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Abréviations

Arom : aromatique.

°c : degré Celsius.

Da : daltoniDa=1/12 masse de carbone.

DO : densité optique.

E.C. : Enzyme Commission.

g : gramme.

HMQC: Heteronuclear Multiple Quantum Coherence.
HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Coherence .
HSR : Horseradish .

HRP: Horseradish Peroxidase.

IR: infrarouge.

KDa : kilo dalton.

ml: millilitre.

PODs : les peroxydases.

PPOs : les polyphénols oxydase.

Rdt : rendement.

Rf : rapport frontal.

RMN : résonance magnétique nucléaire.

T°amb : température ambiante.

trop : tropolone.

T°f : température de fusion.



Introduction Générale

Introduction Générale

Une cellule ne fabrique que ce dont elle a besminqui est nécessaire a son
environnement au moment ou elle en a besoin. Cé#kté est due au fait que tous les
organismes vivants, des bactéries jusqu’a I'étrmdin dépendent pour leur existence de

catalyseurs biologiques appelés « enzymes ».

Les enzymes sont des substances organiques spldbléa famille deprotéines qui
catalysentune réaction biochimique. Les enzymes interviendant toutes les réactions du
métabolisme(ensemble des réactions enzymatiques qui se détaldes les cellules et dans
le milieu intérieur d’'un étre vivant) et sont ingénsables au bon fonctionnement de

'organisme.

L'oxydation est I'un des procédés les plus fréqunent utilisés dans la synthése
organique et bien qu'un grand nombre de méthodm# &ité développé pour réaliser cette
transformation, la plupart d'entre elles ont I'imeénient d'utiliser des acides hautement
corrosifs ou des composés meétalliques toxiques ggnerent des résidus indésirables

contrairement aux enzymes

Les polyphénols représentent I'un des groupeslies importants du métabolisme
secondaire. Trés abondants dans les fruits et légulis présentent une faible toxicité et ils
protégeraient de nombreuses maladies (cancers,diemlacardiovasculaires, maladies

inflammatoires et neuro-dégénératives, ...).

» Dans ce présent travail, nous nous sommes intégedaépremiere classe des six
grandes classes des enzymes, les oxydoréductagestieulierement aux oxydases
qui jouent un rdle tres important dans toutes Ehiles vivantes; nous nous sommes
concentrés sur les peroxydases et les polyphénddeeg, qui sont employés sous
'acronyme « PODs » et « PPOs » respectivement iiatns travail.

U Les PODs (EC 1.11.1.7), sont des enzymes parmplies universels du
monde des vivants. Elles catalysent I'oxydation piigsieurs substrats en
présence du peroxyde dhydrogened}), agissant comme accepteur et
d’autres composés agissant comme donneurs d’atdimgirogene.[1¢t[2]

Elles sont impliguées dans plusieursc@ssus physiologiques dont la

croissance et la résistance aux contraintes biegigti abiotiques.



Introduction Générale

U Les PPOs (EC 1.14.18.1), sont largement distribwnsdla nature
particulierement dans la plupart des fruits et hdgs [3], elles catalysent
I'oxydation biochimique des polyphénols au dépeadakygene de I'air.

» Une étude qualitative de I'oxydation du pyrogalfmr divers PODs et PPOs de
différents légumes et fruit est réalisée dans ésgnt travail. Une optimisation des
conditions de pH pour la variété d’ail est égaletméalisée. Finalement, une étude de
I'activité des PODs et PPOs présents dans l'aispactrophotométrie U.V / VISIBLE

en analysant le produit obtenu suite a I'oxydatlarpyrogallol est achevée.

Le manuscrit se présentera de la maniere suivante

R/

% Une partie bibliographique dans laquelle nousrik&fins, les réactions enzymatiques,
le brunissement enzymatique, les Peroxydases wlRaioloxydases.

R/

% Une partie théorique ou nous présenterons et @i les résultats obtenus.

R/

% Enfin, une partie expérimentale, dans laquellergetécrits tous les modes opératoires
mis au point.
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|- Les réactions enzymatiques:
1°/ Généralités et Définitions :

Les enzymes, catalyseurs biologiques des organismesnts, sont des

macromolécules généralement de nature protéigelestsont aussi chirale [4].

Les enzymes sont donc constituées de plusieurssac@minés de sérike reliés entre
eux par une liaison peptidique (amide). Les enzysoes donc des polypeptides de masses

moléculaires élevées entre 10 a 1000 kDa.

Les enzymes agissent comme catalyseurs biologigie ld régulation de la vitesse de

nombreuses réactions thermodynamiquement poss$géiaias modifier leur état d’équilibre).

La partie importante de I'enzyme est constituéesiti actif. C'est dans ce site, qui
prend souvent la forme d'une cavité, que se fixsulestrat qui pourra alors étre soumis a

l'action de I'enzyme afin de le transformer en pibg[5] Le site actif est constitué :

K/

% D’un site de reconnaissance formé d’'acides amigésjntervient dans la formation

du complexe Enzyme-Substrat.

% D'un site catalytique, ou se produit la réactibichimique.

