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Introduction 

La nature o sélectionné, au cours de plus de quatre 

milliards d'années, environ dix mille enzymes, 

biocatalyseurs, augmentant spécifiquement et de façon 

considérable les vitesses des dix milles réactions du métabolisme. 

Qu'il s'agisse d'artisanat ou d'industrie, depuis très longtemps 

et surtout dons le domaine alimentaire, on a tait appel à des 

modifications enzymatiques pour améliorer les propriétés de 

certaines matières premières naturelles, ou leur taire subir des 

transformations profondes. 

Donc, depuis des siècles, les hommes savent utiliser des 

processus dans lesquels les enzymes jouent un rôle essentiel. A 

l'origine, il s'agissait d'enzymes végétales ou animales naturellement 

présentes dons les substances travaillées, ou d'enzymes 

microbiennes issues de fermentations non contrôlées. Comme on 

peut logiquement le penser, l'ignorance, dans laquelle on se 

trouvait, de la nature des phénomènes utilisés, dont la conséquence 

principale était une incapacité à les reproduire fidèlement, devait 

résulter en une grande irrégularité des effets obtenus. 

L'étude de la fonction des enzymes s'est développée 

pendant des décennies sur des ensembles de molécules isolées en 

solution aqueuse diluée. Dans une cellule vivante, toutefois, les 

enzymes ne sont ni physiquement indépendantes les unes des 

autres, ni dans un état de grande dilution. Ces macromolécules sont 

le plus souvent associées à d'autres molécules ou à des structures 

cellulaires comme les membranes ou les parois. Il résulte de cette 

situation que les propriétés apparentes des enzymes sont altérées. 
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Introduction 

L'homme sait maintenant imiter et utiliser à des fins 

technologiques ce que la nature réalise. On sait en effet fixer sur des 

supports solides des enzymes, ou des séquences d'enzymes, et les 

utiliser comme un outil d'une nouvelle biotechnologie. La mise au 

point de bioréacteurs, biocapteurs, d'électrodes à enzymes 

représente à la fois une étape majeure dans la compréhension du 

mécanisme d'action de ces biocatalyseurs et dans leur utilisation à 

des fins technologiques. On peut ainsi doser en continu dans des 

milieux les plus variés et les plus complexes des substances qu'il serait 

impossible de déceler autrement. 

Les enzymes, qui sont des catalyseurs biologiques 

extrêmement efficaces, capables d'augmenter considérablement 

la vitesse de très nombreuses réactions tout en travaillant à pression 

normale, dans une zone de température compatible avec la vie, 

avec des concentrations de substrat relativement faibles, sont dans 

la plupart des cas extrêmement spécifiques. Grâce à ces propriétés, 

les enzymes jouissent de plus en plus de la faveur des analystes et 

rendent possible des micro-déterminations particulièrement 

sélectives de composés très variés. L'intérêt d'une méthode 

analytique dépend de divers facteurs: outre la sélectivité et la 

sensibilité, les qualités demandées sont la fiabilité et la 

reproductibilité. On cherchera évidemment à diminuer le temps et 

la quantité de réaclifs nécessaires au dosage; sans oublier 

l'automatisation possible du procédé pour son utilisation en routine. 

Les enzymes peuvent répondre à ces exigences si l'on ne perd pas 

de vue que le manipulateur devra prendre un certain nombre de 

précautions, tant dans la préparation des réactifs que dans la 

propreté et le fonctionnement de l'appareillage, nécessaires pour 

obtenir d'excellents résultats. 
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Introduction 

Les préoccupations sanitaires et environnementales sont 

devenues une des priorités de notre société. Dans le domaine 

alimentaire, la sécurité passe en premier par la détection et le 

dosage des éléments toxiques. Les méthodes actuelles sont 

efficaces, mais nécessitent le plus souvent des équipements 

coûteux, du temps et du personnel qualifié. La mise au point de 

biocapteurs, simples d'utilisation, rapides et moins onéreux, 

permettrait d'étoffer les moyens de détection. 

Les biocapteurs constituent une solution attractive permettant 

de fournir des systèmes simples et sélectifs pour l'analyse de 

différents composés. Le grand nombre d'enzymes en a fait des 

instruments des applications analytiques. Les enjeux économiques 

du développement des biocapteurs sont multiples. Les biocapteurs 

peuvent apporter des solutions originales et efficaces à des 

problèmes concernant de nombreux domaines: agroalimentaire, 

environnement et santé. Ils sont pour la plupart issus des techniques 

de la microélectronique. lis sont en générai seulement constitués 

d'une partie biosélective (couche sensible), et d'un système 

transducteur transformant en signal électrique les modifications 

physicochimiques induites par la reconnaissance dans la couche 

sensible. Ils disposent aussi d'un environnement d'exploitation qui 

permet notamment le traitement électrique des signaux. 

Ces dernières années, le domaine des biocapteurs o connu 

un développement remarquable sous la pression de trois 

facteurs principaux: 

> Le besoin en capteurs fiables qu'entraîne la croissante sévérité 

des normes dans le domaine biochimique; 

> La généralisation de l'automatisation dans le génie 

des procédés; 
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> La recherche du moindre coût dans le domaine de l'analyse 

biomédicale ou environnementale. 

Cependant, l'intense activité de recherche n'a induit à ce 

jour que peu de réaflsations commerciales (le succès relatif des 

biocapteurs dans le contrôle de la glycémie est la seule application 

qui soit arrivée aujourd'hui à toucher le grand public, grâce à un prix 

abordable), en raison de la sévérité des contraintes de la 

fonctionnalisation d'un transducteur par une molécule 

biospécifique. 

Les végétaux représentent un énorme potentiel d'enzymes et 

de molécules dignes d'intérêt qui sont largement utilisées dans divers 

secteurs de recherche et des biotechnologies. La plupart des 

plantes supérieures, essentiellement les cucurbitacées, produisent 

l'ascorbate oxydase, une métalloenzyme capable de catalyser 

réversiblement l'oxydation de l'acide ascorbique, produit très utilisé 

dans les domaines agroalimentaire et pharmaceutique, en acide 

déhydroascorbique, 	avec concomitance d'une réduction 	de 

l'oxygène moléculaire en eau. En près de 70 ans de recherche, 

l'ascorbate oxydase a été largement caractérisée au niveau 

moléculaire; cependant son rôle biologique est encore mal connu. 

La vitamine C joue un rôle important dans le métabolisme des 

êtres vivants. C'est une substance qui présente aussi un intérêt 

important pour la chimie alimentaire, nutritionnelle et clinique. La 

détermination de l'acide ascorbique dans les aliments, les 

médicaments et les fluides physiologiques, naturels et préparés, est 

indispensable. Beaucoup de méthodes ont été développées pour le 

dosage de l'acide ascorbique. La plupart d'entre elles sont basées 

sur ses propriétés réductrices. Parmi ces méthodes on a: 
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4. Les méthodes colorimétriques par le 2,6-dichlorophénolindophénol 

et le 2,4-dinitrophénylhydrazine. 

