REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
A P P T R e
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
SR e lilae i_aala
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT

s Lalld__ o KK
FACULTE DES SCIENCES

Lol gaal) auid
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Mémoire
En vue de I’obtention du dipléme de Master
Filiere : Sciences Biologiques

Option : Biochimie des Produits Naturels

THEME

Etude cinétique de I'inhibition de la polyphénol oxydase de datte

Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) par I'acide benzoique

Présente par :
M"®. GHERASLIA Lamia

M"®. BOUASRIA Fatima Zahra

Devant le jury :

Président : M. GHERMAOUI Mohamed  Maitre Assisatant Classe A Université de Laghouat
Rapporteur : M. GOUZI Hicham Maitre de Conférences Classe A Université de Laghouat
Examinateur : M. LEBOUKH Mourad Maitre Assisatant Classe A Université de Laghouat

Soutenu publiqguement le, 10 Juin 2017.




DEDICACE

Avec l'aide d’Allah, j'ail pu réaliser ce travail :

Je le dédie en premier lieu & mes grands-parents
pour leur sacrifice pour moi.

Si J’en suis arriveé |3, c’est grace a eux.

A Mes parents mon frére et sceurs chagu’un a son
nom,

Mes oncle et tantes, cousins et cousines et aussi a mes
proches amis qui tous ensembles constituent mon
éequilibre, et mes racines.

A\ tous les profs du trajectoire de mes études

A mes amies : Fatima, Majda, Fadila, Meriem,
Samar, Wafa, Nawel.

A\ tous mes collegues.

Lamia



DEDICACE

Les louanges sont a Allah seigneur des mondes qui ma comblé

de grace en me permettant d’achever en bonne santé ce
modeste

travail que je dédie :

A ceux que jJaime du fond de mon cceur, a qui je dois la vie et
qui n‘ont cesseé, a aucun moment, de me soutenir et de
m’encourager par leurs priéres et leurs sacrifices : Mes cher
parents ;

A mes deux freres ; et ma soeur ; toute ma famille
A ma meilleur amie Lamia GhUERASLIA

A mes freres et sceurs que Dieu m’a donné sur le
chemin de lI'aventure.

Fatima



REMERCIEMENTS

Avant toute chose, nous remercions Allah, tout puissant, maitre
des cieux et de la terre, qui nous a permis de mener a bien ce
travail.

Tout d'abord nous tenons surtout a adresser nos plus vifs
remerciements a notre promoteur Mr. Gouzi Hicham, Maitre de
conférences qui nous a fait I’honneur de réaliser ce travail sous

sa direction, pour sa grande patience, pour sa disponibilité et
ses conseils judicieux.,

Nous tenons également a exprimer nos remerciements a tous les
membres du jury, désignés parmi les enseignants du
département de Biologie, université de Laghouat, d’avoir
accepté d’examiner notre travail.

Nous remercions encore tous les enseignants qui nous
accompagnent durantnotre cycle d’étude et les travailleurs de la
bibliothéque, et aussi les ingénieurs de laboratoire surtout les
ingénieurs de I’agronomie chaqu’ un a son nom pour leurs
patience et leurs aide.

Nous remercions toute personne ayant contribué de pres ou de
loin a la réalisation de ce travail.

Un grand merci a tous.



Phoenix ) s 483 el Sl 5l Jsiad alll g8 5 ) Jalis Jadis S s Al 50 Jaadl 138 (e Caagl) oIS 1 gadlal)
A_q\:d:ml\ )LP ;U:u.n\}\ J\J.\.uS\ d}x:\s:\l}d\ AR u.u\:@ c\)ﬁ LS Ja.uAS aﬂ.\}‘).\.ﬂ\ U ;Ua.m\).\ (dacty"fera L.
Ao JlE gyl aladinli 138 529305, 4.5 40 san da 0 5, e 53 333 Aa 0 Jsh e (S el

2.47)< L3 ey yull el |Cop dad Adsmaa 51 Of a5l g 3l Gaeay Jadiy Jlassi J g o) Jalis

Sl G085 5l Talis dudlia o 50 il hile s el il (e of Linerweaver-Burkebly < ekl
Allanins] Sy orab e S e 58 Sy 3l Gman (sabe 1.02 ) (55t 03150 il Al pa 53 4By el
Aebisai s L 53 U il oy 331 o gl A1 e Jaf

el e g il mes JslEs o oSl Jgidil g 55 By i dpalidal) cilalsl)

Résumé : Ce travail avait pour objectif d’étudier la cinétique d’inhibition de [I’activité
pyrogallol oxydase de la PPO de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) par I’acide
benzoique comme inhibiteur. L’activité enzymatique a été mesurée par spectrophotométrie a
333 nm, a pH 4.5 et a 30°C, en présence du pyrogallol comme substrat. L’activité pyrogallol
oxydase est fortement inhibée par I’acide benzoique. La valeur d'ICsy de l'acide benzoique
estimée a 2.47 mM. La représentation de Lineweaver-Burk indique que l'acide benzoique est
un inhibiteur compétitif de I'activité pyrogallol oxydase de la PPO de datte Deglet nour avec
une valeur de K, égale a 1.02 mM. L’acide benzoique est un composé chimique naturel peut
étre utilisé pour le contr6le du brunissement enzymatique des dattes au cours de leur stockage
ou leurs transformations.

Mots clés : datte, Deglet nour, polyphenol oxydase, pyrogallol, inhibiteur compétitif, acide

benzoique.

Abstract : This work was aimed to study the inhibition kinetic of pyrogallol oxidase
activity of date Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) Tul.) with benzoic acid as inhibitor.

PPO activity was measured by spectrophotometric at 333 nm (pH 4.5, 30°C) using
pyrogallol as substrate. The pyrogallol activity was significantly inhibited by benzoic acid.
The ICsp value was estimated to be 2.47 mM. The Lineweaver-Burk representation show that
benzoic acid act as competitive inhibitor on the pyrogallol activity of the datte PPO with K|
value of 1.02 mM. Benzoic acid is a natural compound without a side effect, can be used
efficiently for controlling enzymatic browning of datte during their storage or processing.
Keywords: datte, Deglet nour, polyphenol oxidase, pyrogallol, inhibition, benzoic acid.
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Introduction

Le palmier dattier (Phoenixdactylifera L.) constitue I’une des espéces fruitieres dont la
culture existe depuis I’antiquité, quatre mille ans avant Jésus-Christ, les dattes était déja
connues, cultivées et commercialisées.