2°/ Classification des enzymes:

La majorité des enzymes sont nommées et classégsed’ la réaction qu’elles
catalysent, et sont classées en six grandes catgglipendant du type de réactions qu’elles
contrblent ; chaque enzyme se voit attribuer un éronde code, un nom systématique et

eventuellement un nom commun recommandé (E.C.XXJ.X6]

Classes Réactions catalytiques
. Réactions de transfert d'électrons (ou
OxydoréductaseEC 1.x.X.X) d'atome d’hydrogéne). (
Transfert de radicaux (Groupements

TransferasegeC 2.x.x.x) phosphates, amines, méthyle, ... etc.).

HydrolasegEC 3.X.X.X] Réactions d’hydrolyse.
Addition de doubles liaisons a une molécule
LyaseSEC 4.x.X.X) et enlévement de groupements chimiques
sans hydrolyse.
IsomérasefEC 5.X.X.X] Réactions d’isomérisation.
LigasegEC 6.X.X.X] Formation de liaisons chimiques

Tableau 1 : Les six grandes classes d’enzymes
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3°/ Propriétés chimiques des réactions enzymatiques:
Les réactions enzymatiques remplissent parfaitetesrdonditions de la chimie verte

car elles se font :
v Dans l'eau.
v' A température ambiante.
v' A un pH précis ; en général neutre.
v Sans donner de sous-produit.

v" De maniére trés sélective et méme parfois stéléotsk.
lI-Brunissement enzymatique :

De nombreuses denrées alimentaires subissenhdegements de coloration avec le temps.

Ce changement de couleur peut-étre di a deux pregresndifférents :

% Brunissement enzymatique :

-

ry
]y -
WALy
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Ces réactions sont le résultat de la transformgteml'intermédiaire de systeme spécifique
des composés phénoliques en polyméres coloréhjdespuvent en brun ou noir sous l'action
de I'oxygéne de l'air et d'une enzyme : la polyphlérydase (PPO). [7] et avec la réduction

d’oxygéne en eau. [8]

Les deux parametres influencant le brunissemenyneatique sont les teneurs en composeés

phénoligues (vacuolaire) et en concentration d’ereycytoplasmique).

Les substrats les plus fréquents présents darcelieses végétales qui sont oxydées
par les PPOs sont l'acide chlorogénique et la itogige. [9], [10]

Z OH

NH,

OH HO

Tyrosine

Acide chlorogénique OH

Schéma 1 : Polyphénols (Acide Chlorogénique et layfiosine).

Sous l'action d’enzymes PPO [11] et parfois ausspeésence de POD, ces composés
phénoliqgues s’oxydent facilement en quinones, qubissent en solution aqueuse une

polymérisation donnant un pigment hétérogéne bmeignine). [12]

OH OH Q
OH O
Polymeres
—_—  —— Reéactor > Mélanines
: éaction non .
Hydroxylation Oxydation . rlnati s  colorés
enzymatique enzymatique nzymatq
R R R
Phénols Ortho-diphénols Ortho-quinones
(souvent incolor) (souvent incolor) (colorés)

Schéma 2 : Oxydation de composés phénoliques en Qanes.
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Parfois ces polymeres réagissent avec des acideseesnet des protéines pour
produire des composés colorés insolubtess derniéres sont, elles méme bactéricides et
fongicides. [13]

lll-Peroxydases et Polyphénols oxydases :
De nombreux travaux ont porté sur I'étude et l'itfezation des Peroxydases et des

Polyphénols oxydases dans différents fruits et rféggl comme les tomates [14], les

pommes[15], les péches [16], les aubergines [&3]frhises[18] ...etc.

1. Les peroxydases « PODs » :
Les peroxydases des plantes (E.C. 1.11.1.7), agpaldssi peroxydases de classe lll,
catalysent I'oxydation de plusieurs substrats destphénols et les amines aromatiques en

présence du peroxyde d’hydrogéne (Schéma 3). [19]

R R R
Hydroxylation Oxydation
E— —_—
H @]
NH; NH, NH

Aniline 6-iminocyclohexa-2,
ou Benzidine 4-dienone

Schéma 3 : Action des PODs sur les amines aromatieg!

Ces enzymes sont aussi impliquées ldaégradation de la lignine. [2QJe sont des
glycoprotéines contenant de la ferriprotoporphyfie&omme groupe prosthétique et du
calcium (Schéma 4). [21]

COOH COOH

Schéma 4 : ferriprotoporphyrine
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2. 2.Les polyphénoloxydases « PPOs » :

Les PPOs sont des métallos enzyme contedantuivre

[22] qui est le site d'interaction avec l'oxygeekle substrat
phénolique (Schéma 5). Elles jouent un réle desta@sce contre
les infections microbiennes, virales et aussi @lds mauvaises

conditions climatiques. [23]

Elles représentent moins de 1% des protéines sotiaies
les fruits et les végétaux. Les conditions dangueles sont
cultivées les fruits et les légumes influent saffihité que peut

avoir une PPO vis-a-vis d’'un méme substrat. [24] Schéma 5

Réaction avec les o-Diphénols catalysée par les PPOs formant
des quinones[25] .

