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Abstract-Tomato alcohol dehydrogenase has been purified 99-fold by affinity chromatography on Blue 
Sepharose CL-6B with 37% yield. The enzyme so obtained is homogenous in polyacrylamide gel elec- 
trophoresis. By adding 20% glycerol to the extraction and purification buffers, an enzyme is obtained which is 
stable for several months at 4”. The molecular weight values determined by gel filtration (Sephadex G 200) and 
polyacrylamide gradient gel electrophoresis on one hand and by polyacrylamide gel electrophoresis in sodium 
dodecyl sulfate on the other, show that the enzyme exists in dimeric form. 

INTRODUCITON 

On admet que chez les vCgCtaux supkieurs, l’alcool- 
deshydrogknase est susceptible de jouer un r8le im- 
portant dans des r&actions conduisant ?t la formation 
d’alcools ou de composks carbonylks [l-3]. Dans le 
fruit de la tomate (Lycopersicon esculentum) oii une 
telle activitB a BtC mise en Evidence par Rhodes [4], les 
rksultats obtenus par certains auteurs ([5-91 semblent 
indiquer que cette enzyme pourrait intervenir dans le 
sens de la rkduction des composks carbonylts. Inverse- 
ment. Meigh et al. [lo] montrent que l’addition 
d’alcools & des tranches de tomate maintenues en 
survie, entraine l’oxydation de ces composCs. 

Dans ces conditions, il nous a paru intkressant d’en- 
treprendre 1’Ctude de l’alcool-deshydrogknase de to- 
mate, afin de tenter de prkciser le r8le qu’elle est 
susceptible de jouer dans la formation des alcools et 
des composks carbonylts prksents parmi les con- 
stituants volatils isol& B partir de ce fruit. Le prksent 
travail traite de la purification de l’alcool- 
deshydrogknase de tomate par chromatographie 
d’affinitk et prkcise certaines caractkristiques de cette 
enzyme et en particulier de sa structure quaternaire. 
L’isolement de cette enzyme a d&j2 fait l’objet d’une 
note prkliminaire [ 111. 

Purification 
R$SULTATS 

L’alcool-deshydrogenase a BtC prCcipit&& partir de 
‘l’extrait brut’ obtenu comme indiquk dans la Partie 
expkrimentale pour une concentration en sulfate 
d’ammonium comprise entre 35 et 65% de saturation. 
La dialyse conduisant g une perte de l’activitk nous 
avons CtC conduit & Climiner l’exds de sulfate d’am- 
monium par chromatographie sur Sephadex G 25. 
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La preparation enzymatique ainsi obtenue a BtB 
dCposCe sur une colonne de DEAE cellulose (2X 
20 cm) CquilibrCe en tampon Tris-HCl 50mM pH 
7,4, 0,25 mM dithiothreitol, 20% glyckrol. Le solvant 
d’tlution est constituk par le m&me tampon additionnk 
de NaCl & une concentration qui varie linkairement de 
0 k 0,50 M. L’enzyme est tluCe pour une concentra- 
tion en NaCl de 0,12M. 

La prkparation enzymatique a CtC fixde sur une 
colonne de Blue Sepharose CL-6B (0,9x 30 cm) 
CquilibrCe avec le tampon utilisk pour la chromatog- 
raphie d’khange d’ion. Nous n’avons pas note de 
modification du taux de fixation de l’enzyme en 
operant avec le m&me tampon & pH 7. L’tlution de 
l’enzyme est obtenue par addition du coenzyme 
NAD’ B la concentration finale de 0,5 mM (Fig. 1). 
L’utilisation du tampon phosphate de sodium 50 mM 
pH 7,2 nkessite une concentration en coenzyme 10 
fois plus forte (5 mM) pour obtenir le mCme rbultat. 

Par ailleurs, il est possible d’Cluer l’enzyme par 
addition de KC1 0,5 M mais dans ce cas le pit corres- 
pondant B l’activitk alcool-deshydrogknase est t&s 
btal8. De plus, l’enzyme est contaminke par des 
prottines Btrangbres comme le montre 
l’Blectrophor&se en gel de polyacrylamide et nous no- 
tons une perte d’activitk de 15% par rapport ?I 
l’klution en presence de NAD’ 0,s mM. 