4. La chromatographie liquide haute performance (HPLC). 

Certaines de ces méthodes manquent de spécificité et sont 

sujettes à des interférences, quelques unes même ne sont pas 

adaptées à des échantillons colorés ou présentant des troubles. 

D'autres méthodes sont compliquées et nécessitent une durée 

longue pour l'analyse. 

Différents procédés enzymatiques ont été proposés dans la 

littérature pour le dosage de l'acide ascorbique, en utilisant 

l'ascorbate oxydase (EC 1.10.3.3). Cette enzyme, comme déjà 

mentionné, catalyse l'oxydation de l'acide ascorbique en acide 

déhydroascorbique en présence d'oxygène moléculaire. Ce type 

de dosage est sensible, spécifique, simple et utile. 

Ce travail est une contribution à l'étude des paramètres 

cinétiques de l'ascorbate oxydase de courgette (Cucurbita pepo 

medullosa) ainsi qu'une ébauche d'un capteur optique conçu pour 

le dosage de l'acide ascorbique. Nous avons procédé de ta 

manière suivante: 

> L'extraction, la purification de 1 1 ascorbote oxydase de 

courgette verte (Cucurbita pepo medullosa) et l'étude des 

paramètres cinétiques de cette enzyme; 

> La réalisation d'un dispositif optique pour le dosage de l'acide 

ascorbique, ce dosage faisant intervenir l'ascorbate oxydase 

préalablement préparée. 
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I. L'ascorbate oxydase: 

1.1. Généralités: 

Toutes les réactions chimiques qui permettent le 

fonctionnement des êtres vivants sont catalysées par des protéines 

particulières, les enzymes. Les enzymes sont des catalyseurs d'une 

efficacité et d'une spécificité fonctionnelle remarquables. Elles 

interviennent dans tous les processus de biosynthèse, de 

dégradation, de régulation et de reproduction (Mouranche, 1985). 

L'activation de l'oxygène dans les systèmes biologiques fut le 

centre d'intérêt des biochimistes, chimistes bio-inorganiciens et 

physiologistes depuis des années. Les enzymes impliquées dans 

l'activation directe de l'oxygène sont les oxydases et les 

oxygénases. Les oxygénases catalysent la fixation d'un seul atome 

d'oxygène dans le substrat et réduit l'autre atome en eau (mono-

oxygénases), ou catalysent la fixation des deux atomes d'oxygène 

sur le substrat (di-oxygénases). Les oxydases catalysent le transfert 

de deux ou de quatre électrons sur l'accepteur final (l'oxygène). La 

plupart des oxygénases aussi bien que des oxydases contiennent 

comme groupement prosthétique: le fer ou le cuivre... 

(Messerschmldt et ai., 1993). 

L'histoire longue et controversée de l'ascorbate oxydase a 

commencé en 1931, quand Albert von Szent-Gyôrgyi identifia une 

enzyme appelée hexoxydase dans l'extrait de feuilles de chou. 

Cette enzyme pouvait oxyder l'acide hexuronique, une substance 

mystérieuse isolée à partir des glandes surrénales de boeuf et de 

tissus végétaux. 

ffl 
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Szent-Gyôrgyi étdt convaincu que l'acide hexuronique et 
rhexoxydase étaient impliqués dans la respiration des plantes. Il o 
découvert ensuite que l'acide hexuronique était l'acide 
ascorbique te facteur antiscorbutique (De Tulilo et ai., 2004). 

L'enzyme hexoxydase o été renommée officiellement 
L-ascorbate: oxygène oxydoréductase (EC 1.10.32). Elle est 
généralement connue sous le nom d'ciscorbate oxydase ou 
d' ascorbase. 

1.2. Définition: 

L'ascorbafe oxydase est une enzyme qui appartient au 
groupe des oxydases bleues mufti-cuivre, elle catalyse la réduction, 
par quatre électrons, de l'oxygène moléculaire en eau, avec 
oxydation concomitante du substrat organique par perte d'un 
électron (acide ascorbique en acide déhydrooscorbique) selon ici 
réaction suivante: 

Acide L-ascorbique 
	 Acide L-déhydroascorbique 

Figure 1 Réaction d'oxydation de l'acide ascorbique par rascorbate oxydase. 
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L'ascorbate oxydase est isolée de la plupart des plantes 

supérieures mois la source la plus commune est celle représentée 

par la famille des cucurbitacées (Panier et ai., 1994; Messerschmidt 
et al., 1992; Ohkawa et ai., 1989). Elle est aussi élaborée par les 
micro-organismes (Kim et ai., 1996). 

1'ascorbale oxydase extraite de Cucurbita pepo 
meduiosa (courgette verte) est une glycoprotéine comportant deux 

sous-unités identiques de protéines globulaires de 552 acides aminés 

(environ 65 à 70 kDaltons) et qui contiennent 8 atomes de cuivre 

(quatre atomes dans chaque sous unités). Ces atomes sont disposés 

dans des sites distincts du dimère et ils sont classés selon leur 

propriétés spectroscopiques en: 

• Cu2  type ((1)) qui constitue le site de fixation du substrat 

réducteur (acide ascorbique). 
• Cu2* type U 2)) et Cu 2-  type «3» disposés approximativement 

pour former le centre tri-nucléaire qui constitue le site de fixation 

du deuxième substrat (oxygène) (Santucci et ai., 1998; Farver et 

aL, 1992). 

L'ascorbate oxydase présente une structure majoritairement 

en feuillet f3 avec quelques portions hélicoïdales. On estime que la 

structure secondaire de l'ascorbate oxydase comporte 65 % de 

structure , 35 % de super-enroulement 4deux hélices (x enroulées 

l'une autour de l'autre formant une structure protéique stable) et un 

pourcentage négligeable d'hélice cc (Lee et Dawson, 1973). 

Selon la source de l'ascorbate oxydase, un pourcentage 

variant de 2,4 à 12,5 % de sa masse (environ 140 kDaltons) 

correspond à des glucides. Trois sites d'attachement supposés pour 

tes résidus glucidiques (N-liés) sont présents dans tes séquences 

d'acides aminés suivantes de l'enzyme (Asn92-Phe93-Thr94 ; Asn325-

Phe326-Thr327 ; Asn440-Leu44-Ser442) (Messerschmidt et ai., 1992). 
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A titre d'exemple, l'ascorbate oxydase de Cucurbita pepo 
medu!!osci confient 10% de carbohydrates (2 chaînes 
d'oligosaccharides N-liées par sous unités). 