OH o

OH
o (@}
oH PPO o PPO
2 +1/2 Oz T’z
10 H,0

Schéma 6 : Oxydation des o-diphénols en o-quinong25]

Les PPOs sont subdivisées en deux sous classes

majeur, la tyrosinase et la laccase :
Figure 4 Active Site of Tyrosinase

1°/ La tyrosinase %@@
Encore appelée catécholase ou catéchol oxyda: y b
é

[26] 5 HS 216

Schéma 7 :Site actif de la tyrosinase

(O-diphénol : @Oxydoréductase, Enzyme \
Commission : EC (1.10.3.1.) Cofacteur : 2 atom

de Cuivre (Schéma 7).
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2°/ La laccase

(P-diphénol :@0Oxydoréductase, enzyme
Commission : E.C (1.10.3.2.) Cofacteur : 3 atom

de Cuivre (Schéma 8).

IV-Les composés phénoliques :

Schéma 8 teSactif de la laccase

Les composés phénoligues sont des métabolites daices des plante®e trés nombreux

composés phénoliques ont été caractérisés a ce jour

On peut citer a titre d’exemple:

OH

OH

Pyrogallol

OH

CH3
4-methyl catéchol

OH

OH

OH

Pyrocatéchol

HO

OH
Acide gallique

OH

% Le thé (noir) contient de la Catéchine qui apression se transforme en

Théaflavine (c’est un antioxydant permettant deuireédle taux de cholesterol

LDL et de réduire la croissance des cellules causs) et certains fruits tels

gue les dattes, les grenades(Schéma 9), les rdisinagrumes et les noix sont

aussi des sources importantes de polyphénols. [27]

Les fraises, peuvent en contenir plusieurs dizaggemilligrammes par kilogramme de fruit

frais, principalement sous formes d’acides galligud’acide p-hydroxybenzoique.
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Ces composés jouent aussi un réle important dagsdbté alimentaire des fruits et

déterminent ainsi leur saveur.

lIs sont associés a de nombreux processus phyi&jaksy : croissance cellulaire,

différenciation, dormance des bourgeons, floraisamerisation...

lIs sont souvent plus concentrés dans les zortesnes du fruit ou Iégume.

Schéma 9 : Théier, Dattier, Graines de Grenade.

1°/ Les principales classes de polyphénol :

e Les acides phénoligues (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnarsique

Acide sinapique (huile d'Olive)
(0)
e N OH

HO

H,C

OH
0] OH OH
0] i/
\ o
HO Acide Rosmarinique(Romarin)
OH

Schéma 10 : Acide&pique et Acide Rosmarinique

10
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e Les flavonoides

OH

OH

HO O

OH

OH Catechine
(FLAVONOIDES)

Schéma 11 : Catéchine

e Les tanins et lignines

OH

Procyanidol
(TANNINS) OH

Schéma 12 : Procyanidol

2°/ Propriétés biologiques des polyphénals :
Les polyphénols présents dans les fruits et |égipussedent de nombreuses activités

biologiques, on peut citer a titre d’exemple :

» Prévention de la maladie de Parkinson[28], Diabete |'athérosclérose et des

maladies cardiovasculaire. [29]
» Effets anti-inflammatoires. [30]
» La Catéchine contenue dans le thé a montré uneitgctnti tumorale. [31] et [32]
» Propriétés antioxydants [33] : les polyphénols socapables de piéger les radicaux

libres qui sont la cause de stress oxydatif. [34]

11
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V-Réaction décrite dans la littérature :

L’activité biocatalytique entre le catéchol et umposé hétérocyclique 1,3- dicarbonylés est
étudiée avec de I'extrait de peroxydases d'oidirah Pour donner les coumestans et

benzofuroquinolinones correspondants.

La Peroxydase qui se trouve dans l'oignon bruegté utilisé dans I'oxydation du

Catéchol selon la réaction suivante (Schéma 18). [3

OH
OH H,0,
Solution tampon citrate
AN OH pH=5-6 OH
* POD
X O OH

X=0; N-CH;. N-H

Schéma 13 : Oxydation par la POD extraite de I'oigon brute.

L’oxydation débute par la formation d’'une 1,2 Begzimone(Schéma 14), qui subit
une addition 1,4 sur le substrat de départ pour nelon6-methylene-6H-

benzofurol[3,2-c]Jchromene-8,9-di@bur x=0) (Schéma 15).

OH O
Oxydation
POD
OH H,0, o

Schéma 14 : Oxydation de I'o-diphénols.

12
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OH OH
OH
\ /\1 @) \
N Addition 1,4 OH
e
X 0 o X o
Oxydation
OH
o
OH OH :
Addition 1,4 N ©
X o X 0
X=0; N-CH;. N-H

Schéma 15 : Mécanisme réactionnel de formation.

VI-Conclusion:

A travers ce chapitre, nous avons abordé quelqée®rglités sur les réactions
enzymatiques, puis nous nous sommes attardésssoxyelases et plus particulierement sur

les Peroxydases et les Polyphénoloxydases.

Cette derniére classe d’enzymes, les Polyphénobseglinterviennent beaucoup dans
le brunissement enzymatique, phénomeéne qui cayserta de milliers de tonnes de fruits et
légumes, ensuite nous nous sommes intéressés fééremlis polyphénols que 'on retrouve

dans divers fruits et legumes et des activitéogigues qu’ils pouvaient avoir.

