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Abstract-L-Phenylalanine-ammonia lyase (PAL) activity and phenolic content were investigated during growth 
and maturation of sweet cherry fruit on the tree. Phenolic acid, flavonoid and tannin contents, were studied in relation 
to PAL activity over two years. Concomitant variations in PAL activity and in flavonoid or phenolic acid concentra- 
tions were found during growth, suggesting that PAL is the major element controlling the synthesis of phenolic 
compounds in sweet cherry. During ripening, the increase in PAL activity did not appear to be directly related to 
anthocyanin synthesis. The concentrations of neochlorogenic acid and narcissin measured over the same period were 
also related to PAL activity. 

-- 

INTRODUCIION 

Parmi les nombreuses rCactions enzymatiques 
impliquQs dans la biosynthese des composCs phCno- 
liques, l’une d’elle, la formation de I’acide trans-cinna- 
mique par dksamination de la L-phknylalanine est 
trb gCn&lement considCrte comme une &ape fon- 
damentale [ 1,2]. La protkine enzymatique, assurant 
ainsi le passage de l’acide aminC ii l’acide prCcurseur 
des compo&s phbnoliques est la phknylalanine-am- 
moniaque lyase (PAL, E.C.4.3.1.5) [3]. 

Mise en Cvidence chez de nombreux vtgbtaux [q, 
la PAL a fait l’objet de t&s nombreuses Ctudes [5]. Les 
travaux de Zucker [SJ, de Scherf et al. [7] et ceux de 
Creasy [8] ont rCvtlC respectivement une corrClation 
trb broite entre l’activitk PAL et la biosynthtse de 
l’acide chloroghique dans les disques de tubercules de 
pomme de terre, mais aussi, des anthocyanes, des 
leucoanthocyanes et de divers flavono’ides dans le 
sarrasin et les disques de feuilles de fraisier. De mbme, 
des relations ont kt:tC dCmontr&s entre 1’activitC de la 
PAL et le taux d’accumulation de divers composts 
ph6noliques chez un certain nombre de fruits [9-131. 

Les changements d’activitts enzymatiques, ainsi que 
les variations de l’intensite respiratoire et des teneurs 
en chlorophylles et en carot&noides, 1iCs B la croissance, 
g la maturation et g la conservation de la cerise Prunus 
auium L. var. Bigarreau NapolBon, ont fait l’objet de 
travaux antCrieurs [14, 151. Dts lors, nous avons voulu 
tenter de comprendre l’importance des composCs phCno- 
liques dans la croissance et la maturation de ce fruit sur 
l’arbre. Pour ce faire, l’ttude des variations quantitatives 
des grands groupes de composts phholiques (acides 
phCnoliques, flavono’ides, tanins, anthocyanes), le dosage 
de deux polyphtnols (l’acide nCochlorog&nique et 
l’isorhamn&ine-3 rutinose), qui se sont r&v&l&s comme 
&ant prCpondCrants dans ce fruit [16], ainsi que la 
mesure de I’activitt PAL ont Cti: entrepris. 

RESULTATS 

Les variations de l’activitt: PAL et des teneurs en 
composb phCnoliques (acide nCochlorogtnique, 
isorhamnktine-3 rutinose, composts phenoliques simples, 
flavonoides, tanins, anthocyanes), exprimh par rapport 
& un gramme de mat&e s&he, sont suivies en fonction 

Fig. 1. Variations de l’activit8 PAL et de la teneur en anthocyanes 
(A g 520 nrn) au tours de la croissance et de la maturation de . I 
la cerise Activitt PAL 

: annee 1974 
z iri’ elein. annk tg75_ Couleur 

des fruits: Vp = vert p&let V = ves; J = jaune ; r et R = rouge. 

de la croissance des fruits (masse de mat&e dche 
correspondant d l’ensemble peau et pulpe d’un fruit aux 
diffirrentes dates de prklkvement) et ce, pour les an&es 
1974 et 1975. 
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L’observation de l’kvolution pond&ale des fruits 
rCv6le que, parmi les p&odes de croissance habituelle- 
ment d&nies chez les fruits h noyaux (I, II, III) [17]. 
seules sont &dikes ici les pkriodes II et III. 