En Algérie les palmeraies sont situés au nord du Sahara au niveau des Oasis ou les
conditions de cultures leur sont favorables. Les principales régions de production sont la
vallée de Mzab, les Ziban, I’Oued-Righ, Ouargla, le Souf, Béchar, Béni-ounif, la vallée de la
Saoura, le Touat, Gourara, Tideklet et EI-Goléa.

Il existe un grand nombre de variété de dattier, estimé a environ 200, on peut distinguer les
variétés communes (Ghars, Degla-baida, Mech-Degla, Tezerzait, Tantboucht...) et la variété
Deglet-Nour. (Benchabane, 2000)

Les dattes ont été historiquement et sont encore considérés parmi les meilleurs aliments
énergétiques de I’étre humain. La composition a prédominance de sucre, riche en minéraux
avec présence quelque protéine et vitamines offrent a la datte une assimilabilité facile par le
corps humain et la qualifient pour un aliment énergétique appréciable.

Le brunissement enzymatique est le probleme le plus important des dattes qui se produit au
cours de développement, la récolte, traitement et le stockage. Est un phénoméne largement
rencontré chez les fruits et les végétaux, il est le plus souvent une réaction indésirable
responsable du changement de la couleur, de I’odeur et du gout désagréable des dattes et par
conséquent diminuant sa valeur nutritionnelle et commerciale.

Le brunissement enzymatique apparait suite a I’action d’enzyme la polyphénol oxydase
(PPO) qui est le principale enzyme responsable du brunissement des dattes.La (PPO) est une
oxydoréductase contenant du cuivre comme groupement prosthétique (Kavrayan et Aydenir,
2001, Mayer, 2006). Cette enzyme est généralement présentes dans la plupart des tissus
végétaux (Vamos-Vigyyazo, 1981 ; Zawitsouki et al, 1991 ; Sherman et al, 1991 ; Fraignier et
al, 1995 ; Haruta et al, 1999). En présence de I’oxygéne, la PPO catalyse I’hydroxylation de
monophénols aux o-diphénols(l’activité créolase ) et I’oxydation des o-diphénols en o-
quinones correspondants (lI’activité catécholase) (Robb, 1984) qui se polymérisent pour
former un colorant brun ou noir appelé mélanine (Vroquaux, 1978)

Le contrdle de I’activité de la PPO est important pour la prévention du brunissement
enzymatique par des inhibiteurs chimique.Des centaines de composés ont été examinées
comme des inhibiteurs du brunissement enzymatique (Whitaker et lee, 1995). Il ne doivent
pas étre toxiques, et ne doivent pas modifier le gout, la saveur ou la texture du produit
(Vamos-Vigyazo, 1981)
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Introduction

L’acide benzoique est parmi les acides organiques les plus utilisés dans I’industrie agro-
alimentaire comme conservateurs. Certains rapports ont été consacrés sur I’étude de
I’inhibition de la PPO de différentes sources par I’acide benzoique comme un anti-
brunissement.

D’aprés nos connaissance I’inhibition de la PPO de datte Degletnour d’Algérie par I’acide
benzoique n’as pas était réalisée en utilisant le pyrogallol comme substrat. Pour cela
I’objectif principal de cette étude était d’évaluer I’effet inhibiteur de I’acide benzoique sur
I’activité pyrogallol oxydase la PPO de datte et de déterminer son mécanisme d’inhibition.

Ce manuscrit est organisé en trois grandes parties.La premiere partie concerne une revue
bibliographique sur la datte deglet-nour et la PPO.La deuxiéme partie décrit les procédures
expérimentales utilisées pour atteindre les objectifs.La quatrieme partie est dédiée a une

discussion des résultats expérimentaux conduits lors de ce mémoire.
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I.Le palmier dattier (Phoenixdactylifera L.)

1.1 Définition

Le palmier dattier : Phoenixdactylifera L., provient du mot « Phoenix » qui signifie dattier
chez les phéniciens, et dactylifera dérive du terme grec« dactulos » signifiant doigt, allusion
faite a la forme du fruit.(Djebri, 1994) C’est une espéce arborescente connue pour son
adaptation aux conditions climatiques trop séveres des régions chaudes et seches(Bouguedri,
1994).

1.2 Position systématique dans le régne végétale
Dans le régne végétal, le palmier dattier est classé :

Groupe : Spadiciflores

Ordre :Palmale

Famille : Palmacées

Sous famille :Coryphoidées

Tribu : Phoenicées

Genre :Phoenix

Espese :Dactylifera L (Djebri,1994)

1.3 Répartition géographique

1.3.1 En Algérie

En général les palmeraies algériennes sont localisees au Nord-Est du Sahara au niveau des
oasis. Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas seulement, pour une superficie de
120830 hectares, cependant 4 wilayas représentent 83,6% du patrimoine phoenicicole national
. Biskra 23%, Adrar22%, El-oued21% et Ouargla 15%(Anonyme, 2002). Notons que sur un
nombre de 13,50 millions de plants cultivés, 69,4 % sont productifs. C'est aussi dans ces
régions que sont produites les belles dattes, DegletNour et autres variétés commerciales :
Ghars, MechDegla, DeglaBaida... (Quinten, 1996).

1.3.2 Dans le monde

Le palmier dattier fait I’objet d’une plantation intensive en Afriqueméditerranéenne Et au
Moyen-Orient.

L’Espagne est I’'unique pays européen producteur de datte principalement dans la célebre
palmeraie d’Elche (Toutain, 1996).

Aux Etats-Unis d’ Amérique, le palmier dattier fut introduit au XVIIleme siécle .Sa culture
n’a débutée réellement que vers les années 1900 avec I’importation des variétés irakiennes
(Bouguedoura, 1991 ; Matallah, 2004).Le palmier dattier est généralement cultivé a plus
faible échelle au Mexique, en Argentine et en Australie (Matallah, 2004).