13
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Chapitre 11

Reésultats et discussions

14
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Les enzymes sont de plus en plus utilisées comiag/saurs de reactions chimiques :
Concept de la chimie verte.[36] Parmi ces enzymasgshnous sommes intéresses aux

oxydases et précisement queroxydaseqPODSs) etpolyphenoloxydases (PPOSs).

Le «horseradish ou radis noir » représente la @lamtditionnelle la plus richen
peroxydase appellésRP .Cependant ce type de radis ne pousse pas pattduti faut un
milieu de culture spécifique ce qui rend son aclifigile.

L’idée d’investiguer d’autres sources végétalasgpmantes en peroxydases est alors

sollicitée afin de substituer la HRP.

Dans cette optique, la premiere partie de ce trgp@ie sur un « screening » des

oxydases (POD et PPO) sur un ensemble de fridigetmes .
Ces végétaux ont été choisie pour diverses rajsamsi lesquelles on peut citer :

» Présence de ces fruits et légumes dans la wilayEL &#VCEN.
» Brunissement enzymatique de ces fruits et léegumes.

» Vertues thérapeutiques connues depuis longtemps.

» Originalité du sujet.

|-Oxydation du Pyrogallol :

1°/ Réaction :

Pour réaliser ce travail nous avons choisi la réadest suivante :

OH OH o)
T°amb OH
HO H202/02 HO
Enzyme
2 >
HO ou KIO3 HO
Pyrogallol Purpurogalline

15
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Les enzymes ont beaucoup apporté a la synthesa plerpurogalline ; la réaction
enzymatique donne de meilleurs rendements et lésoaés de purification sont nettement
plus intéressantes qu’avec la méthode chimique 'oiilidation de KIQ ('iodate de

potassium) comme oxydant donne de nombreux prosedasndaires. [37]

La synthése de la purpurogalline, utilisant desyer®s pures telles que HSR

peroxydase et la laccase sont décrites danséealittre. [38]

2°/ Mécanisme de formation de purpurogalline:

Ce mécanisme est aussi bien valable par voie gbenjue par voie enzymatique. La
réaction débute par la formation d’'un composé éolarl,2-benzoquinone (A) qui va subir
une réaction de Michael sur elle-méme avec formadian composé polycyclique (B) qui se
ré-oxyde de nouveau en produit (C). L’acide carligug (C), ainsi formé est décarboxylé en
présence d’eau pour donner de la purpurogalline.[8 mécanisme est résumé selon le

schéma suivant :

O
OH OH
HO“
HO purpurogalline

16
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lI-Recherches d’'oxydases dans différents fruits dégumes :
Etude qualitative

1°/ Recherche de peroxydases (PODs) :

L’étude qualitative porte sur la préparation deuapurogalline a partir du pyrogallol,
en utilisant des extraits de légumes et de frusceptible de contenir des peroxydases. Ce
type d’enzymes nécessite 'emploi d’'une solutioluék de peroxyde d’hydrogenebs).

[39]

Nous avons choisi une variété de végétaux a savoir

- Le coing(Cydonia oblongpa

- La grenadgPunica granatum).

- Le navetRhaphanus Sativus L.).
La féve(Vicia Faba).

- Lartichaut (Cynara scolymus).

- Le topinambour(Helianthus Tuberosus L).

L’ail (Allium sativum).

Les légumes et les fruits sont tous des variétealés et les extraits utilisés ont tous
été préparés de la méme maniere. (Voir partie @rpétale).

Résultats :

Extrait de fruit ou de légume Activité de la POD

Artichaut Négative

Topinambour Positive

Ail Positive

Coing Positive

Grenade Négative

Feve Positive

Navet Positive

Tableau 1 : Recherche de POD.
Interprétation

* Artichaut : Présence d’'un composé oxydé autre que la purpilinega
» Topinambour : Brunissement rapide et obtention de la purputiogal

o Ail: Affinité des PODs présent vis-a-vis du pyrodafiormation de purpurogalline
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Chapitre 1l Résultats et discussions

» Coing: Nous constatons que la formation de quinones l@seODs dans I'extrait de
pelure et de chaire de coing se fait rapidemepiaettonséquent on a eu une affinité
des PODs vis-a-vis du pyrogallol.

* Grenade : Absence de PODs dans l'extrait d’écorce de grenade

* Feve :Présence de PODs dans les pelures de féves.

 Navet: La formation de quinones a été tres rapide, lenibsement le prouve ;

Affinité des PODs du navet vis-a-vis du pyrogallol

2°/ Recherche de polyphénoloxydases (PPOs) :
En parallele, une étude qualitative portant towgosur la préparation de la
purpurogalline a partir du pyrogallol, a été réaksir ces mémes fruits et légumes dans le

but de rechercher des polyphénols oxydases. Ce dypezyme agit en présence

d’oxygéne de l'air.

Extrait de fruit ou de légumes Activité de la PPO
Artichaut Positive
Topinambour Positive
Alil Positive
Coing Négative
Grenade Négative
Feve Positive
Navet Négative

Tablu 2 : Recherche de PPO.

Interprétation :

* Artichaut: Les PPOs sont presents dans I'extrait du cceuichiaut, et ont une
affinité vis-a-vis du pyrogallol.