La figure 1 laisse apparaitre une Ctroite similitude 
entre les variations de l’activitk PAL pour les deux 
an&es envisagbes. Apr&s une chute importante (de 
1,572 g 0,305 pmoles d’acide trans-cinnamique formi/ 
h/g), l’activitt augmente lCg&rement juste avant le 
virage de teinte du vert au jaune. Cette recrudescence 

FYesenc* 
-d’Anthocyan.s - 

: ANCG 

366 660 660 

Fig. 2. Variations de la teneur en composb phtnoliques simples 
totaux, en aeide nkochlorogknique (ANCG), en flavonoides 
totaux et en isorhamntrtine-3 rutinose (IsoRut) au tours de 
la eroissance et de la maturation de la cerise. (Rbultats de 1975). 

correspond pour les deux an&es & des fruits ayant 
atteint le m&me stade de croissance (environ 200 mg 
de peau et pulpe). L’activitC tres Bible ensuite (0,050 
pmol/h/g) devient & nouveau plus importante lorsque 
les cerises finissent de prendre leur coloration rouge: 
il faut toutefois noter que l’apparition de cette coloration, 
et par consCquent des anthocyanes, p&c&de quelque 
peu l’augmentation de 1’activitC. 

Les variations relatives du taux en composCs pheno- 
liques se sont r&v&es itre tout & fait semblables pour 
les deux annkes envisagks bien que toujours plus faibles 

pour les fruits de 1974. Les rCsultats obtenus pour 
l’acide nCochlorogCnique et l’isorhamnttine-3 rutinose 
confirment les variations relatives mises en Evidence 
pour les fractions composks phCnoliques simples et 
flavonoi’des totaux (Fig. 2). Bien que les dosages de ces 
composb aient Ctt: r&alists pour les deux annCes en- 
visagCes, seuls sont port&s sur la figure les rCsultats de 
1975: ils sont tout a fait semblables d ceux de 1974. 

1 

Fig. 3. Variations de la teneur en phknols totaux et en tanins 
totaux au tours de la croissanee et de la maturation de la cerise. 

en tire: an& 1974; en trait plein: an& 1975. 

I1 est facile d’observer ici aussi une chute de la teneur, 
immediatement suivie d’une augmentation (42 % pour 
la fraction flavonoi’des totaux et 82% pour l’isorham- 
netine-3 rutinose) qui prCdde le virage de teinte au 
jaune des cerises et leur entrCe dans la phase exponen- 
tielle de croissance. En ce qui concerne l’acide n&o- 
ChlorogCnique, la variation de teneur observCe est du 
mCme ordre que celle de la fraction compo& phCno- 
liques simples: 10 B 12 %. Rudnicki et al [18 Jont obtenu 
des variations encore plus importantes au niveau des 
esters de l’acide para-coumarique chez Prunus cerasus 
et ce au stade II de la croissance. Au tours de la matura- 
tion, le taux de ces composCs (ANCG et IS0 Rut) 
dtcroit lentement pour atteindre lorsque le fruit est 
“mfir” une valeur 7 d 10 fois plus faible que dans le 
fruit vert. Ce resultat confirme les travaux de Wolf [19] 
sur l’acide ChlorogCnique et de Walker [20] sur les esters 
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hydroxycinnamiques, chez diverses variktb de cerises. 
Durant ce m&me intervalle, le taux des composks 
phknoliques simples diminue de 4 fois et celui des 
flavonofdes de 7 fois : nous avons pu vCrifier [16] que 
l’augmentation du taux global de la fraction compos&, 
phknoiiques simples ktait due & la p&ewe d’antho- 
cyanes dans les extraits, la teneur rkelle en composks 
phtkoliques simples continue en fait 5 dkcroitre. 

La teneur en “phbnols totaux” Cvolue, comme le 
montre la figure 3, de man&e tout & fait semblable k 
celles en acides phknoliques totaux et en flavonoides 
totaux. Les tanins, quant ri eux, voient leur taux diminuer 
sans jamais r~augmenter (Fig. 3). 

DISCUSSION 

L’existence d’une activitk PAL chez la cerise, assurant 
la synthtse de l’acide trans-cinnamique k partir de la 
L-phbnylalanine a pu &re mise en Cvidence. Nous n’avons 
pu dkeler, avec les m&odes d’analyse utiliskes, les 
d&iv& de cet acide et il est probable que leur trans- 
formation est suftisamment rapide pour qu’aucune 
accumulation ne se produise. 