La présence des glucides dans les enzymes (comme dans le 
cas de I'ascorbofe oxydase) implique plusieurs fonctions: 

1. Modification des propriétés de l'enzyme par l'augmentation 

de la solubilité, grâce au caractère très hydrophile des unités 
glucidiques, et de la stabilité. 

2. Protection contre l'attaque des enzymes protéolytiques 
(Pelmont, 1993). 

L'analyse de la composition en acides aminés de l'enzyme 
pure, montre que J'ascorbate oxydase est une protéine acide. En 
effet, elle présente un pourcentage élevé de résidus acide 
aspartique et acide glutamique par rapport à celui des résidus 
histidine, lysine et arginine (Marchesini et Kroneck, 1979). Le tableau 
suivant extrait du travail de Kim et ai. (1996), présente la composition 
en acides aminés de l'ascorbof e oxydase extraite de deux plantes 
la courgette verte (Cucurbita pepo medullosa), le concombre 

(Cucumis sativus) et un champignon (P!eurotus ostreatus). 



Synthèse bibliographique 

Acides aminés P.ostreatus C.pepo inedullosa C.sativus 

Résidus/mol 

Lys 29,9 51,1 26,6 
His 53,0 42,6 20,5 	f 
Arg 13,1 33,2 19,1 
Asp-fAsn 62,2 122,6 59,9 
Thr 6,8 59,2 28,6 
Ser 18,4 54,7 26,6 
GIu+Gln 52,4 92,4 44,3 
Pro 77,4 99,0 5011 
Gly 35,3 8613 43,2 
Ma 52,9 64,8 32,8 
Vol 53,4 68,3 35,5 	j 
Met 22,8 18,6 14,9 
lie 19,0 66,1 32,7 	f 
Leu 34,2 80,8 44,6 	f 
Tyr 34,9 42,6 21,7 
Phe 13,4 46,5 25,8 
Trp ND 40-45 13,9 
Cys ND 12,3 5,5 	J -__________ - 

ND: Non déterminé. 

Tableaul : La composition en acides aminés de l'ascorbate oxydase 
extraite de deux plantes la courgette verte (Cucurbita pepo 

medullosa), le concombre (Cucumis sativus) et un champignon 

(Pleurotus ostreatus). 
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1.3. Sources: 

La plupart des plantes supérieures et essentiellement tes 
cucurbitacées produisent l'ascorbate oxydase. Cette enzyme est 

aussi synthétisée par les microorganismes principalement les 
champignons. 

L'ascorbate oxydase existe sous plus d'une forme. Par 
exemple, l'ascorbose apoplostique ou extracellulaire, liée à la paroi 
cellulaire a un poids moléculaire variant selon les espèces: 
Cucurbita pepo condensa, et Cucurbito pepo medullosa 146 et 
140 kDaltons respectivement (tee et Dawson, 1973) et pour 
Cucurbita maxima 150 koaltons (Porto et ai., 2004). La variété 
intracellulaire monomérique ou dimérique est trouvée chez les 
microorganismes. Lascorbate oxydase de la souche Àcremonîum 
consiste en un monomère d'un poids moléculaire de 80 kDalfons, 
tandis que rascorbate oxydase dimérique de la souche Pleurotus 
ostreatus o un poids moléculaire de 94 kDaltons ( Kim et ai., 1996). 

1.4. Mode d'action: 

La reconnaissance spécifique enzyme-substrat selon te 
modèle de Fisher, avec sa célèbre image de la "clé dans la serrure", 
posait dès 1894 les fondements de la complémentarité structurale 
entre la partie du substrat transformée et une cavité de Ici 
macromolécule enzymatique appelée "site actif". Le substrat y est 
piégé dans une position favorable à ta déstabilisation de certaines 

de ses liaisons par certains radicaux de l'enzyme. 
La figure «2)) illustre la formation du complexe enzyme-

substrat par le modèle de simple complémentarité stérique et par le 
modèle de l'ajustement induit. En effet, les protéines sont douées 
d'une certaine plasticité conformationnelle et l'approche d'un 

ligand peut induire une modification de la géométrie du site actif 
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plus favorable a une bonne orientation des groupements 
réactionn&s (Mouranche,, 1985; Palmer, 1985). 

tint a1jI1t1 lI!j 

Çz11111117 ciiiii1III 
 

ENZYME 

COMPLEXE 
ENZYME-s ()SSTRAT 

Figure 2: Reconnaissance spécifique de l'enzyme et du substrat: 
— Modèle de la «clé dans la serrure»; 
— Modèle de l'ajustement induit. (Mouranche, 1985). 

L'enzyme et son substrat, associés par des interactions de 
forces diverses, constituent un ou plusieurs intermédiaires 
réactionnels instables qui permettent d'abaisser la barrière 
d'énergie de la réaction; la vitesse de la réaction est reliée à la 
différence d'énergie libre entre l'état de transition et l'état 
fondamental; on l'appelle énergie d'activation "E0" ou barrière de 

potentiel. 
Dans les réactions enzymatiques, l'étude d'un mécanisme 

catalytique suppose de préciser les résidus du site actif impliqués, la 
nature et le type de liaison des intermédiaires, les échanges de 
protons, électrons et radicaux fonctionnels, les changements 

conformafionnels. 

14 



Synthèse bibliographique 

Quel que soif le type de réaction catalysée, un cycle 
catalytique enzymatique se déroule toujours en quatre étapes 
successives: 

> La diffusion des réactifs dans le milieu; 

> La reconnaissance spécifique enzyme-substrat; 

> La catalyse par des mécanismes appropriés; 

> L'expulsion des produits formés qui libère l'enzyme et la rend 
fonctionnelle pour un nouveau cycle catalytique. 

L'oscorbole oxydase suit un mécanisme catalytique 
complexe similaire à celui des autres oxydases multi-cuivre 
(y compris la céruloplasmine des vertébrés et les laccases 
fongiques). 

Un mécanisme catalytique de t'ascorbafe oxydase a été 
proposé par Messerschmidt et aI. (1993) basé sur la structure 
détaillée de cette enzyme. La structure tridimensionnelle de 
l'ascorbate oxydase récemment déterminée o montré que chaque 
sous-unités de l'enzyme renferme quatre ions cuivriques dont un 
pour Cu2+  type 1, un autre pour Cu 2  type 2 et deux pour Cu 2  type 
3; chaque atome de cuivre rassemble un groupe de résidus 
d'acides aminés: His-447, Cys-5 10, I-lis-515 et Met-520 pour Cu 2  type 

1; His-62 et F-lis-450 pour Cu2+  type 2; et F-lis-64, His-106, His-108, His-452, 

F-lis-509, et I-lis-511 pour Cu 2  type 3 (Ohkawcz et al., 19891. 