* Topinambour : Obtentionde la purpurogalline .

e Ail: Formation de la Purpurogalline.

» Coing : Pas d'affinité des PPOs dans I'extrait de ped&irde chaire de coing vis-
a-vis du pyrogallol.

* Grenade : Pas d’affinité des PPOs dans I'extrait de petiggrenade vis-a-vis du
Pyrogallol.

* Feéve :Affinité des PPOs dans I'extrait de pelure desfeis-a-vis du pyrogallol.

* Navet: Absence daffinitt des PPOs dans l'extrait de bhavis-a-vis du

pyrogallol.

18
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Conclusion

Les extraits de topinambour ; I'ail entier ; le mgi; la féve et le navet donnent des
résultats positifs pour l'identification des POBdors que dans l'autre étude nous notons la

présence de PPOs dans : I'artichaut, topinambailrehtier et la feve.

La température de fusion des produits pour ledtadsipositifs étaient supérieur a 260°C.

llI-Activité des Polyphénoloxydases de I'ail en foation du pH :
Etude Quantitative

L’ail est I'un des légumes les plus anciennememnas et dont on s’est servi aussi
bien pour se nourrir que pour se soigner .Plusiéagaux ont porté sur les substances
bioactive de l'ail. L'allicine aide dans la prévemt de maladies : cardiovasculaire, [40]
hypertension, [41hypolipémiant[42]

Alors que les composés allyle sulfite poumtsader a I'inhibition de cancer

colorectal [43], de la prostate [44] et aussi’dstbmac. [45]

L’ail présente donc de nombreuses vertus thérapegj et du fait de sa disponibilité
pendant ce travail nous avons optimisé l'actividal PPO qui s’y trouve, en faisant varier
le pH de la solution enzymatique.

La sensibilité au pH des activités enzymatiquesxique par le fait que les substrats
et les sites actifs des enzymes portent souvengegpes fonctionnels acides ou basiques
dont l'ionisation varie avec le pH. Ces effets dtgi leur magnitude different d’'une enzyme

a l'autre.

Nous avons choisi pour notre étude I'extrait deiltier .Selon les pH utilisés, nous

obtenons les résultats suivants :

Rendements % 15 18 21 13 10 8

Tableau 3 : Optimisation du rendement avec variatia du pH
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Variation du pH/PPO

Rendement

55 6,0 6,5 70 75 8,0 85
pH

Schéma 2 : pH optimum.
Conclusion

L’extrait d’ail entier a été préparé dans difféemnisolutions tampons, cependant le
rendement en produit oxydé (forme de purpurogdllireste moyen, il atteint un maximum de
21% pour un pH de 6,4. Ce qui nous incite a dire Igypyrogallol n’est peut-étre pas le
bon substrat pour la PPO contenue dans l'ail

IV-Etude de l'activité enzymatique des PODs et PPOde I'ail par
spectrophotométrie :

L'activité des peroxydases et des polyphénoloxyxgmait étre déterminée :

% Par filtration et extraction du produit d'oxydatidin substrat phénoliques (dans notre
cas la purpurogalline). Cette méthode a été applaans le chapitridl. pour mettre
en évidence l'activité des PPOs de l'ail en foncti pH.

+ Par voie spectroscopique UV/ VISIBLE.

La vitesse de formation de produits peut étre détere par la méthode
spectrophotométrique UV/ VISIBLE en mesurant lagig optique « DO » des composés
colorés formés a partir des quinones, cette méthetla plus utilisée pour mesurer l'activité
diphénolase de la PPO. Une grande variété de atdbgieut étre utilisée dans ce cas, par

exemple: catéchol, pyrogallol, ou des substratsrakt tels que I'acide chlorogénique [46]
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Résultats et discussions

Dans notre cas le substrat utilisé est le pyrodiidormation du produit d'oxydation

correspondant (purpurogalline) se traduit par urggreentation de la densité optique a 420 nm

gui est mesuré et enregistré au moyen du spectiamiétre.

< .Activité des (PPOs) de l'ail

Absorbance

Pyrogallol/Ail PPO

0,030 -
-
0,025 - e
./
0,020 o
: =5
_/
2
0,015 - _/'
/'/./
-
0,010 - P
-/-/
0,005 ol
-
-
>
0000- w~
T T T T 1
02:15 06:00 09:45 13:30
Temps

Schéma 3 : Activité des PPOs.

L’affinité des PPOs de I'ail vis-a-vis du Pyrogalést trés moyenne, ce résultas est en

accord avec I'étude chimique faite dans la chapiitrele ce travail

«» Activité des PODs de l'all .

3,04
25+

2,0

Absorbance

Pyrogallol/Ail POD

T T

_— .
00:15 00:40 01:05 01:30 01:55 02:20 0245
Temps(mn)

Schéma 4 : Activité des PODs.
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L’ail présente une éxcellente activité de ses pgtages en effet I'absorbance atteint un

maximun en moins de 15 secondes. pyrogallol est un bon substrat pour cette réactin .