Les diffkrentes Ctapes de la purification sont 
rBsumCes dans le Tableau 1. Par chromatographie 
d’aflinitk nous obtenons une enzyme purifike 99 
fois avec un rendement de 37%. L’analyse 
6lectrophorCtique, k diffkrentes concentrations en 
polyacrylamide, appliquke ti la prkparation enzymati- 
que purifite par chromatographie d’affinitC montre 
l’existence d’une seule bande aprks rCvClation des 
protkines et de l’activitk enzymatique. 
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Fig. 1. Diagramme d’elution dune solution d’alcool-deshydrogenase par chromatographie d’affinite sur Blue 

Sepharose CL-6B. 1 Addition de tampon Tris-HCl 50 mM pH 7, 4, 0, 25 mM dithiothreitol, 20% glycerol, 
contenant NAD’ 0.5 mM. U-#, absorbance a 280 nm; n--n, activite alcool-deshydrogenase. 

HIACTiONS 

De’fermination du poids moltculaire 

Le poids moleculaire apparent determine par 
chromatographie d’exclusion-filtration sur Sephadex 
G 200 [12] est de 100.000+5.000 (Ve/Vo = 1,7). 
Apres electrophorese en gradient de gel de polyac- 
rylamide nous obtenons une seule bande dont le poids 
moleculaire est estime a 95.000 * 3.000. 

L’electrophorese en gel de polyacrylamide en condi- 
tions denaturantes a CtC conduite selon les techniques 
de Weber et Osborn [13] et de Laemli [14]. Dans le 
premir cas nous obtenons des mobilites relatives par 
rapport au Blue Dextran qui sont respectivement de: 
inhibiteur trypsique (21.500) 0,71, CK RNase (39.000) 
0.56, alcool deshydrogenase monomere 0,54, oval- 
bumine (45.000) 0.53, strum albumine bovine 
(68.000) 0,42, /3 RNase (155.000) 0,22, p’ RNase 
(165.000) 0,20 ce qui conduit a une valeur du poids 

moleculaire pour I’alcool deshydrogenase de tomate de 
42.000*2.000. Dans le cas ou on utilise la technique 
de Laemmli les mobilites relatives pour les m&mes 
marqueurs sont respectivement 0,80, 0,.58. O,SS, 0,40, 
0.12, 0.11, la valeur obtenue pour l’alcool deshyd- 
rogenase est de 0,54 soit un poids moleculaire de 
45.000 * 2.000. 

L’addition simultanee aux tampons utilises pour 
l’extraction et la purification de glycerol (20%) et de 
dithiothreitol (0,2.5 a 5 mM) nous a permis d’obtenir 
un effet protecteur superieur a celui observe en 
presence d’un des substrats (ethanol 5%) et de 
dithiothreitol (0,25 a 5 mM [l 11). Dans ces conditions, 
il est possible de conserver les preparations enzymati- 
ques a 4” pendant plusieurs mois alors qu’en presence 
d’ethanol et de dithiothreitol nous avions a cette 
temperature une perte de 80% d’activite en 48 hr 

Clll. 

Tableau 1. Purification de l’alcool-deshydrogenase de tomate 

Fractions 

Prottines 
totales 

(mg) 

Activite Activite 

totale specitique 

(U.I.) (UI/mg) 

Facteur 

de Rendement 

purification % 

Extrait brut 581 484 0,83 1 100 

(NH& SO, 323,23 372 1,15 1,39 77 

35-65% 

Sephadex G-25 284,2 330 1,16 1,4 68 

DEAE-cellulose 59,98 254 4,23 5,l 53 
Blue Sepharose Cl-6B 2,lh 178 82.25 99,l 37 
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DISCUSSION 

L’utilisation de colorants bleus B structure 
polyaromatique, posskdant une conformation spatiale 
rappelant celle du NAD’ pour la purification de 
deshydrogCnases, a CtC introduite depuis peu de temps 

[15-171. En ce qui concerne les alcools 
deshydrogknases Thompson et al. [16] ont signal& que 
l’enzyme du foie de cheval Btait susceptible d’Ctre like 
par le Blue Dextran et qu’elle 6tait Cl&e par le NAD’ 
ou VAMP 1 mM ou bien par de fortes concentrations 
en se1 (1.000 mM en NaCl). 

Au tours du prksent travail nous avons montrC que 
l’alcool-deshydrogenase de tomate Ctait susceptible de 
se lier au bleu de Cibacron B des pH compris entre 7 
et 7,4 et qu’elle pouvait Ctre CluCe soit par NAD’ 
0,5 mM soit par une solution de KC1 500 mM. Ces 
rksultats sont en bon accord avec ceux observks par les 
auteurs prCcCdemment citts [ 161 qui ont travail16 avec 
une alcool-deshydrogknase d’origine animale. 11s indi- 
quent que l’alcool-deshydrogbnase de tomate 
posskderait une super structure secondaire connue 
sous le nom de ‘pli’ dinuclkotidique. 