En effet, la combinaison protéine-métal forme ce qu'on 
appelle un "chélate", obéissant à des contraintes relativement 
rigides. Le métal impose ses propres paramètres à la protéine et 

participe à l'établissement de sa structure. Dans certaines enzymes 
comme l'ascorbate oxydase, le cuivre intervient directement dans 
Je mécanisme catalytique et sa présence est donc rigoureusement 

indispensable à l'activité enzymatique (Pelmont, 1993). 
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Le cycle catalytique de l'ascorbate oxydase débute à partir 
de la forme au repos de l'enzyme oyant quatre ions cuivriques. La 
première étape du cycle catalytique est la réduction du Cu2+ type 1 
par le transfert d'un électron à partir du substrat réducteur (acide 
ascorbique). Le centre tri-nucléaire (Cu2+ types 2 et 3) est supposé 
être le site de réduction de l'oxygène; en effet, le transfert 
d'électrons entre Cu2+ type] et Cu2+  type 3 est une étape essentielle 
pour fournir les quatre électrons nécessaires à la production de deux 
molécules d'eau (le produit de l'oxygène réduit). 

D'après Motsumoto et al. (1981), la réaction catalysée par 
l'ascorbate oxydase suit un mécanisme réactionnel linéaire (substrat 
et produits se fixent et se détachent selon un ordre obligatoire) dit: 
ping-pong, dans lequel la réaction met en jeu des complexes 
binaires. 

L'acte catalytique se réalise en deux phases, on parle de 
réaction par double déplacement. 

Le principe du mécanisme ping-pong o été initialement 
proposé Cleland et raffiné par Cornish-Bowden. Il est le suivant: les 
deux substrats A et B ne peuvent jamais se trouver en même temps 
sur l'enzyme. Il s'agit d'un transfert entre A et B où A laisse sur 
l'enzyme un groupement qui sera renvoyé ultérieurement sur b ou 
vice versa (Pelmont, 1993). 
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1.5. Propriétés Dhvsico-chlmicIues: 

L'activité de l'ascorbate oxydase est influencée par les 
paramètres suivants: 

1.5.1. La température: 

Comme dans te cas de la plupart des réactions chimiques, ta 
vitesse des réactions enzymatiques augmente avec Ici température 

dans l'intervalle des températures où l'enzyme reste stable et garde 
sa pleine activité selon la loi cf Arrhenius: 

EaIRT t Kent =Cexp - 	 I 
Avec: 

C: Constante, 
T : Température en Kelvin, 
R: Constante des gaz parfaits, 
fa : Energie d'activation de la réaction (au sens d'Arrhenius). 
(Loncle, 1992) 

La vitesse de la plupart des réactions enzymatiques double 
approximativement quand la température augmente de 10°C 

(Lehnlnger, 1977). 

La température optimale d'une enzyme résulte d'un 
compromis entre l'augmentation d'activité accompagnant 
l'élévation de la température et la dénaturation ou l'inactivation de 
la protéine enzymatique par ta chaleur. Selon Kim et ai. (1996) 

I'ascorbate oxydase présente une activité maximale à environ 40°C. 
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1.52. Le pH: 

La plupart des enzymes présentent un pH optimum 
caractéristique auquel leur activité atteint une valeur maximum: 
au-dessus ou au-dessous de ce pH, l'activité de l'enzyme diminue. 

La relation entre le pH et l'activité d'une enzyme donnée 

dépend du comportement acido-basique de l'enzyme et de son 
substrat ainsi que de nombreux autres facteurs souvent difficiles à 
analyser de façon quantitative (Lehninger, 1977). 

L'ascorbate oxydase montre une activité relativement élevée 
dans une gamme de pH allant de 5,5 à 7, avec un optimum vers 
pH 5,7 (Carvalho et ai., 1981; Matsumoto et ai., 1981). 

1.5.3. Le substrat: 

Contrairement aux autres protéines à cuivre, l'ciscorbate 
oxydase est hautement spécifique du substrat. En effet, l'oxygène 
est considéré comme l'accepteur obligatoire d'électrons, tandis 
que l'acide ascorbique et certains réducteurs (polyphénols par 
exemple) peuvent être les donneurs d'électrons. 

Les travaux d'Arrigoni et al. (2003) ont montré une 
augmentation de l'activité de l'ascorbate oxydase quand la 
concentration en oxygène est augmentée expérimentalement 
in vivo. 

Vu son abondance, l'acide ascorbique est généralement 
considéré comme le substrat naturel de l'oscorbote oxydase 

(Sonner, 1956). 
Selon les travaux de Kim et ai. (1996), I' ascorbate oxydase du 

champignon Pleurotus ostreatus est hautement spécifique de 

l'acide ascorbique et ses analogues, les tableaux suivants montrent 
la spécificité de l'ascorbafe oxydase pour différents substrats 

(tableau 2) ainsi que le paramètre cinétique u Km» de la réaction 
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catalysée par l'ascorbate oxydase en présence de l'ascorbate et 
ses analogues (tableau 3). 

Substrat 
- Activité 

relative % 

L- acide ascorbique 100 
Catéchine Q 
Catechol <3 
Acide protocatechuique <2 
Pyrogallol O 

Tableau 2: La spécificité de l'ascorbate oxydase pour 
différents substrats. 

Substrat 
Constante de 
Mlchaells (mM) 

L-acide ascorbique 0,48 
D-acide ascorbique 0,49 
L-acide érythroascorbique 2,45 
D-acide erythroascorbique 0,39 

Tableau 3: Paramètre cinétique u Km » de la réaction 

catalysée par lascorbote oxydase en présence de 

l'ascorbate et ses analogues. 
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Résultats et discussion 

VIII. Influence d'un inhibiteur, le sulfite de sodium, sur 
l'activité de l'ascorbate oxydase: 

Le sulfite de sodium (S03Na2) est un conservateur alimentaire 
(E221) susceptible de se retrouver dans les denrées dans lesquelles 
l'on peut être amené à doser l'acide ascorbique. Si la méthode de 
dosage utilisée met en jeu l'ascorbate oxydase, la présence, dans 
l'échantillon analysé, de toute substance en concentration 
suffisante pour inhiber cette enzyme, peut conduire à des résultats 
erronés. En toute rigueur, une étude exhaustive de l'inhibition de 
J'ascorbafe oxydase devrait être effectuée afin de vérifier la validité 
d'une telle méthode. La littérature fait état d'un certain nombre 

d'inhibiteurs de l'ascorbafe oxydase (cf. Paragraphe 1.5.4 de la 

partie « synthèse bibliographique »), néanmoins le sulfite de sodium 
ne figure pas parmi les inhibiteurs habituellement cités. 