3
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1.4 production de la datte en Algérie

Plusieurs variétés de dattiers estimées a environ 200 existent en Algérie. Les cultivars sont
le fruit de la sélection paysanne, ils sont qualifiés de "variétés locales”. Plusieurs cultivars,
font la fierté de nos palmeraies, DegletNourpour sa haute qualité et son appréciation a travers
le monde, BentQbala donnant des dattes de qualité exceptionnelle dans le Mzab, Tagerboucht
pour sa résistance au Bayoud,Degletldir pour sa productivité et la grosseur de ses fruits,
Ferrana, ChiknMhammed,Warglia, Ammeri, Abdel Azzaz pour leur précocité (Hannachi et al ;
1998).

La Deglet-Nourqui fait I’objet de ce travail, est une Variété commerciale par excellence
alors que Les variétés communes sont de moindreimportance économique et dont les plus
répandues sont : Ghars, Degla-Beida et Mech-Degla.

Il. Les dattes de la variété Deglet-nour

I1. 1 Définition

La datte est le fruit du palmier dattier .La datte est constituée de deux parties une partie non
comestible « noyau »et une partie comestible « pulpe ou chair ».

La partie comestible de la datte est constituée d’un péricarpe ou enveloppe cellulosique
fine dénommée peau. Un mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa
teneur en sucre et de couleur soutenue et un endocarpe de teinte plus claire et de texture

fibreuse, parfois réduit a une membrane parcheminée entourant le noyau (Figure 01).

— pédoncule

épicarpe

—mesocarpe

endocarpe

——graine

Figure 01 : Coupe longitudinale d'une datte (Richard, 1972).

I1.2 Développement et maturation de la datte

Pendant sa formation et sa maturation, le fruit passe par un certain nombre de phases, se
résumant en quatre stades appelés par leurs dénominations arabes : kimri, khalal, routab et
tamar (Booij et al., 1992).

4 |
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On peut distinguer différents stades d’évolution de la datte (Al-Shahib et Marshall, 2003 ;
Sawaya et al, 1983) ; chaque stade porte une appellation particuliere selon les pays. En
Algérie se sont : Loulou, Khlal, Bser, Martouba et Tmer ; cependant, la majorité des auteurs
ont adopté la terminologie utilisée en Irak et de nombreux pays arabes.

Stades de maturation des dattes

Les différents stades de maturation des dattes peuvent étre définis comme suit Bounoune,
Loulou Ce stade commence juste aprés la fécondation et dure environ cing semaines. A ce
stade, le fruit est entierement recouvert parle périanthe et se caractérise par une croissance
lente (Djerbi., 1994).

Blah, Khalal ou Kimri :Ce stade dure sept semaines environ et se caractérise par une
croissance rapide en poids et en volume des dattes. Les fruits ont une couleur verte vive et un
goQt apre a cause de la présence des tanins (DJERBI., 1994).

Bser ou souffar : Les sucres totaux atteignant son maximum en fin du stade. La couleur
verte vire au jaune, au rouge et au brun. La datte atteint son poids maximal au début de ce
stade. 1l dure en moyenne quatre semaines (Djerbi., 1994).

Nokar, Routab ou Martouba : La couleur jaune ou rouge du stade khalal passe au foncé ou
au noir. Ce stade se caractérise par la perte de la turgescence du fruit suite a la diminution de
la teneur en eau, l'insolubilisation des tanins qui se fixent sur I’épicarpe du fruit et
I’augmentation de la teneur des monosaccharides qui donne un godt sucré au fruit. Ce stade
dure de deux a quatre semaines (Djerbi., 1994).

Tamr ou Tamar : C’est le stade final de la maturation de la datte. Le fruit perd beaucoup
d’eau, ce qui donne un rapport sucre/eau élevé (Djerbi., 1994).

11.3 Les caractéristique de deglet-nour

C’est une datte demi-molle, considérée comme étant la meilleure variété de datte du fait de
son aspect, son onctuosité et sa saveur. A maturité la datte est d’une couleur brune ambrée
avec un épicarpe lisse légerement plissé et brillant, le mésocarpe présente une texture fine
Iégérement fibreuse (Boudrar et al., 1997 ; Kendri, 1999 ).

I1.4 Composition biochimique

La datte est constituée d’une partie charnue, la chair ou la pulpe et d’un noyau. C’est un
fruit de grande valeur alimentaire et trés énergétique, elle fournit des calories 4 a 5 fois
superieure a celles fournies par d’autres fruits (Munier, 1973).
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D’une maniére générale, la teneur moyenne en eau des dattes varie de 10 a 40% de poids
frais, ceci la classe parmi les aliments a humidité intermédiaire (Estanove, 1990).La teneur en
sucres varie généralement en fonction de la variété, de la consistance et des stades de
maturation .Elle est comprise entre 50 a 80% de la pulpe fraiche pour les sucres totaux avec
des proportions qui peuvent atteindre jusqu’a 60% du poids de la pulpe fraiche en saccharose
et 17 a 80% pour les sucres réducteurs (Siboukeur, 1997).le contenu en sucres totaux de la
datte varie entre : 44 et 88% du poids de la pulpe fraiche (Al-Shahib et Marshall, 2003).

De fagon générale les dattes molles sont caractérisées par une teneur élevée en sucres
réducteurs (glucose, fructose) et les dattes seches par une teneur élevée en saccharose (Noui,
2001).La datte est riche en fibres, elle en apporte 8.1 a 12.7 % du poids sec, (Al-Shahib et
Marshall, 2002). Selon Benchabane (1996), les constituants pariétaux de la datte sont : la
pectine, la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Les dattes fines, comme la Deglet-Nour, ne
contiennent qu’une faible proportion en cette substance, mais des proportions plus élevées
atteignant parfois plus de 10 % dans le cas des dattes communes particulierement fibreuses
(Munier, 1973). Les dattes présentent des teneurs faibles en composés protidiques,
généralement moins de 3% (MS) (Khallil et al., 2002 ; Besbes et al., 2009).

