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Electrofocusing procedure resolves phenolase of oak’s bark in three distinct major isozymes showing cresolase and 
catecholase activities. Their p1 are: 6, 7.8 and 8.2. Little change in ratio of the two activities occurs during isoelectric 
separation. The ul~a~nt~fuged isozymes exhibit ~dimentation constant similar to the crude enzyme phenolase. 

1. Introduction 

La polyphinoloxydase ou phdnolase (EC 1 .10.3.1) 
est une enzyme largement ripandue chez les micro- 
organismes, les animaux et les &g&aux ‘[I]. Elle peut 
agir, in vitro, sur deux types de substrats: les o- di- 
phknols (activit6 catkholase) et les monoph~nols 
(activitk crdsolase). 

Des formes multiples de cette oxydase ant souvent 
&i mises en 6vidence chez un m6me organisme par les 
techniques d’klectrophor2se sur gels d’amidon ou 
d’acrylamide; en vue de leur dtude, ces isoenzymes ont 

dti isolkes par chromatographie sur khangeurs d:ions 
ou Sur hydroxylapatite [2-g]. Ces deux demiires 
techniques n’ont pu e*tre retenues..dans la purification 
de la phdnolase du Chbne car elles e~tra~aient une 
perte pratiquement totale de l’activitt enzymatique. 

En revanche, la focalisation isoglectrique, m&hode 
non encore utilide dans l’ktude de la phenoloxydase 
s’est r&&e particulidrement adapt&e i la kparation 
des formes isofonctionnelles de cette enzyme chkz le 
Ch6ne. Dam cette communication, nous prisentons 
les premiers r&&tats obtenus par cette technique dans 
le fractionnement d’un extrait enzymatique r&lisi i 
partir de l’dcore de Quercuspedunculuta, partie du 
vkgdtal la plus riche en biocatalyseur. 
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2. Partie exphmentale 

2.1. Extraction et purification 
L’extrait enzymatique est rkalisk i partir d’dcorce 

prdlevCe sur les extrdmitds des rameaux d’un ChBne 
(Q. pedunculata Ehrh.) situ6 en plein champ. Le 
materiel vkgital, stabilisk par lyophilisation, est 
conservk i -20’; il est rdduit en poudre, au broyeur ?I 
billes Dangoumau, quelques instants avant l’extraction. 

Toutes les opkations d’extraction et de purification 
sont effect&es B des temperatures comprises entre 0 
et 4”. La poudre v&g&ale, additionnde d’une quantitk 
de polyclar AT correspondant i une fois et demi sa 
masse, est homog~n~i~e durant 1 hr par agitation 
magndtique dans du tampon phssphate mono-bipotas- 

sique 0,l M de pH 7,5 renfe~ant 1% de polyethylene 
glycol [IOE La suspension est centrifugie 1 hr i 
100 000 g et le surnageant obtenu est dipod au 
sommet d’une colonne de Sdphadex G-100 kquilibrie 

dans du tampon phosphate 0,l M de pH 7,s; 1’8lution 
est re’alisde par ce m6me tampon. Les fractions ren- 
fermant l’enzyme sont rdunies et leur concentration 
en t~pon abaiss6e & M/200 par passage SW une 
colonne de Sdphadex G-25. 

2.2. Elec trofocalisation 
La solution enzymatique (55 ml) est soumise i 

l’~Iectrofoc~isation dans un appareil LKB modsle 110 
selon le protocole de Vesterberg et Svensson [ 1 l] . La 
tension appliqude est de 600 V et I’expirience dure 
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48 hr; des fractions de 2 ml sont finalement recueillies 
au collecteur. 

2.3. Ultracen trifugation 

color& issus de l’oxydation du cat&ho1 et du p-crdsol. 
Les reactions s’effectuent i pH 4.7, pH optimum 
d’action de l’enzyme, dans le tampon phosphate-acide 
citrique. 

Un gradient liniaire, 5-20% de saccharose en 
solution dam le tampon phosphate mono-bipotassique 
0,l M de pH 7,5, est prepare dans un tube de 5 ml. On 
depose ensuite 200 1.61 de solution enzymatique sur 
4,8 ml de gradient. La centrifugation dure 17 hr i 
40 000 rpm i 4’ dam le rotor SW 39 de l’ultracentri- 
fugeuse Spinco modile L. L’activite est determinde 

sur des fractions de 0,2 ml. 

L’activiti catdcholase est mesuree, au bout de 30 
set d’action selon la methode de Hare1 et al. [ 121. Les 
mesures de l’activite crdsolase ne s’effectuent qu’apres 
la fin de la periode de latence lorsque la vitesse 
d’action de l’enzyme est devenue constante. 