La représentation graphique (figure 24) de Uneweaver-Burk 
des résultats obtenus en absence et en présence de sulfite de 
sodium à différentes concentrations (O,lxlO -3mol/1 et 0,2xlŒ3mol/1), 

semble indiquer que le sulfite de sodium exerce une inhibition 
incompétitive sur l'ascorbate oxydase. En effet, les droites obtenues 
avec ou sans le sulfite de sodium sont parallèles. 
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0,0035 - 

ue 

 I 	 0,0025 

0  

0000 

rø 	I  

-7000 -5000 -3000 -1000 	1000 	3000 	5000 

1I[Acide ascorbique] (11mo» 

Figure 24: Représentation de Lineweaver-Burk en absence et en 

présence de sulfite de sodium. 

([Sulfite de sodium]= 0(.), 011 (•), 0,2(À) mmol/l; dilution de 

l'enzyme 1/25 (v/v) ; tampon phosphate/EDTA 0,1M - pH 5,6; 

30°C). 

L'inhibition incompétitive peut être représentée par le schéma 

suivant: 

K) 	K2 

B-S 4 	ES 	'E+P 
+ 

4.1v 
ES I 
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Avec: 

E Forme libre de l'enzyme; 

S Substrat de la réaction; 

P : Produit de la réaction 

I: Inhibiteur; 

ES Complexe enzyme-substrat; 

ESI : Complexe enzyme-substrat-inhibiteur; 

K1, K.i, K2: Constantes de vitesse. 

En effet, l'inhibiteur incompétitif ne se fixe que sur le complexe 

enzyme-substrat, donc déplace l'équilibre de la réaction 

enzymatique et abaisse la constante Km. Comme une partie de ce 

complexe reste bloquée sous la forme: enzyme-substrat-inhibiteur, la 

valeur de Vmax est aussi diminuée. 

Les paramètres Km et Vmax apparents, noté Km' et Vmax' 

respectivement, diminuent lorsque la concentration en sulfite de 

sodium augmente, traduisant ainsi l'effet d'un inhibiteur incompétitif. 

On a: 

Km 	 Vmax 
Km'= 	 et 	Vmcix'= 

Les valeurs des paramètres cinétiques déterminées à partir 

des représentations graphiques de Lineweaver-Burk sont regroupées 

dans le tableau 9. 
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Paramètres cinétiques de rascorbate oxydase 

Equations utilisées Vmax V'max Km K'm K'i 
(pmoL1-1  .min-') (pmoL1-1  .min- 1 ) (moL1-1 ) (mol J -1 ) (moL1-1 ) 

1 	1 	Km 	1 

Vin 	Vmax 	Vmax 	[S] 3044,9 - 6,7x10-  - - 

Avec [S03NO2]= OMM 

1 	1±[I]/Ki 	Km 	1 
-= 	+ 	x_ 
Vin 	Vmax 	Vmax [S] - 585,26 - 1,68x10-4  2,37x10-  

Avec [SO3Na2]= 0,1 mM 

1 	1+[J]/Ki 	Km 	1 
+ 	x_ 

Vin 	Vmax 	Vmax [S] - 530,64 - 1,49x10 4  4,22x10 

Avec [SO3Na2]= 0,2mM 

Tableau 9: Paramètres cinétiques déterminés en absence et en 

présence de sulfite de sodium. 
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IX. Etude d'un dispositif optique tour le dosage de l'acide 

ascorbique: 

IX.1. Dosage colorimétrique de l'acide ascorbique: 

La réaction d'oxydation de l'acide ascorbique par les ions 
tri-iodure se traduit par une décoloration partielle de la solution 

d'ions tri-iodure (en excès) et cette décoloration est d'autant plus 
importante que la concentration en acide ascorbique est plus 
élevée. Cette propriété a été exploitée afin de mettre au point un 
dosage colorimétrique de l'acide ascorbique. Dans un premier 
temps, nous avons vérifié, à l'aide d'un colorimètre, que 
l'absorbance du mélange acide ascorbique-ions tri-iodure était bien 
proportionnelle à la concentration en acide ascorbique dans le 
mélange (dans une gamme de concentrations donnée). Par la 
suite, le colorimètre a été remplacé par un dispositif optique simple 
conçu dans le cadre de la présente étude. Il est à noter qu'afin 
d'optimiser la sensibilité du dosage et de confirmer nos résultats 
expérimentaux, de très nombreux essais ont été effectués. Seuls les 
principaux résultats sont rapportés ici. 

IX.1.1. Etalonnage: 

La proportionnalité entre l'absorbance et la concentration en 
acide ascorbique est évaluée en établissant une courbe 
d'étalonnage. On détermine ainsi la limite de linéarité de la courbe 
d'étalonnage (Absorbance = f [Acide ascorbique]). 

Chaque solution étalon a été obtenue en mélangeant 2m1 
de solution d'acide ascorbique (à des concentrations allant de 0,25 
à 1,75 mmoL1-1 ), imi de solution d'ions tri-iodure à 5 mmoL1-1  et 05 ml 

de tampon phosphate/EDTA 0,1 M - pH 5,6 (ajouté à la place de la 
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préparation enzymatique). La figure 25 représente les résultats 
obtenus: 

0,4 

E 0,35 

0,3 

4V 0,25 
s 
u 
C 	'1f, 

C 

€ 0,15 
o 
0 0,1 
C 
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Figure 25: Droite d'étalonnage pour le dosage de l'acide 
ascorbique. (Absorbance= 0,1956 x [Acide ascorbique]; 
r2  = 0,9935). 

IX.1.2. Dosage de l'acide ascorbique dans un comprimé de 
vitamine C et dans un jus de fruits commercial: 

Deux séries de mesures ont été effectuées: 

> La série des « blancs )) permet de quantifier la totalité des 
- 	composés (contenus dans l'échantillon analysé) qui sont 

susceptibles de réduire les ions tri-iodure. 

> La série des ((échantillons)) permet de déterminer la 
- 	concentration, dans l'échantillon étudié, de composés autres que 

l'acide ascorbique et qui peuvent réduire les ions tri-iodure. 
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Le dosage est réalisé dans les conditions opératoires 

standards, à savoir: 2m1 d'échantillon (différentes dilutions ont été 

réalisées pour le comprimé de vitamine C, tandis que le jus de fruits 

commercial n'a pas été dilué), 0,5ml d'extrait d'ascorbate oxydase, 

et 1 m de solution d'ions tri-iodure à 5 mmol.l -1 . La réaction 

enzymatique se déroule pendant 15 minutes à la température du 

laboratoire. 