Favier et al., (1993) ont noté la présence des acides aminés suivants dans la datte:
Isoleucine, Leucine , Lysine, Méthionine, Cystine, Phénylalanine, Tyrosine, Thréonine,
Tryptophane, Valine, Arginine ,Histidine, Alanine ,Acide aspartique, Acide glutamique,
Glycocolle ,Proline, Sérine.La datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie
entre 0,43 et 1,9 % du poids frais (Djouab, 2007), Yahiaoui (1998) a étudié la composition en
acides gras qui se trouvent dans la variété DegletNour, celle-ci est comprise entre 7 et 13%.La
datte est I’un des fruits les plus riches en éléments minéraux et oligo-éléments essentiellement
le potassium (plus de 670 mg aux 100 g), en calcium (62 mg) et en magnésium (58 mg), ainsi
qu’en fer (3 g). Elle renferme également du cuivre, zinc et manganése. ( Frenot et Veirling,
1997)

Il a été trouvé que la datte est pauvre en vitamine C (Ahmed et al., 2014) mais riche en
complexe vitaminique B, telles que B1, B2, B3, B5, B6 et B9 ainsi qu’en vitamine K (Al-
Farsi et Lee 2008). Il est & noter que la B3, B5, B6 et la B9 se trouvent en plus grande
concentration dans la datte comparée a d'autres fruits comme les pommes, les oranges et les
baies (Siddiq et Greiby, 2014).

La datte renferme des composés phénoliques. I'analyse qualitative des composés
phénoliques de la datte a révélée la présence des acides cinnamiques, des flavones, des
flavanones et des flavonols (Mansouri et al., 2005)
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Les enzymes jouent un rble important dans le processus de conversion se produisant
pendant le stade de formation et la maturation du fruit. La qualité de la datte est influencée par
I’activité de :

e L’invertase Responsable de I’inversion du saccharose en fructose et glucose.
e Lacellulase Elle décompose la cellulose en chaines plus courtes. .
e La pectinmethylesterase Elle convertit les substances pectiques insolubles en
pectine plus soluble qui ramollit le fruit.
e La polyphenoloxydase Elle conduit au brunissement du fruit suite a I’oxydation des
phénols (Yahiaoui, 1998).
IL.5Intérét nutritionnel et médical
IL.5.1 Intérét nutritionnel

Des sous-produits variés peuvent étre obtenus de la datte . En effet, les dattes sont
traditionnellement utilisées pour préparer une grande gamme de produits tels que les jus de
dattes concentrés (Robb et d’autres) et les pates pour différents usages boulangerie et
confiserie et préparations patissiére en plus de leur consommation directe. Les dattes sont
commercialisées entieres, dénoyautées, coupées en petits morceaux ou macérées (Yahia et
Kader, 2011). Les industries de transformation des dattes fabriquent une variété de produits
tels que les sirops, miels, confitures, vinaigre, alcool, pectines et fibres alimentaires (Photos 2)
(ElIShaarawy et al., 1989; Ramadan et al., 1995; Al-Hooti et al., 2002 ; Ahmed et
Ramaswamy, 2006)

Figure 02 : Quelques produits de dattes, de haut au bas et de gauche a droite : jus, sirop, pate,
cornichons, beurre, barres, et confiture (Tang et al., 2013)
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I1.5.2Interet médicinal des dattes

Riches en fibres, les dattes facilitent le transit intestinal et exercent un rdle préventif des
cancers colorectaux, des appendicites, de la diverticulose, des varices et des hémorroides. Ils
ont également un effet hypocholestérolémiant (Albert, 1998 ; Jaccot et Campillo, 2003 ).

Energétique et riche en minéraux, le fruit permet de lutter contre I’anémie et les
déminéralisations, il est donc recommandé aux femmes qui allaitent. Les dattes pilées dans de
I’eau soignent les hémorroides, les constipations et aussi I’ictere (jaunisse). Quant aux
diarrhées, elles sont traitées par les dattes vertes tonifiantes. Calmantes sous forme de sirop
tres concentré, (le robb,) cette préparation apaise et endort les enfants. Elle est aussi utilisée
pour les maladies nerveuses et dans les affections broncho-pulmonaires. En décoction ou en
infusion, les dattes traitent les rhumes. En gargarisme, elles soignent les maux de gorge
(Benchelah et Maka, 2008).

I11. La polyphenol oxydase
I11.1 DEFINITION

La polyphénol oxydase également connue sous le nom de tyrosinase, polyphénolase,
phénolase, créolase, catécholase ou ortho-déphénol oxydase est largement trouvée dans la
nature ( VVamos-Vigyazo, 1981 ;Whitaker, 1994, 1996). La PPO est présente chez quelque
bactérie et mycétes et dans la plupart des végétaux (Sapers, 1993) .

Les polyphénoloxydasereprésentent un groupe d’enzymes qui catalysent I’oxydation de
composés phénolique, en faisant intervenir I’oxygene moléculaire, en quinones, qui par la
suite se polymérisent spontanément pour former des polymeéres bruns, responsables de la
coloration brune, le souvent indésirable observée sur les fruits et légumes endommagés(
Cheftel et Cheftel, 1971).

I11.2 CLASSIFICATION ET NOMENCLATURE

La commission sur les enzymes de I'Union Internationale de la Biochimie (IUB) a mis a
jour la nomenclature et a placé la PPO dans deux catégories principales comme EC 1.14.18.1-
monophénol monooxygénase, également connue sous le nom de tyrosinase. Cette catégorie
était précédemment réservée a EC 1.10.3.1 o-diphénol oxydase et EC 1.10.3.2 p-diphénol
oxydase ou laccase, et aussi EC 1.10.3.2 o-diphénol : O2 oxydoréductase. Cette classification
différencie seulement les deux activités crésolase et catécholase, de la méme enzyme (Mayer,
1987 ; Zawistowski et al., 1991).
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I11.3 Caractéristiques réactionnelles

Les polyphénols oxydase sont divisés en deux sous-groupes en fonction du substrat dont
elles catalysent I’oxydation (Cheriot, 2007).

