), la constante d'inhibition par excès de substrat 

(Kg), vitesse maximale (V, nax) et le rapport VmaxfK,n ont été déterminés avec le pyrogallol (0,2-

50 mM) et le catéchol (0,2-50 mM) comme substrat à pH 7 (tampon phosphate de sodium 

0,1M) et à 25°C. 

Les paramètres cinétiques ont été déterminés à partir de la représentation en double inverse de 

Lineweaver-Burk [2091. Tous les essais ont été répétés trois fois. 

X- Effet de la concentration de l'enzyme: 

Dans des conditions standards (pH 7, tampon phosphate 0,1 M, 25°C), on mesure la 

vitesse initiale d'oxydation (abs420.min') du pyrogallol 20 MM et en présence de volumes 

croissants d'extrait de tyrosinase, à savoir: 0,5 - 1,5 - 2,5 - 3,5 4,5 - 5,5 - 6,5 (j.tl)/2ml de 

mélange réactionnel. 
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XI- Effet des inhibiteurs: 

L'effet inhibiteur des composés suivants: fluorure de sodium (142,5-7 1,25 mM), 

acide benzoïque (0,125-0,25 mM), azide de sodium (3,75-7,5 MM), L- cystéine (0,9375-1,25 

mM), sur l'activité de la tyrosinase à été étudié. Les solutions mères NaF 150 mM, acide 

benzoïque 5 mM, Na3N 150 mM et L- cystéine 2,5 mM, sont préparées dans du tampon 

phosphate (pH 7,0). 

Le milieu réactionnel (dont le volume est de 2 ml) contient le substrat (pyrogallol) à 

différentes concentrations dans un tampon phosphate (0,1 M-pH 7,0), Sjil de la solution 

d'enzyme et une concentration fixe d'inhibiteurs. 

Les vitesses des réactions sont calculées à partir de la partie linéaire de la courbe 

- 	absorbance en fonction de temps. Toutes les analyses ont été exécutées trois fois. 

Les constantes d'inhibition (KI) et (lU') pour chaque inhibiteur sont estimées à partir 

- 	des graphes de Lineweaver-Burk. 

XII- Etude de la stabilité thermique: 

L'activité enzymatique résiduelle, de la polyphénol oxydase à été évaluée après 

incubation de solutions d'enzyme (3m1) dans un bain marie à différentes températures 

comprises dans la gamme 25°C-70°C pendant 30 minutes. Les conditions standards de 

mesure de l'activité enzymatique sont: 25°C, pH 7,0 (tampon phosphate 0,1 M), substrat: 

catéchol 20 mM). Toutes les analyses sont exécutées trois fois. 

XIII- Influence de la température sur la vitesse initiale d'oxydation du pyrogallol 

par la polyphénol oxydase: 

Afin de déterminer l'effet de la température sur la vitesse initiale, on mesure la vitesse 

initiale d'oxydation du pyrogallol à différentes températures comprises dans la gamme 25°C-

50°C. Le volume de l'enzyme est de 5 jil et la concentration du substrat est 20 mM. Le pH du 

milieu est maintenu par le tampon phosphate de sodium (0,1 M - pH 7). 

L'énergie d'activation de l'enzyme est déterminée, en portant sur un graphique la 

variation du logarithme décimal de la vitesse initiale en fonction de l'inverse de la température 

absolue (graphique d'Arrhénius) dans la mesure où la température n'entraîne pas la 

dénaturation de l'enzyme. Tous les essais ont été répétés trois fois. 

.4 
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XIV- Effet de la nature du solvant sur l'activité catécholase de la polyphénol 
oxydase: 

Préparer une solution stock de catéchol à 0,4 M dans de l'éthanol à 96,6°. L'activité de 

la polyphénol oxydase est mesurée par spectrophotométrie à 372 nm en milieu aqueux et 

dans divers solvants organiques miscibles ou non à l'eau (eau log P = 10,2; éthanol log P = 

4,3 ; isopropanol log P = 3,9 et chloroforme log P = 4, 1). La réaction enzymatique est initiée 

par l'addition d'une suspension d'enzyme de 20 III d'extrait aqueux à 2 ml des différents 

milieux réactionnels contenant 10 Mm de catéchol à 25°C. 