Pour doser l'acide ascorbique contenu dans un comprimé de 

vitamine C (500 mg), nous avons dissous ce comprimé dans un litre 

d'eau distillée. La solution ainsi obtenue constituait la "solution mère 
or à partir de laquelle différentes dilutions ont été préparées. La 

figure «26» montre qu'il existe une relation linéaire entre 

l'absorbance et la dilution de la solution mère d'acide ascorbique. 

0,18 

E 0,16 
C 

0,14 

• 0,12 

f 	• 
j 0  

0,1 
- I 

j 	w 0,08 
In I 	s- 
I 	00,06 

- 
I 	in 
In 

,< 0,04 

'C 0,02 

o 
o 

Concentration (vlv) 

Figure 26 : Relation entre la concentration en acide ascorbique 

(exprimé en volume de solution mère par volume de solution 

aqueuse diluée) et l'absorbance. 

107 



Résultats et discussion 

La concentration d'acide ascorbique déterminée dans le 

comprimé de vitamine C à partir de la courbe d' étalonnage 
(figure 25) est égale à 0,80 ± 0,05 mmol» soit 142 ± 9 mg. Cette 

masse est très inférieure à celle indiquée sur le flacon (500 mg). 

La détermination de la concentration en acide ascorbique 
dans le jus de fruits commercial (250 mg d'acide oscorbique/L) à 
conduit à un AAbsorbance égal à 0,06 ce qui, selon notre droite 
d'étalonnage correspond a une concentration en acide 
ascorbique de 50 mg/l. Nous n'avons pas pu effectuer de mesures 
sur le jus dilué car les valeurs d'absorbance obtenues avec le jus non 
dilué étaient déjà très faible. 

- 	 Les teneurs en acide ascorbique déterminées pour le 
comprimé de vitamine C et le jus de fruits sont nettement inférieures 
à celles indiquées sur l'emballage de ces produits. 

La détermination de la concentration en acide ascorbique 
dans les produits pharmaceutiques peut être influencée par des 
substances faisant partie de leur composition. Pour ce qui est de 
notre étude, la vitamine C (500 mg) renferme les excipients suivants: 
mannitol, phosphate de riboflavine, talc et stéarate de magnésium. 
Certains de ces composés ont probablement pour but de protéger 
la vitamine C de l'oxydation par l'oxygène de l'air. Néanmoins, afin 
d'expliquer pourquoi les teneurs en acide ascorbique déterminées 
expérimentalement sont inférieures à celles attendues, il faudrait 
montrer qu'au moins l'un de ces composés a un effet inhibiteur sur 
l'ascorbate oxydase. Ce travail n'a pas pu être réalisé dans le cadre 
de cette étude et nous n'avons pas trouvé d'indication à ce sujet 
dans la littérature. 
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Concernant le dosage de l'acide ascorbique dans le jus de 
fruits commercial (250 mg d'acide ascorbique/L), une teneur en 
acide ascorbique faible est détectée (50 mg/l). Les jus de fruits sont 
naturellement riches en vitamine C. cependant tous les traitements 
destinés à augmenter la durée de conservation ou à améliorer les 
qualités nutritionnelles et organoleptiques des jus ne sont pas égaux 
pour ce qui est des conséquences sur le produit. Certains de ces 
traitements, en particulier le chauffage des jus lors de la 
pasteurisation, entraînent même une dénaturation de l'aliment et 
de ses constituants essentiels. 

Selon Murez et al. (2004), la vitamine C est sensible à la 
chaleur et son taux dans les jus peut diminuer d'une façon très 

importante après pasteurisation. 

L'oxydation de la vitamine C est également accélérée par la 
présence de l'ascorbate oxydase. Les jus de fruits contiennent 
cependant un principe actif qui inhibe la destruction de l'acide 
ascorbique et le protège de l'action de cette enzyme. De plus, 
cette dernière est partiellement éliminée par filtration et inactivée 
par la chaleur. Les agents protecteurs de la vitamine C dans les jus 
de fruits pourraient être des flavonoïdes (Grondait 2002). 

Remarque: Les flavonoïdes présents chez les végétaux sont connus 
pour leur action préventive sur le cancer et les maladies 
cardiovasculaires, ils ont une activité antioxydante. 

On peut faire l'hypothèse que la faible quantité d'acide 
ascorbique décelée lors du dosage est due soit aux traitements 
thermiques du jus, soit à l'action d'inhibiteurs (flavonoïdes) présents 
dans le jus sur l'activité de l'ascorbate oxydase au cours du dosage. 
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LX.2. Dosage de l'acide ascorbique à l'aide d'un dispositif optique 
réalisé au laboratoire: 

La manipulation ne présente aucune difficulté technique et 
les lectures sont effectuées dans une durée de temps de 10 à 15 
secondes. Le montage, de principe simple (cf. paragraphe VII.1 de 

la partie «Matériels et méthodes »), met en oeuvre un matériel 
disponible et non onéreux. 

Une première série d'essais ont été réalisés au moyen de ce 
dispositif optique. Ces essais étaient basés sur la réaction 
d'oxydation de l'acide ascorbique par les ions tri-iodure réalisée 
dans les conditions opératoires standards décrites plus haut (en 
utilisant des solutions d'acide ascorbique de concentrations allant 
de 0,5 à 4 mmoLF'). 

Nous avons alors constaté que les différences de potentiel 
affichées par le multimètre sont du même ordre de grandeur pour 
toutes les concentrations en acide ascorbique testées. De tels 
résultats ne permettent pas de quantifier l'acide ascorbique et ont 
donc peu d'intérêt. Nos échantillons ayant des teintes allant du 
brun-orangé au jaune clair, nous avons tenté de savoir si notre 
dispositif présentait une meilleure sensibilité vis à vis d'autres teintes. 
Les résultats obtenus avec des solutions à base de sulfate de cuivre 
(de couleur bleue) semblaient intéressants. 

Nous avons donc modifié notre protocole par l'ajout, au 
mélange réactionnel habituel, d'un réactif contenant des ions 
cuivriques (Cu2+)  susceptibles de réagir avec les ions tri-iodure en 
excès dans le milieu. Le réactif en question est le ((réactif de 
Bénédict », une variante du réactif du biuret couramment utilisé 
pour le dosage des protéines. Le mélange analysé consiste donc 

en: 2m1 d'échantillon (solution d'acide ascorbique à différentes 
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concentrations allant de 0,5 à 4 mmoLl -», 05m1 de tampon 
phosphate/EDTA O,IM - pH 5,6, 2m1 de solution d'ions tri-iodure 
à 5 mmoli-1  et enfin imi de réactif de Bénédict. La réaction se 
déroule à la température du laboratoire. 

Remarque: La composition du réactif de Bénédict est indiquée dans 
la partie «Annexes». 