Deux réactions différentes sont caractérisées : il y a dans un premier temps la
transformation de monophénol en o-diphénol( catéchol)(activité monophénoloxydase,
créolase ou tyrosinase) (EC 1.14.18.1)

Et dans un deuxiéme temps la transformation de o-diphénol en o-quinone (activité

diphénoloxydase, catécholase ou catécholoxydase )(EC 1.10.3.1)

Crésolase Catécholase
™ 0
(Polyphénol p&}-dasej (Polyphénol oxydase)
0y
§ : E Polymeére
» complexe
Réaction (1) Réaction (2) P
brun

H:O R

Figure 03 : Réaction catalysées par la polyphénol oxydase : (Réaction 1) Hydroxylation de
monophénol en o-diphénol. (Réaction 2) Oxydation d’o-diphénolen o-quinone (Crumiére,
2000 ; Burton, 1994 ; Van Gelder et al., 1997)

I11.4 Structure

La structure cristallographique de la PPO est supposée similaire a celle les hémocyanines
(protéine oligomérique servant au transport de I’oxygéne chez les invertébrés, dont le site
actif contient du cuivre) et des catécholoxydases possédent des sites actifs de structures
comparables (Claus et Decker, 2006) ces enzymes possedes des propriétés spectroscopiques
et chimiques comparables (Himmelwright et al., 1980), et des similitudes de séquences
primaires (VanGelder et al., 1997).

La PPO a un site actif semblable a celui de I’oxyhémocyanine (Rodakiwicz-Nowak et Ito,
2003 ; Baldwin et al., 1992). Les auteurs s’accordent pour donner une masse moléculaire
apparente de 40 a 45 kDa pour les formes monomérique (deRigal, 2001).

Les domaines structuraux des PPOs des végétaux supérieurs et fongiques sont schématisés
sur la figure (03).La PPO est une métalloenzymevraie contenant une paire de cuivre, qui est le
site actif d’interaction avec I’oxygene et le substrat phénolique. Ce type de site actif a cuivre
est désigné sous le nom de « cuivre type 3 » et est trouvé également chez les hémocyanines, la
laccase, I’ascorbate oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel, 1991 ; Turner, 1974).
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La paire de cuivre (CuA et CuB) du cite actif est coordonné par trois résidus histidine
fournis par les quatre hélices o figure (4). Le CuA est coordonné par I’His 88, His 109, et
I’His 118. L His 88 est situés au milieu de I’hélice a2, tan disque I’His 109 et His 118 sont au
début et au milieu de I’hélice a3. Le second cuivre, CuB, est coordonné par I’His 240, His
244 et I’His 274. Ces résidus d’histidine sont localisés au milieu d’hélices a6 et a7 (Klabunde
et al., 1998). La paire de cuivre (CuA et CuB ) est le site de I’intersection de la PPO avec

I’oxygéne moléculaire et ses substrats phénoliques (Van Gelder et al., 1997).

Figure 04 : Les trois domaines structuraux (I, vert; II, rouge; et III bleu ) de
I’lhymocyanine d’arthropodes. Les atomes de cuivre sont colorés en vert (Decker et Tuczek,
2000)

Figure 05: L’état Oxydu site actif d’hémocyanine de Limuluspolyphemus. Les trois
résidus histidines liés au CuA son colorés en rouge, ceux liés au CuB sont colorés en vert. Les

deux atomes de cuivre sont colorés en bleu et I’oxygéne en rouge (Claus et Decker, 2006).
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Figure 06 :Vue a I’intérieure du site actif d’hémocyanine de Limuluspolyphemus. Les
atomes de cuivre (marron clair), oxygene (rouge), histidines liées a I’atome CuA(bleu claire),

histidines liées a I’atome CuB( bleu foncé) (Decker et Jaenicke, 2004)

I11.5 Mécanisme réactionnels de la catalyse enzymatique

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique sont principalement décrits pour
les PPOs d’origines fongiques (Sanchez-Ferrer et al., 1995), le site actif des PPOs peut exister
sous trois formes, selon la valence du cuivre et la liaison avec I’oxygene moléculaire : deoxy
(Cul-Cul), oxy (Cull-O2-Cull) et met (Cull-Cull). La forme met, est convertie en forme
deoxy par double réduction électronique, et la forme deoxy résultante est capable de fixer

réversiblement I’oxygene moléculaire pour donner la forme oxy (Figure 06).
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Figure 07 : Schéma mécanistique de I’activité catécholase (cycle A) et créolase (cycle B) de
la PPO (Lerch, 1995. Mayer et Harel, 1991).

111.6 Source, localisation, réle biologique et applicationsdesPPOs
I11.6.1 Source et localisation

La PPO est présente dans les différents organes des végétaux supérieurs (racine, graine,
feuille, peau et cortex du fruit). Cette localisation dépend de I’espece mais aussi du degré de
maturité (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Janovitz-Klapp, 1989 ; Macheix et al., 1990).

Elles ont été trouvées dans une grande variété d’organismes vivants y compris les
procaryotes, les végétaux supérieurs, les arthropodes, les insectes, les amphibiens, les
mammiferes et peut aussi étre trouvée dans les mycetes (Burton, 1994 ; Whitaker, 1995 ;
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Chen et Flurkey, 2002 ; Claus et Decker, 2006). Elle peut étre localisée dans les chloroplastes,
les mitochondries, les microsomes, les peroxysomes, ou dans le plasma cellulaire
(Zawistowski et al., 1991 ; Mayer et Harel, 1979). Chez les plantes saines, la PPO est
majoritairement présente dans les plastides, alors qu’elle est libérée dans le cytoplasme des
fruits murs ou endommagées (Anderson, 1968 ; Vaughn et Duke, 1984 ; Mayer et Harel, 1979
; Zawistowski et al., 1991. Whitaker et Lee, 1995). Chez les mammiferes, elle est localisée
dans les mélanocytes de la rétine et de la peau (Claus et Decker, 2006).