L’ktude de la variation de l’activitk PAL, ainsi que 
des teneurs en composts phknoliques simples et en 
flavonoMes au tours de la croissance et de la maturation 
sur I’arbre, fait apparaitre une holution semblable 
(Fig. 1 et 2). En effet, la chute de l’activitk enzymatique 
observke chez le fruit de petite taille s’accompagne d’une 
diminution tant du taux des acides phknoliques que 
des flavonoides. Elle est suivie d’une augmentation 
simultanke de l’activitb PAL et des teneurs globales en 
ces deux catkgories de composts phknoliques. Ce 
ph&om&ue correspond & des fruits de 353 mg en 1975 
et 377 mg en 1974 (Fig. 1). 11 est d’ailleurs t&s probable 
que cette remontke, prt%dant dans les deux cas le 
virage au jaune, corresponde a un stade important 
dans la croissance et la maturation du fruit : la peau et 
la pulpe d’un fruit reprksentent alors une masse de 
mat&e s&he d’environ 200 mg. L’apparition de la 
couleur jaune des cerises s’a~ompagne d’une nouvelle 
diminution de l’activitk PAL, du taux des flavonoides 
et des composb phknoliques simples. A ce stade, ia 
teneur en chlorophylles et en carottnoides devient trts 
faible [15J. 

11 faut noter qu’au moment du virage de teinte (vert 
B jaune), c’est-&dire quand l’activiti: PAL prksente un 
maximum, une synthkse importante d’enzyme malique 
(L malate-NADP oxydorkiuctase dkcarboxylante, 
E.C.1.1.1.40) a &tB mise en evidence [142 Cette p&ode 
de la vie du fruit semble done coincider avec une &tape 
importaute de la maturation de la cerise qui, rappelons- 
le, mtiit sans crise respiratoire (climactkrique). 

Lorsque ie fruit commence B rougir, le taux des 
~avonoIdes continue & diminuer ainsi que celui des 
composb phknoliques simples, tandis que l’activith 
enzymatique augmente ltgkement. Les dosages de 
l’acide nkochlorog6nique et de l’isorhamnktine-3 rutinose 
confirment tout d fait les rksultats obtenus pour les 
composks phknoliques simples et les flavondides pris 
dans leur ensemble (Fig. 2). De nombreux auteurs ont 
mis en evidence d’ktroites relations en&e l’activitt PAL 
et l’apparition des anthocyanes sous l’influence de divers 
facteurs [7, 8, 101 Dans la p&he et dans la fraise, une 
corrklation entre l’activiti et la teneur en anthocyanes 
a pu btre Ctablie [ll, 121. Toutefois, dans le cas de la 

cerise, les rbultats prkentks sur la figure 1 montrent que 
l’apparition des anthocyanes p&&de 1kg:gtrement la 
remontke de l’activitt! PAL. NCanmoins, il est possible 
de penser que l’augmentation de l’activitk PAL, au 
moment oh les fruits sont “mtis”, est nkessaire B la 
biosynthbe finale des anthocyanes, le taux des flavo- 
noides &ant alors trop faibk. 

Les variations quantitatives en acide nCochlorog& 
nique et en isorhamnktine-3 rutinose ou m&me en 
composks phknoliques simples et en flavonoides totaux 
sont synchrones et dtroitement relikes aux variations 
de l’activitt5 PAL. D’autre part, il nous a 6tt6 impossible 
de caractkiser une activitk TAL. D&s lors, nous pouvons 
Cmettre l’hypothese selon laquelle la synthk des princi- 
paux polyphknols de la cerise est dtterminke par le niveau 
de l’activitk PAL ou tout du moins par celui d’un 
ensemble enzymatique comprenant la PAL et suscep- 
tible d’6tre rkguld comme elle [Zl-231. 

PARTIE EXP~~E~LE 

Mat&et v&g&at. Les cerises (Prumrs &urn L. var. Bigarreau 
Napolkon), pr6levites r&ulitrement dans un verger de la 
r&ion orlCanaise, sont pe&zs avant et aprC lyophilisation, 
et conservBes sous pression rtiuite. Le poids moyen d’un 
fruit est calcul& sur la base de 100 fruits. Chaque an&e la 
r&&e a & faite sur un arbre diffkent. Lors de chaque extrac- 
tion, une quantitk utiie de mat&Gel lyophilisd (pew + pulpe) 
est r&h&e en poudre & l’aide d’un broyeur it billes de type 
Dangoumau. 