La figure « 27)) représente les résultas obtenus. 
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Figure 27: Relation entre la différence de potentiel et la 
concentration en acide ascorbique. 
(Différence de potentiel = 4175 x [Acide ascorbique] + 85,32, 
2= 0,9868). 

La figure ((27)) permet de visualiser la relation entre la 

différence de potentiel (DDP, en millivolts) et la concentration en 
acide ascorbique dans le milieu réactionnel. 
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On observe une zone où la différence de potentiel et la 

concentration en acide ascorbique sont proportionnelles (figure 27). 

Cette zone de linéarité pourrait constituer le domaine d'utilisation de 

notre dispositif optique pour le dosage de l'acide ascorbique (de 

nombreux tests supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer 

les performances de ce dispositif lors de l'analyse d'échantillons 

complexes). 

La concentration minimale en acide ascorbique permettant 

l'apparition d'une différence de potentiel décelable constitue la 

limite de détection, elle est voisine de 1.5 x 10-3  mol.1-1. 

La valeur maximale de la concentration en acide ascorbique 

atteinte dans le domaine de linéarité de la courbe est 4 x 10-3  moU-1. 

La pente de la droite (ADDP/a[Aclde ascorbique]), représente 

la sensibilité de la photodiode (élément optique du montage) à 

l'acide ascorbique, elle est de 4,74 mV/(mmol.t'). 

Remarque: Il convient de signaler qu'après plusieurs essais, les 

résultats présentés ci-dessus se sont avérés reproductibles. 

Compte tenu du temps imparti pour la réalisation de ce travail, nous 

n'avons pas pu procéder au dosage d'échantillons plus complexes. 
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Conclusion 

G râce à leur très grande spécificité, les enzymes 
occupent une place de plus en plus importante 
dans les dosages biologiques, et les méthodes 

nouvellement développées tendent à remplacer de plus en plus les 
méthodes chimiques classiques. 

La première phase de notre étude a consisté à extraire et à 
purifier partiellement ('ascorbate oxydase, à partir d'une source 
naturelle: la courgette verte (Cucurbita pepo medullosa). Pour 
rappel, l'ascorbate oxydase est une métallo-enzyme qui catalyse la 
réaction d'oxydation de l'acide ascorbique en acide 
déhydroascorbique en présence d'oxygène moléculaire. 

Nous avons ensuite étudié les paramètres cinétiques de 
cette enzyme. 

En dernier lieu, nous avons réalisé un dispositif optique simple 
en vue de doser l'acide ascorbique dans divers échantillons. 

Nous avons tout d'abord vérifié la stabilité de l'enzyme 
préalablement extraite et purifiée à partir de la courgette verte. 
L'étude de l'influence du pH et de la température sur l'activité de 
l'ascorbate oxydase nous a permis d'estimer un pH optimum de 5,6, 
une température optimale de 45°C et une énergie d'activation de 

12,41 kJ.mot- '. 

La courbe « vitesse initiale en fonction de la concentration en 
substrat » a été décrite en utilisant une équation incluant une 
constante d'inhibition. Nous avons obtenu les paramètres cinétiques 
suivants (à 30°C et pH 5,6) : Vmax= 6176,33 pmol.l - '.min- ', 

Km= 1,410-3  moU- ', Ks= 1,2x10-3  moli- ', r2=0,9853. 
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L'étude de l'activité enzymatique de l'ascorbate oxydase en 

présence d'un inhibiteur, le sulfite de sodium, nous o révélé que ce 

réactif exerce une inhibition incompétitive vis à vis de l'ascorbate 

oxydase. 

Un protocole de dosage colorimétrique de l'acide 

ascorbique (basé sur le principe du dosage de l'acide ascorbique 

par iodométrie) a été établi. Les différents essais effectués sur des 

échantillons (comprimé de vitamine C UPSA, 500mg et un jus de 

fruits: Vita-jus: Cocktail, 250mg d'acide ascorbique par litre) ont 

montré que cette méthode semblait permettre de doser 

spécifiquement l'acide ascorbique grâce à la présence 

d'ascorbate oxydase. Cependant, les concentrations ainsi 

déterminées se sont avérées inférieures à celles indiquées sur 

l'emballage des échantillons. 

Par ailleurs, un dispositif optique simple, permettant d'associer 

une différence de potentiel électrique à la ((couleur)) de 

l'échantillon analysé o été testé sur une gamme de concentrations 

croissantes en acide ascorbique. Les résultats obtenus ont montré 

une proportionnalité entre la concentration en acide ascorbique et 

la différence de potentiel. Ce dispositif présente donc des 

caractéristiques encourageantes, même si des améliorations sont 

envisageables et nécessaires. 

Afin de compléter et d'approfondir le présent travail, nous 

recommandons: 

L'extraction de l'ascorbate oxydase d'outres sources, telles 

que Cucurbita pepo condensa ou Cucumis sativus, ainsi 

qu'une purification plus poussée de l'enzyme. 

115 



Conclusion 

I L'utilisation de l'ascorbaf e oxydase purifiée afin d'éviter les 

aléas d'une préparation enzymatique. En effet, une enzyme 

purifiée, ayant une activité catalytique standardisée conduira 

à des résultats plus fiables. 

I L'immobilisation de l'ascorbate oxydase et l'étude de ses 

paramètres cinétiques apparents afin de l'utiliser sous cette 

forme en conjonction avec un dispositif optique, pour le 

dosage de l'acide ascorbique. 

y' L'évaluation de l'influence du pH, de la température et de la 

présence de composés interférant dans le milieu de mesure 

afin de mieux comprendre les réponses insatisfaisant es 

obtenues lors des dosages colorimétriques de l'acide 

ascorbique réalisés dans le cadre de la présente étude. 

I L'utilisation d'autres enzymes pour des applications du même 

type que celle développée dans la présente étude. 
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Annexes 

1. Préparation des solutions et réactifs: 

V Préparation du tampon phosphate/EDTA: 

Pour préparer le tampon phosphate/EDTA 0,1M - pH5,6 
procéder de la façon suivante: Dissoudre 1 2,84g de KH2PO4, 032g 
de Na2HPO4 et 0,145g d'EDTA (Acide Ethylène-Diamine-
Tétraacétique) dans de l'eau distillée jusqu'à obtenir un volume 
de 1000 mi. 

/ Solution de KH2PO4 02M/EDTA 1 mM: 

Dissoudre 1 36g de KH2PO4 et 0,14g d'EDTA dans 500m1 
d'eau distillée. 

/ Solution d'HCl/EDTA lmM: 

Dissoudre 0,29g d'EDTA dans 950m1 d'eau distillée, ajouter 86p1 
d'HCI concentré et compléter le volume à 1000M avec de l'eau 
distillée. 