L’enzyme obtenue aprbs 6lution en pksence de 
NAD+ est homogtne en Clectrophorbse en gel de 
polyacrylamide. Dans ces conditions, il nous est per- 
mis de dCterminer le poids moltculaire par diffkrentes 
mkthodes. 

Les techniques de gel filtration et d’klectrophorkse 
en gradient de gel de polyacrylamide conduisent & des 
valeurs sensiblement voisines: 95.000-100.000. 
L’klectrophorbse en gel de polyacrylamide en presence 
de dodecyl sulfate de sodium donne des valeurs com- 
prises entre 42 et 45.000. Ces rksultats semblent indi- 
quer que l’alcool-deshydrogenase de tomate sous sa 
forme active serait un d&iv& constitk de deux 
protombres posskdant un poids molkculaire identique 
de 42 5 43.000. Ceci semble confirm6 par les premiers 
rksultats que nous avons obtenus lors de 1’Ctude de la 
composition en acides amirks de cette enzyme (Nicolas, 
M., rksultats non publiks). 

EXPiklMENTAL 

Les tomates utilistes dans cette Etude, cultiv&es en plein 

champ, nous ont BtB aimablement fournies soit par un pro- 

ducteur local (variktbs Marmande-Saint-Pierre et F7) soit par 

la Station ExpCrimentale de la Conserve de Puyricard 

(variBtCs 24 a-et Roma VF). Le stade de maturite est le 

stade ‘rouge’ defini par Besford et Hobson [18]. Les substrats 
sont redistill& avant utilisation. Tous les reactifs ont ttt 

pr&par& avec de l’eau dtsionis&e redistill&e; la verrerie a &ti 
soumise B l’action d’un bain de HNO, dilu& au demi (7 N) 

pour iliminer les traces de dktergents. 

Extraction de l’enzyme. Les tomates, prCalablement 

rin$Ces a I’eau bidistillee et refroidies ?+ 4”, sont 

homog&&s&es a l’aide d’un ultra-turrax B vitesse maximale 

(30 secx2) dans un tampon Tris-HCl 1 M pH7,4, 20% 

glyc&ol, 5 mM dithiothrkitol, 1 mM EDTA, 2% Polyclar AT 

(P/V) (1 ml de tampon par gramme de fruit); le pH est ajust 

g pH 7,4 si nkcessaire. 
L’homogCnat obtenu est centrifugt a 5.000 g pendant 

15 min, le surnageant est filtre sur gaze et trait& par une 

solution de CaCl, 1 M (5% du volume) selon la methode de 

Korach [19] afin d’tliminer les substances pectiques. Aprbs 

agitation et repos de 15 min, la solution est centrifugke g 

5.000 g pendant 10min. Le surnageant, filtri sur gaze, est 

utilist pour la purification ultCrieure de I’enzyme et constitue 

notre ‘extrait brut’. 

Essais enzymatiques. Les activitts enzymatiques ont Btt 

dCterminCes en mesurant les variations d’absorbance du 

NADH g 340 nm (cellule de 1 cm de trajet optique) et a une 

temperature de 25”. La reaction directe correspond ?I la 

rtduction de I’ac&ald6hyde, le NADH agissant comme coen- 

zyme, au tours de la r&action inverse 1’Cthanol est oxydC en 

prCsence de NAD+. Pour la reaction directe, on utilise pour 

chaque ditermination de 1’activitC: 150 p mol de tampon 

phosphates de sodium 50mM pH 5,8, 0,3 p mol 

d’acktaldihyde, un volume d’extrait enzymatique (lo-100 CLI) 

et de I’eau pour un volume final de 3 ml. Dans le cas de la 

reaction inverse, on utilise pour le mime volume final, 

150 pmol de tampon glycine-NaOH 50 mM pH 9,4, 0,3 

Fmol d’Cthano1 absolu, un volume d’extrait enzymatique (10 

a 100 /.Ll). 

La cuve ttmoin comprend les m&mes rCactifs et un volume 

identique de solution enzymatique inactivee thermiquement. 

L’omission successive d’un des substrats ou de l’extrait en- 

zymatique permit de vgrifier que la r&action est nulle en leur 

absence. L’unitB enzymatique est definie comme la (luantitC 
d’enzyme nCcessatre pour transformer une micromole de sub- 

strat par minute, dam les conditions d&rites ci-dessus. 