Extraction et d&ermination de l’activit~enzymatique. L’extrac- 
tion est rhliske selon la mtthode prkcklemment d&rite par 
Hartmann r241; quelques modifications ont dfi toutefois v 
&re apport&s.-D; PVP insoluble, ptialablement mis rl gonfl& 
dans du tampon Tri+H,BO, de uH 8.6, est aiout& au milieu 
rt%tctionnel, i raison de 1-g pdw 1 i de ~t~~el-v~g~tal et 10 ml 
de soln extractive. LYquilibrage et le d&eloppement de la 
colonne de SCphadex sent r&al&% dans le tampon Tri-H,BO, 
OJM de pH 8,6. L’extrait protkique ainsi obtenu est directe- 
ment utilisk pour la mesure de l’activiti enzymatique. Celle-ci 
est d&termin&e selon une technique proche de celle de Zucker 
[6l. L’activitC TAL (Tyrosine ammoniaque-iyase) a &tb re- 
cherch&z dans des conditions voisines de c&es utilis&es par 
Maier et al. [93 

Es.& de m&e en evkience d’sm inkikiteur de I’uctivitP PAL. 
La recherche d’un inhibiteur de l’activitd enzymatique pouvant 
&e extrait dans les conditions utili&eq est r&alis&. Pour ce 
faire: un aliquot de l’extrait enzymatiqw de jeunes fruits 
(152 mg) est m&lang& I un m&e volume d’un extrait de fruits 
plus &g& (470 mg). L’activit6 PAL du m&lange est &aie g 90 % 
de la somme des activitb des deux extraits; des quantit&z kg&es 
de mat&e1 IyophiW issu de jeunes fruits (152 mg) et de fruits 
plus &g&s (470 mg) sent extraites simultan&ment. L’activitk PAL 
de cet extrait est &gale & 97% de la somme des activitls des 
deux extraits. 

Extmcion des composts pkbnoliques. L’extraction est rtaliske 
a la temptrature ambiante selon le dispositif d&it par Alibert 
et al. f25j et adapt& I% notre matbriel. 2-g poudre de &rises sont 
extraits su~~ivement oBr: -2 1 MeOH 80X,-l L MeOH- 
EtOAc (1: l),-500 ml Hi0 bidistil1~. L%puise&ent du matbiel 
v&g&al est toujours constatb par l’absence dp r&&ion de l’extrait 
au rCactif de Smith. L’extrait brut aq. obtenu est d&pigment& 
3 fois, vol. a vol., par I&her de p&role (PE 35-50”): la phase 
&h&r& est Bliminb, la phase aqueuse puri%e est conservk et 
ajust& B 100 ml. 

S&amrion .et dosage des di@ents compos& phhnoliques. 
La sbparation et le dosage des di&ents groupes de com- 
pos& phboliques (ph&nols totaux, compo&s ph&oliques 
simples, tanins, flavonoldes) sent r&a&s sur la moitik de la 
phase aq. obtenue, selon la technique de Marigo [26 Les 

& rCsu1tat.s sent exprimes en Cquivalents d’acide chlorog mque 
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par reference. a une gamme etalon effect&e dam les memes 
conditions avec l’acide temoin (FLUCKA). Le reste de la phase 
aq. est extrait 5 fois avec EtOAc (vol. a vol.) apr&s addition de 
(NH&SO,, d’acide m-phosphorique et d’EtOH selon la 
methode mise au point par Macheix [27]. La phase EtOAc 
ainsi recueillie est concentree a 5ml puis chromatographib 
en bande sur papier Whatmann no. 3 dans le solvant de Hulme. 
Les bandes correspondant a l’acide neochlorogenique (ANCG) 
et a l’isorhamn&ine-3 rutinose (IsoRut) (;lar&sine) sont 
Blu&zs 8 hr il l’obscuritt aver du MeOH 80 “/,. La lecture de 
A des eluats a 327 et 356 nm permet de determiner la teneur 
des ditferents extraits en ces deux composes. Deux gammes 
ttalons sont realisbs dans les m&mes conditions a l’aide de 
temoins d’acide chlorogtnique et de rutine (FLUCKA). 
Les rbultats sont exprimb en mg de chacun des composes 
par g de masse de matiere skhe (g.m.s). La teneur en anthocy- 
anes des extraits (pH = 2) est determin&e par lecture de A 
& 520 nm. 
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