111.6.2 Rdle biologique

Selon Walker et Ferrar (1995), la localisation spécifique de ses formes actives laisse
supposer qu’elle intervient directement dans la photosynthese, et/ou dans la régulation de la
concentration en oxygéne actif dans les chloroplastes (Kuwabara et Katoh, 1999), la PPO était
structuralement associée au photosystéme Il dans la féve Vicia faba (Lax et Vaughn, 1991).

Dans les plantes, les PPOs jouent un réle de résistance contre les infections microbiennes,
virales et aussi contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et Whitaker, 1995). Les
mécanismes de défense des végétaux impliquant les PPOs sont largement controversés
(Vaughn et al., 1988 ; Mayer et Harel, 1991 ; Walker et Ferrar, 1998) et plusieurs hypothéses
sont émises au sujet de leur action. L’une des certitudes est que les polyphénols ont des
propriétés anti-fongiques (Friedman, 1997).

La PPO catalyse I’oxydation des composés phénoliques en quinones. Ces derniéres, sont
elles-mémes bactéricides et fongicides (Zinkernagel, 1986), et se polymérisent ensuite pour
former des polymeéres bruns insolubles. Ces derniers forment une barriere qui limite la
prolifération de I’infection et I’altération des tissus de la plante, grace a leurs propriétés anti-
microbiennes (Zawistowski et al., 1991). Selon Craft et Audia (1962), ces barrieres de
protection ont été observées dans les patates douces, les carottes, les betteraves, les courges,
les navets et les pommes de terre.La PPO est impliquée dans divers processus tels que la
pigmentation des vertébrés et mammiferes, ainsi que le brunissement des fruits et des légumes
(Whitaker, 1995 ; Fenoll et al., 2004).Chez les insectes, la PPO est impliquée dans la
sclérotisation de I'exosquelette et aussi dans la protection contre d'autres organismes par leur
encapsulation dans la mélanine. Elle peut induire des modifications anti-nutritive des
protéines végétales pour en faire des antinutritionnels, décourageant les herbivores ou les
microbes pathogénes (Steffens et al., 1998).

Par son activité hydroxylase, cette enzyme participe également dans la biosynthese des
composés phénoliques (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Vaughn et Duke, 1984 ; Zawistowski et al.,

1991).L’activité PPO joue aussi un rdle important dans la qualité des produits alimentaires

13 |



Synthese bibliographique

(Mayer et Harel, 1991). Elle est essentielle pour la coloration bénéfique de nos nourritures,
telles que les prunes, les raisins noires et le thé (Whitaker et Lee, 1995).

I11.6.3 Importance de la PPO

Cette enzyme est d'une grande importance dans le traitement des produits alimentaires, la
fonction de la PPO dans le tissu végétal pendant sa croissance et son développement.

L'activité PPO détermine la qualité et la couleur d'un produit alimentaire, tels que les
graines de cacao, le café et les feuilles de thé.

Les produits résultant de l'activité polyphénol oxydase (les quinones) peuvent réagir avec
les protéines ce qui pourraient réduire leur digestibilité, leur goQt ainsi que leur valeur
nutritionnelle (Mayer,1991).

Les technologies alimentaires sont concernées par le phénoméne du brunissement
enzymatique (Vamos-Vigyazo, 1981). Dans certains produits alimentaires, par exemple le
raisin sec et le cacao, cette réaction indésirable est nécessaire afin d'induire des propriétés
organoleptiques recherchées (Van Gelder, 2002).

111.6.4 Applications

La PPO est I'un des enzymes ayant de multiples applications. En technologie
environnementale, la PPO est utilisée pour la détoxication des eaux résiduaires et sols
contaminés par des polluants environnementaux fortement toxiques représentés par une
grande classe des composés phénoliques et polyphénoliques (Wada.S, 1993).

Cette enzyme est a l'origine du développement des biocapteurs pour la de détection des
composés phénoliques (Burton,S.G, 1994).

Dans I’industrie pharmaceutique elle est utilisée pour la production de la L-dopamine a
partir de la L-tyrosine, produit largement utilisé pour le traitement de la maladie de Parkinson
(Carvalho, 2000).

Ainsi que pour la détermination de la L-cystéine dans les produits pharmaceutiques, et
I'acide ascorbique dans les produits alimentaires et l'acide benzoique, grace a leur effet
inhibiteur sur I'activité de la polyphénol oxydase (Ros, 1993)

La polyphénol oxydase a été employée dans I’élimination des phénols de I'eau, (Bevilaqua,
2002), et en cosmétique et dans les industries alimentaires. Elle est utilisée pour activer les
réactions de brunissement oxydantes (Mayer, 1979). Les mélanines synthétiques ont des réles
protecteurs contre les rayonnements (UV, rayon X, rayons gamma).

Ce sont des échangeuses cationiques, fixatrices des médicaments, des antioxydants, des
agents antiviraux et des immunogénes (Zawistowski, 1991).
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I11.7. Substrats phénolique et spécificité enzymatique

La spécificité est évaluée selon deux parametres cinétiques : la valeur du Km qui rend
compte de I’affinité de I’enzyme pour le substrat et la vitesse maximale de catalyse Vmax. La
spécificité dépend de la structure de I’enzyme et des substrats, mais également des conditions
expérimentales (Whitaker, 1995 ; Van Gelder et al., 1997).Les substrats phénoliques de la
PPO présents naturellement dans les fruits et légumes sont principalement les catéchines, les
dérivés estérifiés des acides hydroxycinnamiques (comme I’acide chlorogénique), la 3,4
dihydroxyphénylalanine (DOPA) et la tyrosine. Le type et la position des substituants sur le
cycle aromatique sont déterminants pour la réactivité du substrat (Zawistowski et al., 1991).
Ainsi les monophénols sont hydroxylés si le groupement substitué est en position para de la
fonction hydroxyl. Lors d’une étude effectuée sur la PPO de pomme, Janovitz-Klapp (1989) a
montré que, par rapport au 4-méthylcatéchol (substrat couramment utilisé pour la mesure
d’activité des PPO), la présence d’un groupement carboxylique en para de la fonction
hydroxyl (acide o-dihydroxybenzoique) ou conjugué au cycle aromatique par une double
liaison (acide cafeique) augmentait I’affinité d I’enzyme pour son substrat o-diphénolique,
tout en diminuant la valeur de Vm.Lorsque cette fonction carboxylique est estérifiée (acide
chlorogénique) ou éloignée du cycle par I’interposition de groupements CH2 (acides o-
dihydroxy-phénylacétique et phénylpropionique), une augmentation simultanée des valeurs de
Km et de Vm est observée.
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Figure 08 : Structure de quelques composés phénoliques substrats de la polyphénol oxydase
(Rigal, 2001)
IT11.8 Mesure des activités PPO