XV- Développement d'un système à fibre optique pour le dosage des composés 

phénoliques: 

Nous avons tenté de construire un dispositif simple à fibre optique permettant le 

dosage enzymatique des composés phénoliques par absorption du produit d'oxydation (o-

quinones). Ce dispositif comprend les principaux éléments suivants: une DEL bleue (Diode 

Electro luminescente) (235-9900 3mm, made in Japan) qui sert de source de lumière de 

longueur d'onde 470 nm, une fibre optique à deux branches (BIF 600-Uv/Vis océan optics 

BV), un phototransistor (SFH320 192-5405, made in Malaysia) ou une photodiode, une 

cellule contenant la solution phénolique à analyser et un générateur de courant (Philips PE 

1509, 0-30 V ; 400 mA), un afficheur analogique ou un multimètre digital M890Cr. 

XV-1. Mode de fonctionnement: 

Placé une DEL alimentée par un courant de 50 milliampères (3,5Volts) à l'extrémité 

d'une fibre optique permettant la transmission de la lumière à partir de la source lumineuse 

vers la cellule contenant l'échantillon à doser. 

L'intensité de la lumière sortant de cette cellule est captée par un phototransistor (ou 

une photodiode) qui est à son tour relié(e) à un enregistreur. 

XV- 2. Limite de détection et performance de l'appareil: 

Afin de mesurer la sensibilité de l'appareil nous avons établi une gamme étalon de 

catéchol à différentes concentrations (pH 7,0, tampon phosphate, à température ambiante). 

On ajoute 20 jil d'extrait enzymatique de l'étape (1) à 2 ml de la solution de catéchol 

et on mesure la valeur indiquée par l'enregistreur après environ 7 minutes (temps nécessaire 

pour avoir une oxydation complète du catéchol par l'enzyme dans les conditions 

expérimentales utilisées), ce même travail est réalisé à l'aide d'un spectrophotomètre (Jenway 

6405 UV/Vis) réglé à 470 nm. 
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Natéiiefs et Wétfiodes 

La performance de notre appareil à fibre optique a été déterminée par comparaison 

avec le spectrophotomètre (Jenway 6405 UV/Vis). Pour cela on a étudié l'effet de la 

concentration de l'enzyme par spectrophotométrie à 470 nm et au moyen de notre dispositif 

Les conditions de mesures étaient : catéchol 20 mM, 25°C, pH 7,0 (tampon phosphate 

0,1 M), pour les différents volumes d'extrait enzymatique de l'étape (1) suivants : 5 - 10— 15 

-- 20 pl/ 2 ml de milieu réactionnel. La vitesse initiale de la réaction est calculée par la 

méthode 2 points, pour un temps de réaction de 20 secondes. 
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Rsu[tats et Discussions 

Cependant, l'ensemble des composés phénoliques n'a pas été éliminé par l'acétone. 

Ces substances, ainsi que les protéines elles-mêmes, servent comme substrat pour la 

polyphénol oxydase dans l'extrait aqueux [2]. L'extrait obtenu est partiellement purifié par 

précipitation par l'acétone (99,5%). La précipitation par l'acétone de l'étape (1) à l'étape (2) 

permet le déplacement des substances pectiques des tissus de champignon [1]. La 

précipitation par le sulfate d'ammonium de l'étape (2) à l'étape (3) est employée pour éliminer 

l'acétone, les protéines inactives et les sucres de poids moléculaire élevé. De même elle 

permet de concentrer l'enzyme [19,42, 83]. 