% Encouragé par ces résultats nous avons utiliséai&chol comme substrat pour
tester l'activité des PODs de lalil, il se forme produit d’oxydation qui absorbe a
300 nm. Ce travail devra faire I'objet d’'une étuglus approfondie (extraction du

composé, identification et optimisation des cood#i de I'enzyme pour cette

réaction).
Catéchol/Ail POD
1,4 -
1,24
10- |
0.8 - \
: 2
c
S A
£ 06 \
S |
w .
= \
< 044 .
| - F
0,2 4 ﬁ_ /."v-\ i \
0,0 -
5 % T d T b T b T % T
200 300 400 500 600 700

Longueur d'ondes(nm)

Schémab :Formation d’un produit d’oxydation.

[ Catéchol/Ail POD j

1,5 g i s
-/ - n

1.4+ -

1,34 /-

1.2-: /
1,1 /

Absorbance
L

10 1

R S
00:00 00:20 00:40 01:00 01:20 01:40 02:00 02:20 02:40 03:00
Temps(mn)

Schéma 6 : Absorbance du produit d’oxydation.
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Chapitre 111

Partie Expérimentale

23



Chapitre 1l Partie expérimentale

[-Matériels et méthodes

1-Centrifugation :
La séparation des solutions d’extraits de léguneefas avec une centrifugeuse de

type : Sigma 2-16P et Sigma 1-6 respectivement.

2-Température de fusion :

Les points de fusion (Pf) ont été mesurés avec amkB<ofler Heibank de type
WME (50°c-260°c).

3-Chromatographie sur couche mince:

La chromatographie analytique sur couche mince (L&Rté réalisée sur plaques de
TLC gel de silice 60 F254 (Merck KGaA, 64271 Daraas} Germany.

4-Infra rouge(IR):

Les spectres d’absorption ont été enregistrés awespectrophotomeétre Agilent
technologie Cary 640 FTIR.
5-Spectres Ultra Violet:

Les absorbances ont été identifiees Buatech Engineering Management
CO.LTD(UK), VIS-7220G

p— —
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lI-Recherche d’oxydases dans les différents fruitet Iégumes :

Les fruits et Ilégumes suivants ont été utilisémme sources d’enzymes brute pour

cette étude. lls ont été achetés du marché de TLHEHWC

> Chaire de navet.

> Pelure et chaire de coing (sans pépins).

Pelure de la feve.
Coeceur d'artichaut.

Chaire de topinambour.

L’ail (écorce et gousse).

YV V V V V

Epicarpe de grenadine

1-Préparation des solutions enzymatiques :

Nous avons choisi des légumes et fruits saingntsété soit fraichement utilisés soit

congelés a 4°C jusqu’a leurs utilisations.

» La concentration de masse végétale esd de/ml.

» Le légume (ou le fruit) est découpé en petits maugepuis mixé dans un
blinder avec de I'eau distillée froide (5°C). lesjainsi obtenu est centrifugé
pendant 14mn a 6000 tours ensuite filtré.

> A ce filtrat on a ajouté une solution tampon phospipaur avoir un pH de
6.,4.

» Le filtrat ainsi obtenu est appetésolution enzymatique brute ».

2- Réaction test : Synthése de la Purpurogalline paoie enzymatique :

Nous avons réalisé deux réactions en parallele :
v' Avec le peroxyde d’hydrogéne (pour tester les PODS)
v' Sans le peroxyde d’hydrogene (pour tester les PRPOs)

2-1. Réaction test avec le peroxyde d’hydrogéne <«®Gb» :

Dans un erlenmeyer de 250 ml muni d’'un barreau t#gqre sont introduits : 1g de
pyrogallol (0,01M), I'eau distillée 10ml, une sbn d’eau oxygénée 20 ml (0,147M) et 21
ml d’'une solution enzymatique brute par portior7dd, toutes les 60 minutes.
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Le mélange réactionnel est agité pendant 12h aal®&mpérature ambiante, puis le
précipité formé est filtré et lavé a I'eau dis@lé&oide (5-10 °C). On récupére davantage de
produit en traitant le filtrat par extraction avat solvant organique (acétate d’éthyle).

OH 0
OH

HO

HO

Purpurogalline

Schéma 1 : Purpurogalline

Résultats :

Formule Masse Aspect

Nom IUPAC

Tofusion

molaire (solide)

_ 2,3,4,6Tetrahydroxy ¢,.H.0 ] 0,8 3
Puarlﬁ)itrj]reo benzocyclohepten- e 232}3(‘ E?;ngee >260°c  (70%ACcOEY/
J 5-one g g 30%Hexane)

Tableau 1 : Propriétés de la Purpurogalline

Légumes /Fruits Rf (CCM) T®fusion
Navet 0,84 >260°c
Coing 0,84 >260°c

Feve 0,84 >260°c

Artichaut 0,51 >260°c

Topinambour 0,85 >260°c
Grenade 0,65 97°
Aill 0,85 >260°c

Tableau 2 : Réaction test avec les PODs.
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2-2- Réaction test sans le peroxyde d’hydrogéne «®b» :

Dans cette synthese nous avons suivi les mémessétifgrites auparavant cité dans
2-1, sauf que I'on n’a pas ajouté du peroxyde dfbgene.