3. Results et discussion 

2.4. De’termination des activitts enzymatiques Les expkiences ont dte realisies avec deux gradients 

LB activitds enzymatiques sont ddterminies en de pH: le premier compris entre 3 et 10 et le second 

dosant au spectrophotometre 400 nm les produits entre 7 et 10. Dans les deux cas (fig. 1 et 2) on observe 
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Fig. 1. Diagramme d’elution de la phe’nolase du Ch&e aprds 6lectrofocalisation @H 3-10). ( -): Catkholoxydase (AA en 
30 sec/lOO ~1 d’enzyme), (o-o-o): pH. 
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Fractions 

Fig. 2. Digramme d’e’lution de la phgnolase du Che*ne aprds e’lectrofocalisation (pH 7- 10). (- ): Cate’choloxydase (AA en 30 
sec/lOO ~1 d’enzyme), (*a>): cre’solase (AA entre 30 min et 60 min/200 ~1 d’enzyme), (o-o-o): pH. 

trois isoenzymes presentant une activite catecholase; 
ces trois formes proteiques possedent aussi une activiti 
cresolase (fig. 2). Leurs points isoelectriques sont: 
6; 7,s et 8,2. La presence dans toutes les Clutions d’un 
dpaulement situi vers pH 7,3 constitue une forte 
prdsomption en faveur de l’existence d’une quatrieme 
forme isofonctionelle. 

Quantitativement, la protdine de pI = 8,2 est la plus 
importante elle possdde i elle seule plus de 50% 
pouvoir catalytique total. L’addition des activites 
contenues dans les diverses fractions montre une 
recuperation pratiquement totale de la crisolase et de 
la catdcholase introduites sur la colonne (tableau). 

La focalisation isoelectrique constitue done une 

excellente m&ode de separation des isoenzymes pour 
la phenolase du Che’ne. Elle se revele en particulier 
superieure aux techniques chromatographiques qui 

entrainent une perte pratiquement totale de l’activite 
enzymatique. 

Les pourcentages d’activites cresolase et catecholase 
rdcuperdes apres focalisation sont similaires pour 
chacune des trois isoenzymes. L’importance relative 
de ces deux activitds catalytiques est done le meme 
dans ces trois formes proteiques. De ce point de vue, 
elles se rapprochent des isoenzymes rencontrees chez 
d’autres vegetaux superieurs: Feve [5] et Pomme de 

terre [ 131 qui presentent aussi des valeurs pratiquement 
identiques du rapport: 
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Tableau 1 
Etude par dlectrofocalisation de la phenolase du Chene. lmpor- 
tance relative des trois isoenzymes - Pourcentages de r&up&a- 

tion. 

Catecholase Crisolase 

Activite introduite sur 
la colonne 

100 100 

Activite 
Isoenzyme I 12,2 11,9 

re’cupe’ree 
Isoenzyme II 17,7 17,8 
Isoenzyme III 52,2 54,7 

Fractions 31-38 
(epaulement) 839 1,6 

Total 91% 86% 

activitd crlsolase 

activitd cat&h=’ 

Par contre, elles different des isoenzymes des champi- 

gnons Psalliota campestris [ 141 et Psalliota bispora 
[4] chez lesquelles ce rapport varie tres nettement 
suivant la forme considerde. 

Soumises i l’ultracentrifugation les trois formes 
isofonctionnelles presentent un coefficient de sedi- 
mentation identique i celui de l’enzyme non purifiee. 
I1 ne s’agit done pas de sous-unites provenant de la 
dissociation d’une meme protdine initiale comme l’ont 
suggerd Jolley et Mason [ 151 chez le champignon de 
couche. 

En conclusion, le haut pouvoir de resolution de la 
methode utilisee et la presence de pits symetriques sur 
les diagrammes d’elution semblent indiquer que les 

isoenzymes du Chene sont constituees de protdines 
bien individualides possddant i la fois les activites 
cresolase et catecholase. De plus, ces proteines posse- 
dent des poids moleculaires identiques, trds voisins de 
celui de I’enzyme contenue dans I’extrait brut. I1 serait 
interessant de determiner la nature exacte de ces trois 
formes isofonctionnelles et de savoir si les deux 

activites catalytiques dependent ou non des mdmes 
sites enzymatiques. L’etude approfondie des proprietes 

biochimiques des trois isoenzymes devrait nous per- 
mettre de resoudre ces problemes. 
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