Par cette succession de purification les phénols endogènes ont été séparés des extraits 

d'enzyme par l'adsorption de la PPO sur la célite [139]. L'emploi de la célite c'est avéré 

sélectif pour la PPO. En effet la célite est reconnue comme étant un adsorbant des protéines 

contenant du cuivre [230]. 

Comme attendu, ces méthodes impliquent une diminution du rendement de l'activité 

enzymatique et ne permettent pas d'enlever totalement le matériel coloré [146]. 

L'activité de la PPO dans l'extrait brut de l'étape (1) et également celles partiellement 

purifiées de l'étape (2) et (3) ont été testé pour leur activité diphénoloxydase (catécholase) et 

monophénolase (crésolase). La L-tyrosine et le pyrogallol sont utilisés comme substrats 

expérimentaux [109]. 

UL'activité de la polyphénol oxydase des extraits est positive en utilisant la L-tyrosine 

(activité monophénolase ou crésolase). Cette même remarque est valable lorsqu'on utilise le 

pyrogallol (activité diphénolase ou catécholase). 

L'extrait d'enzyme obtenu après fractionnement par le sulfate d'ammonium révèle 

l'activités catécholase et crésolase les plus élevées. 

La double activité de la PPO comme indiquée par Papa et al. [223] se compose d'une 

réaction oxygénase sur la L-tyrosine pour donner la DOPAS (dihydroxy phénylalanine) et 

d'une réaction simple de déshydrogénase sur le pyrogallol pour produire la purpurogalline 

(figure 11) [157, 151]. La PPO est considéré comme tyrosinase vraie, car elle catalyse 

l'oxydation des mono- et des diphénols [21]. Smith et Krueger [159] ont démontré que les 

deux types d'activités se produisent dans le champignon. 

Vanni et al. [294] montrent la présence de deux sites actifs sur la molécule de la PPO 

pour les deux différentes activités. Le rapport de ces deux genres d'activités dépend d'une part 

de la source d'obtention de l'enzyme et de sa méthode de purification [11, 125, 159]. 

49 



Résuttats et Discussions 

Selon Mayer et Harel en 1979 [19] le phénomène de la labilité de l'activité crésolase 

résulte des changements au sein de la structure de la protéine pendant sa purification. Une 

telle latence pourrait être le résultat du traitement par l'acétone plutôt qu'une propriété native 

de l'enzyme. Selon ces mêmes auteurs en 1991 [124], plusieurs des préparations partiellement 

purifiées ou même brutes manquent d'activité labile crésolase. 

Parmi les préparations de la PPO, celles des pommes de terre, des pommes, des 

feuilles de betterave à sucre, des fèves, et des champignons possèdent les deux activités. Par 

contre celles des feuilles de thé, du tabac, de la mangue, des bananes, des poires, et des 

merises n'agisserjt pas sur les monohydroxyphénols [1]. 
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Figure 11: Réactions catalysées par la poyphénol oxydase: 

e [AI: Déshydrogénation de catéchol en o-benzoquinone [ 1 8]; 

• [BI: Hydroxylation et oxydation de la L-tyrosine en L-DOPA quinone 

respectivement [123]; 

• [C]: Déshydrogénation de pyrogallol en purpurogalline [151, 157]. 
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Dans cette étude la polyphénol oxydase (PPO; EC: 1.14.18.1) a été, tout d'abord, 	:. 
extraite en milieux aqueux à partir d'une poudre d'acétone de champignon de Paris (Agaricus 
bisporus). L'extrait brut d'enzyme est ensuite partiellement purifié par précipitation par 
l'acétone suivie d'un fractionnement par le sulfate d'ammonium à 60%. Nous avons observé 
que les différents extraits enzymatiques brut et partiellement purifiés possèdènt deux activités 
catécholase et crésolase mesurées par spectrophotométrie à 420 et 475 nm pour le pyrogallol 
et la L-tyrosine respectivement. En fin de purification, l'activité enzymatique est doublée pour 
les deux activités. L'activité volumique déshydrogénase atteint 189,3 et 3,35 U.E/ml pour 
l'activité hydroxylase (30°C, pH 7- tampon phosphate de sodium 0, 1M). Les extraits des 
enzymes stockés à -15°C pendant 44 jours sont relativement stables. On a constaté l'existence 
d'une faible activité laccase qui représente seulement 0,22 % de l'activité total polyphénol L 
oxydase. 