Résultats :

Nom IUPAC Formule Masse Aspect

TO . Rf
molaire  (solide) ' ™" (CCM)

0,83
Purpuro- o OTEANVAOXY ¢, He0s 220,04 Rouge- (70%ACOEY
galline 5¥one P g/mol orange >260°c 30%Hexane)

Tableau 3: Propriétés de la Purpurogalline

Légumes /Fruits Rf (CCM) T®fusion
Navet / /
Coing 0,84 >260°c
Feve 0,84 >260°Cc

Artichaut 0,84 >260°Cc
Topinambour 0,84 >260°c
Grenade / 97°c

Ail 0,51 >260°Cc

Tableau 4 : Réaction test avec les PPOs.
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[l -Etude quantitative de I'extrait d’ail en fonct ion du pH:

Dans cette partie, nous avons voulu optimiser B®$de l'ail entier a travers une

étude de pH

L’activité enzymatique est testé a température anibi en présence de solutions
tampons : citrate (pH=5,5 - 6) et phosphate (pH=@,2).

En fonction des intervalles de pH, les solutiomsgan sont préparées en utilisant les

protocoles suivants :
1-Solution tampon citrate :

Dans une fiole jaugée, dissoudre 1,64g de Citratesadium dans 100ml d’eau
distillée. Prélever un volume précis de cette smué laquelle on ajoute goutte a goutte de

I'acide acétique a 0,2M afin d’obtenir les pH sat#é5,5 ; 6).
2-Solution tampon phosphate :

Mélanger 0,906 g de Phosphate de potassium damngl t0€au distillée dans une fiole
jaugée. De méme dissoudre 0,946 g d’hydrogénophtspte sodium dans 100ml d’eau
distillée dans une autre fiole jaugée

Mélanger des volumes précis de chaque solutiondfibtenir le pH souhaité (6,4 ;
6,9;7,3:8,2).

Les extraits de légumes sont préparéss dees solutions tampons avec une

concentration 0,4g/ml (40g dans 100ml de solutezngon).
3- Synthése de la purpurogalline :

La synthese de la purpurogalline a été réaliséenskel méthode décrite dans la

premiére partie, paragraphe 2-2.

Nous obtenons un produit oxydé (forme de purputogaRf=0,5) avec les mémes

caractéristiques et des rendements variables etidardu pH.
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Rd 15 18 21 13 10 8

Tableau 5 : Optimisation du rendement par variationdu pH

Variation du pH/PPO

18
16-.
14 4
" N
10—.

8-. \l

T T T T T T T T T 1
55 6,0 6,5 70 75 80 85

pH

Rendement

Schéma 2 : pH optimum.

Résultats :
Formule Masse Aspect _,
Nom IUPAC molaire (solide) T ®fusion
0,5
Purpuro- 25/ BT EIEE (O3 C1iHgOs 220,04 Rouge- (70%ACcOELY/
: benzocyclohepten- o
galline 5 one g/mol orange >260°c 30%Hexane)

Tableau &dentification du produit.
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I\V-Etude spectroscopique de I'activité des peroxydses
et polyphénoloxydases de l'all :

Les méthodes spectroscopiques utilisent la lumigoair effectuer des études

gualitatives ou quantitatives des molécules dafférdnts milieux.
1- Préparations des solutions meres:

1-1-Solutions tampon Phosphate:

» Dissoudre 6,8g de Phosphate de potassium dansddeau distillée (pH=4,6)(1)
» Mélanger 8g d’hydroxyde de sodium dissout dans 1@eau distillée.
» Préparerl00ml de solution tampon phosphate de @H4=en faisant un mélange

judicieux de la solution (1) avec la solution aggeed’hydroxyde de sodium.
1-2-Solutions a 5,33% de Pyrogallol, ou de catéchol

» Préparer 1,333g de Pyrogallol dans 25ml d’eaulldistdans une fiole (de méme pour

le catéchol).
1-3- Préparations de solutions de peroxyde d’hydrame :

» Pour le test avec le pyrogallol : Mélan@eml H202 (a 30%) dans 100ml d’eau

distillée.

» Pour le test avec catéchol : Mélanger 44nhl H>O- (& 30%) dans 100ml d’eau

distillée.
1-4-Préparations de solutions enzymatiques :
Procédure :

% On a suivi le protocole commun de la préparation lalesolution

enzymatique(S.E.) de l'ail avec les quantités suties :

40g d’écorce et gousse d'ail rajouté a 22ml sofuteompon de phosphate pH égale a

6,4 ; mixer le tout, puis rajouter encore 16ml d'elstillée.
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2- Dosage de l'activité des enzymes:
Test a blanc, réglage a zéro de I'absorbance :
+ Dans une cuve en quartz, déposer, dans l'ordm@ut® tampon phosphate

(pH =6 ,4) le Pyrogallol puis I'introduire dans $pectrophotometre, régler sur
une longueur d'onde égale a 420 nm. Réglage a dérta densité optique de
'absorbance. C’est la cuve de Référence

% Dans une autre cuvette en quartz, déposer, damsel'da solution tampon
phosphate, le pyrogallol, 'extrait d'enzyme, puldntroduite dans le
spectrophotometre. La valeur des absorbancesmsestirées toute les 10s

pendant une durée de 15 minutes. C'est la cuvegmlyse.