/ Solution de NO2HPO4, 2H20 lOmM: 

Dissoudre 1 ,78g de Na2HPO4, 2H20 dans 1000M d'eau distillée. 

V Solution d'HCI 02M (solution d'arrêt de la réaction): 

Diluer 174M d'HCI concentré dans de l'eau distillée pour 
obtenir un volume de 1000ml. 
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y' Réactif de Benedict: 

• Dissoudre 173g de citrate de sodium et 100g de carbonate de 

sodium dans environ 300m1 d'eau distillée à 45°C. 

• Dissoudre 17,3g de Cu804, 5H20 dans environ 200mt d'eau distillée. 

• Mélanger tes deux solutions et compléter à 1 000m avec de l'eau 

distillée. 
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H. La courgette: 

L'apparition de la courgette date de 1200 ans avant notre 
ère. Elle o été rapidement adoptée en Afrique et en Asie où elle 
symbolise l'abondance et la fécondité. Elle est plus abondante dans 
le bassin méditerranéen. La courgette (Cuc orbita pepo medul!osa) 
est une plante de la famille des cucurbitacées, c'est une variété de 
courge, de forme allongée, à peau brillante, de couleur variant du 
vert pôle au vert foncé et qui se consomme jeune. Sa chair est 
ferme, aqueuse et assez fade. Ses jeunes feuilles et ses fleurs sont 
comestibles. 

La courgette contient beaucoup d'eau (95%), du potassium, 
du phosphore, du calcium et du magnésium. Elle est très peu 
énergétique (30 calories pour 100 grammes). 

ài:t 4 

FiQure 26 Fleurs et Fruits de courgette. 

136 



Annexes 

III. Calcul de l'écart-type: 

La formule utilisée pour le calcul de l'écart-type est: 

IN 	- 
J Y2(Xi—X) 2  

c= . ti= 1  
N-1 

Avec: 

o-  : Ecart-type; 

Xi: Résultat expérimental; 

: Moyenne de trois résultats expérimentaux; 

N: Nombre de données utilisées pour le calcul (ici N=3). 
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Résumé: 

Ce travail est une contribution à l'étude des paramètres cinétiques de 
l'ascorbate oxydase de courgette (Cucurbita pepo medullosa). II comporte 
aussi une ébauche d'un dispositif optique conçu pour le dosage de l'acide 
ascorbique au moyen d'une méthode utilisant l'ascorbafe oxydase. 

L'ascorbate oxydase extraite de courgette verte a été partiellement 
purifiée selon des méthodes de précipitation (précipitation par le sulfate 
d'ammonium et fractionnement par l'acétone). Un suivi d'activité 
enzymatique pour chaque fraction obtenue après purification o été 
effectué sur une période de cinq mois. Seul l'extrait brut d'ascorbafe 
oxydase o présenté une relative stabilité contrairement aux deux fractions 

obtenues après purification. Son activité moyenne était de 

568 ± 85 Ul/mJ dans les conditions standards définies. 

L'activité de l'ascorbate oxydase a été étudiée notamment en 
fonction du pH, de la température, de la concentration en substrat 
(acide ascorbique) et en présence d'un inhibiteur (le sulfite de sodium). La 
mesure des vitesses initiales d'oxydation a conduit aux résultats suivants: 
L'ascorbate oxydase présente une activité maximale à pH 5,6 et à une 
température de 45°C. Cette enzyme subit une inhibition par excès de 
substrat, on a: Vmax = 6176,33 pmoL1 -1 .min-1 , Km = 1,4x10-3  mol.1 -1 , 

Ks = 1,2x10-3  molt 1 . Le sulfite de sodium (additif alimentaire utilisé comme 
conservateur sous la référence E221) exerce une inhibition incompétitive sur 
I 'ascorbate oxydase. 

Un protocole de dosage colorimétrique de l'acide ascorbique par 
iodométrie a été établi. Les essais réalisés sur des échantillons (jus de fruits 
commercial, comprimé de vitamine C) ont montré que cette méthode 
pouvait permettre de doser spécifiquement l'acide ascorbique si on lui 
ajoutait une étape faisant intervenir l'ascorbate oxydase. Un dispositif 
optique permettant d'associer une différence de potentiel électrique 
(d.d.p.) à la «couleur» de l'échantillon analysé a été conçu. H permet 
d'obtenir une relation de proportionnalité entre la d.d.p. mesurée et la 
concentration en acide ascorbique dans l'échantillon analysé. 

Mots clés: Ascorbate oxydase, métalloprotéine, acide ascorbique, 
Cucurbita pepo medullosa, biocapteur. 



Summary: 

This work is a contribution to the study of the kinetic parameters of 
the ascorbate oxidase of zucchini (Cucurbita pepo medullosa). It also 
indudes a draft of an optical device designed for the assay of ascorbic 
acid by means of o method using ascorbaf e oxidase. 

The ascorbate oxidase extracted from green zucchini has been 
partially purified by precipitation methods (ammonium sulfate precipitation 
and tractionation with acetone). A foflow-up of the enzymatic activity for 
each fraction recovered after purification has been carried ouf over a five 
month period. Only the raw ascorbate oxidase exfracf presenfed o relative 
stability contrary to the Iwo fractions recovered after purification. Its mean 
activity was 568 ± 85 Ul/ml in the detined standard conditions. 

Ascorbate oxidase activity has been studied as a function 0f pH, 
temperature, substrate (Le. ascorbic acid) concentration, and in the 
presence of an inhibitor (Le. sodium sulfite). The determination of initial 
oxidation rates gave the tollowing resulfs: 
The ascorbafe oxidase extracfed from zucchini presenfs o maximum activity 
at pH 5.6 and at a temperature of 45°C. This enzyme undergoes an inhibition 
by excess substrate. The determined parameters are: 
Vmax = 6176.33 pmolk.min* Km = 1 .4x10 -3  molt', Ks = L2x1& 3  molk. 

Sodium sulfite (a food preservative used under reference E221) is an 
uncompefif ive inhibifor of ascorbafe oxidase. 

A protocol for the colorimetric determination of ascorbic acid 
concentrations based on iodimetry has been established. The tests 
performed on samples (commercial fruit juice, vitamin C tablets) showed 
thaf this mefhod could be used fo ossay ascorbic acid specificolly if an 
additional step using ascorbate oxidase was performed. An optical device 
linking an electric potential difference to the color" of the analyzed sample 
has been designed. A proportionality relationship between the measured 
electric potential difference and the concentration of ascorbic acid in the 
analyzed sample was observed. 

Key words: Ascorbate oxidase, metalloprotein, ascorbic acid, 

Cucurbifa pepo medullosa, biosensor. 
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