L'activité de la PPO peut étre déterminée en mesurant la vitesse de disparition du substrat,
ou la vitesse de formation du produit. 1l est nécessaire de limiter la mesure a la phase initiale
de la réaction afin d’éviter I’inactivation de I’enzyme par le produit de la réaction (o-quinone),
la diminution de la concentration du substrat, et la polymérisation du produits
(VamosVigyazo, 1981).

Les deux activités de la PPO, monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase
(catécholase), peuvent s’appliquer a une grande variété des substrats (Whitaker, 1995). La
PPO présente différentes affinités vis-a-vis du méme substrat selon la source de son obtention
tel que I’espéce, le genre, le cultivar, ou également le tissu (Zawistowski et al., 1991).
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La vitesse de disparition du substrat peut étre mesurée par l'absorption de I’oxygéne
dissout par la technique de Warburg ou par polarographie a I’aide d’une électrode a oxygéne
(Vamos-Vigyéazo, 1981 ; Mayer et Harel, 1991 ; Gauillard et al., 1993 ; Naish-Byfield et
Riley, 1992). La vitesse de formation du produit peut étre déterminée par méthode
spectrophotométrique en mesurant la densité optique des composés colorés (o-quinones)
formés a partir des substrats. Cette méthode est la plus utilisée pour mesurer l'activité
diphénolase de la PPO (Véamos-Vigyazo, 1981 ; Zawistowski et al., 1991 ; Espin et al.,
1995).

Une variété de substrats de synthese peut étre utilisée dans ce cas, par exemple: le
catéchol, le 4-méthylcatéchol, le pyrogallol, ou des substrats naturels tels que I’acide
chlorogénique (Vamos-Vigyazo, 1981).

IV. BRUNISSEMENT ENZYMATIQUE
IV.1 Introduction

Le brunissement enzymatique est I’'une des réactions qui affecte le plus la couleur des
fruits et des légumes, le brunissement enzymatique peut avoir lieu lors de la croissance des
fruits, c’est I’exemple de la datte (de Man, 1999; hui, 2004 ; Eidhin et al., 2005 ; Mann, 2008)
ou durant I’endommagement mécanique lors du traitement et des manipulations post récolte
(de Man, 1999; Mann, 2008), également lors de la conservation et des transformations
technologiques (parage, découpage, broyage pour la préparation des jus, déshydratation,
conservation au froid et congélation) (Jeantet et al., 2006)

Ce brunissement enzymatique est di0 a une oxydation, catalysée par les
polyphénoloxydases, des composés phénoliques endogenes par I’oxygéne moléculaire ou les
premiers produits de réaction sont les quinones. Ensuite, les quinones se polymérisent,
provoquant I’apparition de pigments généeralement bruns ou noirs (mélanines), en passant par
des intermédiaires qui vont du rouge au bleu (Mathew et Parpia, 1971 ; Pierpoint, 1966). Si
I’oxygéne, les composés phenoliques et I’enzyme apparaissent comme les trois facteurs
essentiels nécessaires a la manifestation du brunissement, Ce phénoméne est accompagné de
la perte des qualités nutritionnelles, fonctionnelles et organoleptiques, se traduisant par
I’assombrissement, la diminution de la fermeté et I'altération de la flaveur (Zawistowsky et
al., 1991). Parfois recherches, ces phénomenes de brunissement dans d’autres cas comme
dans le traitement du thé noir (Eskin 1990; Ullah, 1991), le café (Amorim et Melo, 1991) et le
cacao (Lee et al., 1991; Lopez et Dimick 1991) est bénéfique dans une certaine mesure car il
améliore la qualité des boissons a travers les produits savoureux formés (Yoruk et Marshall,
2003) .
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Le brunissement enzymatique s’installe au sein de la datte aprés sa récolte et augmente
avec des teneurs élevees en eau de ce fruit, cela constitue I’'un des facteurs de désordre
physiologique de la datte conduisant a une altération de sa qualité et par conséquent une
diminution de sa valeur marchande (Yahia et Kader, 2011),

Sachant que les phénols oxydés lors du brunissement sont responsables en partie de la
flaveur et de la couleur des fruits et Iégumes (Shahidi et Naczk, 2004).

Les parameétres essentiels responsables du brunissement des fruits sont les teneurs en
composés phénoliques et en activités enzymatiques, le pH, température, disponibilité
d’oxygéne.

IVV.2 Controle de brunissement enzymatique

Le taux de brunissement enzymatique dépend de la quantité de PPO actives dans les tissus,
de la teneur en polyphénols, du pH, de la température et de la disponibilité en oxygene.

Trois acteurs interviennent dans la manifestation du brunissement enzymatique : I’enzyme
qui catalyse la réaction, les substrats, I’oxygéne d’une part et les composés phénoliques
d’autre part, et enfin les produits de la réaction primaire (les quinones) et secondaire (les
produits de polymérisation) qui sont responsables de la coloration.

Les méthodes d’inhibition ou prévention du brunissement enzymatique peuvent étre
classées en trois catégories selon qu’elles affectent I’enzyme, les substrats ou les produits de
la réaction.
1V.2.1 Méthode chimique de contréle de brunissement enzymatique

Mc Evily et al. (1992) classent les inhibiteurs des PPO en six catégories (Tableau 1) : les
agents réducteurs, les acidifiants, les agents chélateurs, les agents complexant, les inhibiteurs

d’enzymes, les traitements enzymatiques.
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Tableau 01 : Inhibiteurs de brunissements enzymatique (McEvily et al., 1992).