Dosage des protiines. Les prot6ines sont dostes selon la 

mCthode de Lowry [20] apres avoir prtalablement realis une 

pr&ipitation & I’acide trichloracttique 10% selon la mCthode 

de Clark et Jakoby [21]. Aprl?s chromatographie, les 

proteines des Cluats sont BvaluBes par lecture de l’absorbance 

B 280 nm. 
Electrophor&e en gel de polyacrylamide. L’opCration est 

rtalisee 9 4” en tampon Tris-glycine pH 8,3 suivant une 

technique modifiCe de Davies [22], en utilisant des gels ?I 5,0 

7,0 et 10% de polyacrylamide et contenant 20% de glycerol 

pour Bviter une dtnaturation de I’enzyme [23]. La revdlation 

des proteines se fait par le Bleu de Coomassie. L’activitB 

enzymatique est dttectbe selon la methode d&rite par 

Hatanaka [3] en utilisant le bleu de paranitrot&razolium avec 

1’6thanol comme substrat et le NAD+ comme co-enzyme. 

Determination du poids mofkculaire. Chromatographie 

d’exclusion-filtration swr Sephadex G-200. On utilise la 
methode d’Andrews [12]. L’Bchantillon enzymatique est filtrC 

a travers une colonne de gel Sephadex G-200 (1,5 x 90 cm) 

prealablement dquilibrte avec le tampon Tris-HCl 50 mM 

pH 7,4 0,25 mM dithiothrkitol, 20% glyctrol. L’etalonnage 

de la colonne a BtC rBalis6 avec les protCines suivantes: 

cytochrome c (12500), ovalbumine (45.000) s&rum albumine 

bovine monom&re (67.000) et dimi?re (134.000), y globuline 

(160.000). 

Electrophorise en gel avec gradient de pofyacrylamide 

(P.A.A. 4/30-Pharmacia). La mtthode decrite dans la 

documentation technique de Pharmacia a Bti appliquee dans 

cette Ctude. L’extrait enzymatique et les prot&nes dtalons 

sont dCpos& au sommet du gel tquilibrk en tampon Tris- 

borate pH 8,35. La migration est effectuke & 4” durant 16 hr 

et sous une tension de 125 V. Les protCines et l’activitt 

enzymatique sont r&&l&es selon la technique d&rite ci- 

dessus. 

Electropho&e en gel de polyacrylamide en condifions 
dknaturantes en prhence de dodCcyl-sulfate de sodium 

(SDS). Deux techniques it6 utilis6es: Mtthode de Weber et 

Osborn [13] ‘Disc electrophoresis’. 10 pg de chaque 

protiine de rtference et 1’6chantillon enzymatique, incubes 

3 min & 90” avec O,l% de SDS, 1,5% de dithiothrhitol, 5% 
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de glyctrol et O,l% de bleu de bromophinol, sent depos6s au 

sommet gel de polyacrylamide ZI 5% (0,6x 8 cm) en prSsence 

de tampon phosphates de sodium 0,l M pH 7,2 contenant 

O,l% de SDS. La migration est effect&e sous courant 

d’intensite constante et &gale & 8 mA par tube 2 15” pendant 

3-4 hr. 

Electrophor?se en gel de polyacrylamide b 10% selon la 

mtthode de Laemmli [14]. Les tchantillons prottique et 

enzymatique sont au prkalable prtcipit&s en prtsence d’acide 
trichloracCtique B lO%, ia& 3 fois par un m&lange Et,O- 

EtOH (3: I), sCchCs dans un dessicateur pendant 1 hr et 

repris dans un petit volume de tampon de Laemmli (100 ~1 

maximum). Ces kchantillons recoivent le mime traitement 

thermique que celui dicrit ci-dessus. Nous avons utilist une 

plaque de polyacryiamide g 10% de 14 cm de longueur 

surmontCe par un gel de concentration de 1 cm de hauteur. 

L’tlectrophrophortse est rtalisee & la tempkrature du 

laboratoire, pendant 5 hr et avec un courant d’intensitt con- 

stante de 20 mA par gel. Apres 6lectrophor&e. les prottines 

sont rC&lCes, pour ces deux methodes, par le Bieu de 

Coomassie. Les protdines de r&fCrence utilisBes sont: in- 

hibiteur trypsique de soja (T.I. = 21.500), ovalbumine 

(OVA = 45.000). s&urn albumine bovine (BSA = 68.000) et 

la RNA polym&rase (core enzyme) d’Eschdrichiu coli (sous 

unit&: 01 = 39.000; p = 155.000; 6’ = 165.000). 
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