2 .1- Activité des Polyphénoloxydases « PPOs » ¢ll:

T S

0,1M Solution Tampon 2,7 ml 2,6 ml
Pyrogallol 0,3 ml 0,3 ml
Solution Enzymatique:0,4g/ml / 0,1 ml

Tableau 7 : Dosage des deux cuvettes.

Résultats :

Absorbance 0,000 0,003 0,004 0,009 0,014 0,017 0,020 0,024 0,026

Temps(mn) 0:00 1:30 2:15 5:15 8 9:45 11:15 13:30 15

Tableau 8 : Résultats de I'activité des PPOs de lla

2 .2 — Activité des Peroxydases « PODs » de l'alil :

» Le méme protocole cité dans le paragraphe précéedeateffectué, on ajoutera en plus
la solution de peroxyde d’hydrogénepréparée La valeur des absorbances sont
mesurées toute les 10s pendant une durée deudasiin
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Référence Eluat

0,1M Solution Tampon 2,5ml 2,4 ml
Pyrogallol 0,3 ml 0,3 ml
Solution HO, (30%) 0,2 ml 0,2 ml
Solution Enzymatique
0,4g/ml / 0.1mi

Tableau 9 : Dosage des deux cuvettes.

Résultats :

Absorbance 0,000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000

Temps (mn) 00:00 00:15 00:40 01:05 01:30 01:55 02:20 02:45 03:00

Tableau 10 : Résultats de 'activité des PODs deall.

3-Activité des Peroxydases « PODs » de I'ail avea €atéchol:
» Une étude qualitative a été réalisée sur l'ail mens utilisant le catéchol comme
substrat. Les mémes préparations et mode opératidicrit dans le paragraphe
précédent 2.2 ont été appliqués pour cette éfudss valeurs des absorbances ont ete

mesurées toute les 10secondes pendant une duBémidates.

Longueur ;05 200 300

d’ondes (nm)
Absorbance 0,00 0,15 1,23 0,4 0,3 0,2 0,19

Tableau 11 : Longueur d’onde du produit.

Une étude plus poussée a I'avenir détnaréalisée pour identifier le produit obtenu.

Absorbance 1.065 1.064 1.154| 1.272 1.332 1.390 1.433 1.497 1.499 1.503

‘ Temps(mn) 0:00 00:2000:40 1:00 1:20 1:40 2:00 2:20 2:40 3 :40

Tableau 12 : Résultats de 'activité des PODs deall avec le catéchole.
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Conclusion géneérale

Tout au long de ce travail nous avons préparéitpurogalline a partir du pyrogallol
en utilisant la voie enzymatique.

Les résultats ont été variables selon la naturdéigsnes et fruits utilisés que I'on a
étudié, ainsi nous avons mis en évidence la pcésedes Peroxydases et Polyphénols
oxydases dans la pelure de la féve, chairegleambour, et dans I'ail entier

Le pH optimum pour I'activité du polyphénol oxydade I'ail entier est de 6,4 ; a une
concentration de 0,4g/ml (de matiere végétale).

Le produit obtenu suite a I'oxydation du Pyrogalpar I'extrait d’ail entier va etre
analysé par RMN, HMBC et HMQC(pour confirmer le ¢gud obtenu).

En utilisant le test de spectroscopie UV, on purfaire une recherche de
Peroxydases et Polyphénoloxydases sur ces mémests &t légumes avec dautres
polyphénols.
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Annexe

Spectre Infra Rouge de la Purpurogalline a partir & Polyphénoloxydases
contenues dans les extraits de feve, d’'artichaut de topinambour.

Spectres IR
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Interprétations :

IR vmax cmt : 3430 (OH libre ) ; 3315 (OH assoc ) ; 1625 @Dop. ) ;
1445 (C=C).

Les bandes caractéristiques de la purpurogallinemésentes.
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Résumé

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéradsgpremiére des six classes d’enzymes,
les oxydoréductases, et particulierement aux oxaglgsii jouent un role tres important dans
toutes les cellules vivantes; nous nous sommegecdres sur les peroxydases et les
polyphénoloxydases, qui sont employés sous [lacreny« PODs» et « PPOs »
respectivement dans ce présent travalil.

Une étude qualitative de I'oxydation du pyrogalpar divers PODs et PPOs de différents
fruits et légumes est réalisée dans ce préserdiltr&ine optimisation des conditions de pH
pour la variété d’ail est également réalisée. [eimant, une étude de I'activité des PPOs et
PODs présent dans l'ail par spectrophotométrie JWISIBLE en analysant le produit

obtenu suite a I'oxydation du pyrogallol est acleevé
Abstract

In this present study, we are interested in thst fof the six classes of enzymes, namely the
oxido-reductases, and particularly to the oxidagsdsch play a very important role in all
living cells; we focused on peroxidases and polypphexidases, which are used, under the
acronym “PODs” and “PPOs” respectively in this prest work.

A qualitative study of pyrogallol oxidation by vaws PODs and PPOs from different fruits
and vegetables is performed in the present workin@pation of pH conditions for the garlic
variety is also achieved. Finally, a study of tharlig PODs and PPOs activities by
spectrophotometry UV / VISIBLE is performed, thoalgzing the product obtained from the

pyrogallol oxidation.
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