L'étude des effets du pH, la spécificité du substrat, la concentration du substrat et 
d'enzyme et la température, a été effectuée. Deux pH optimaux ont été trouvé pour les 
différents extraits d'enzymes, l'un est de 5,3 et l'autre est de 7 ou 7,6 avec le pyrogallol 
comme substrat utilisant soit l'extrait brut et partiellement purifié par le sulfate d'ammônium 
soit par précipitation par l'acétone. Il est remarquable que l'activité enzymatique soit 
maximale au voisinage de la neutralité. Il s'est avéré aussi que le pH optimal de l'enzyme 
dépend du degré de pureté de l'enzyme et du substrat phénolique. La PPO peut catalyser les 
mono-, di- et les triphénols avec une préférence variable. En terme d'efficacité catalytique 
(Vmax/Km), le catéchol représente le meilleur substrat pour l'enzyme. Les paramètres 
cinétiques de l'enzyme d'extrait brut sont: V = 78,6 (U.E/min.ml ), Km = 1,4 mm et K8  
249,82 mM pour le pyrogallol et Vmax = 168,72 (U.E/min.ml), Km = 0,40 mM et K8  = 269,83 

	

mM pour le catéchol. La vitesse initiale d'oxydation du pyrogallol dépend de la concentration 	- 
d'enzyme. De même, l'activité de l'enzyme augmente en fonction de la température entre 25: 
et 50°C). L'énergie d'activation de la réaction d'oxydation du pyrogallol est de 22 0/mol. 

L'étude de la stabilité thermique montre que la PPO est une enzyme qui n'est pas 
thermostable. Son activité diminue lorsqu'elle est incubée pendant 30 min aux températures 
supérieures à 35°C. 

L'effet de la nature du solvant du milieu réactionnel sur la cinétique d'oxydation du 

	

catéchol par la PPO a été étudié. Il a été observé que l'enzyme peut fonctionner dans des 	f 
milieux organiques et que son activité enzymatique en milieu organique est nettement 
inférieure par rapport aux milieux aqueux. La présence de 14% d'eau dans le milieu 
réactionnel suffit pour activer l'enzyme à 50%. 

L'inhibition de la PPO a été étudiée avec des inhibiteurs comme l'acide benzoïque, 
l'azide de sodium, la L-cystéine et le fluorure de sodium. Une inhibition de type compétitive a 
été obtenue avec l'acide benzoïque et l'zide de sodium. Une inhibition de type mixte a été 
obtenue avec la L-cystéine et le fluorure de sodium. L'acide benzoïque et la L-cystéine sont 
les inhibiteurs les plus efficaces. 

Le dosage des composés phénoliques par la PPO faite par un système à fibre optique 
(DEL470 ) réalisé dans notre laboratoire c'est avéré plus sensible et reproductible dans la 

- -  gamme des concentrations du catéchol étudiées par rapport à la mesure traditionnelle par 
spectrophotométrie (UV/Vis) à 470 nm et dans les mêmes conditions. L'étude comparative 
entre notre système optique et celui spectrophotomètre Jenway 6405 (UV/Visible), monfre 
que les valeurs obtenues sont très rapprochées. 
Mots clés: Champignon de Paris, Agaricus bispôrus, Polyphénol oxydase, Isolation, 
caractérisation, biocapteur, fibre optique, DEL, Phototransistor, composés phénoliques. 