Agents réducteurs Sulfites et dérivés

Acide ascorbique et analogues
Cysteéine et glutathion

Agents chélateurs Phosphates

Acides organiques

EDTA

Acidifiants Acides citrique

Acides phosphorique
Inhibiteurs d’enzymes Acide carboxylique aromatique
Alcools aliphatiques

Anions

Peptides

Résorcinols substituée

Traitements enzymatique | Oxygénase
o-Meéthyltransférase
Protéase

Agents complexant Cyclodextrines

Les produits chimiques sont les plus utilisés généralement pour le controle du
brunissement enzymatique ; cependant, leurs utilisation dans les produits alimentaires
transformés est limitée aux composeés qui ne sont pas toxiques, sain et qui ne compromettent
pas le gout et la saveur, et évidement si le surcout économique est supportable (McEvily et al.,
1992 ; Sapers, 1993)
1V.2.1.1 Méthode agissant sur I’enzyme

Selon Mayer et Harel, (1979), les inhibiteurs chimiques agissant directement sur I’enzyme
peuvent étre classés en deux groupes, ceux interagissant avec le cuivre lié a la protéine
enzymatique et ceux affectant le site qui reconnait le substrat phénolique (analogues de
substrat). Dans le premier groupe, on trouve les chélateurs de métaux tels que I’azoture, le
cyanure et les halogénures. L’inhibition par les halogénures est fortement dépendante du pH,
augmentant quand le pH diminue (Valero et Garcia-Carmona, 1998). Il a été proposé que les
halogénures et le cuivre forment un complexe en déplacant le cuivre lié a un résidu histidine
(Penafiel et al., 1984).Le second groupe, les acides carboxyliques aromatiques des séries
benzoique et cinnamique ont été largement étudiés comme des analogues de substrats
phénoliques. Bien que la plupart des auteurs aient observé que ces composés étaient des
inhibiteurs compétitifs, quelques auteurs ont indiqué que suivant la source d’enzyme, la
nature du substrat et la méthode de dosage, I’inhibition pouvait étre de type competitif, non
compétitif ou mixte (Robert et al., 1997 ; Janovitz-klapp et al., 1990a).
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1V.2.1.2 Méthode agissant sur les substrats

L’inhibition du brunissement enzymatique peut étre obtenue en supprimant I’un des deux
substrats (oxygéne ou composés phénoliques) du milieu réactionnel. L’élimination compléte
de I’oxygéne est sans doute la méthode la plus efficace pour éviter I’oxydation enzymatique
des composés phénoliques par les PPO. Cependant, cette technique est inutilisable pour les
tissus vivants en raison des risques de déviations métaboliques liés a I’anaérobiose qui
entraine I’apparition d’arriere-godt (Ballantyne et al., 1988). Par ailleurs, des traces d’oxygeéne
sont suffisantes pour induire le brunissement (Janovitz-klapp et al., 1990b).

Certains adsorbants, qui se complexent avec les substrats phénoliques ont été proposes
pour I’élimination des composés phénoliques des aliments. Les premiers travaux concernant
I’inhibition du brunissement enzymatique des fruits par les cyclodextrines (CD) ont fait
I’objet d’un brevet (Hicks et al., 1990). L’effet inhibiteur des CD est d0 a leur pouvoir
complexant vis-a-vis des polyphénols les rendant indisponibles pour I’oxydation catalysée par
les polyphénoloxydases (Billaud et al., 1995). Cependant, I’efficacité du piégeage, et donc
I’inhibition, sont fortement dépendantes de la nature du phénol et de I’enzyme (Fayad et al.,
1997).

L’élimination des polyphénols consiste a les modifier enzymatiquement. Pour cela, des
traitements d’hyperoxydation par une laccase, éventuellement immobilisée, suivis d’une
ultrafiltration pour éliminer les pigments formés ont été proposés pour les jus de fruits
(Gokmen et al., 1998). Deux autres types d’enzymes ont été suggérés. Proposée par Finkle et
Nelson, (1963), la premiere est une o-méthyltransférase permettant de transformer les o-
diphénol, substrats des PPO en leurs dérivés méthoxy correspondants (par exemple, les
dérivés caféoylsont convertis en dérivés féruloyl) qui ne peuvent étre utilisés comme
substrats par les PPO. Une autre modification correspond a I’ouverture du cycle benzénique
par une protocatéchuate-3,4dioxygénase purifiée de Pseudomonas aeruginosaqui empéche le
brunissement enzymatique du jus de pomme en modifiant le substrat phénolique (Kelly et
Finkle, 1969).
1V.2.1.3 Méthode agissant sur les produits de réaction

Les o-quinones sont les produits primaires issus de la réaction d’oxydation enzymatique
des diphénols. Tres instables, elles peuvent entrer dans un grand nombre de réactions (Rouet-
Mayer et al., 1993).

20 |



Synthese bibliographique

Elles peuvent notamment étre ramenées au stade de I’o-diphénol d’origine par réduction ou
subir une attaque nucléophile conduisant a des produits d’addition incoloresde nombreux
composés agissant sur les o-quinones et notamment I’acide ascorbique (Hsu et al., 1988), les
thiols (Voldrich et al., 1995), les sulfites (Sayavedra et Montgomery, 1986) et les acides
aminés (Kahn, 1985) peuvent étre utilisés pour inhiber le brunissement enzymatique.
Cependant, les produits secondaires, résultat principalement de la polymérisation oxydative
des o-quinones, sont fréquemment des produits colorés qui deviennent de moins en moins
réactifs au fur et a mesure de I’avancement de la réaction de brunissement.

L’acide citrique c’est une acide organique faible (Rico et al., 2007 ; Li et al., 2008), le plus
abondant dans les plantes et les fruits, en particulier les agrumes. L’acide citrique intervient
comme intermédiaire dans le métabolisme de tous les organismes aérobies (cycle de Krebs)
donc dans celui des étres humains. 11 est peut étre produit a la fermentation de mélasses grace
a des souches non toxinogenes d’Aspergillus Niger (Pernis et al., 2009)

I a une valeur commerciale (Imandi et al., 2008), environ 70% est utilisé dans I’industrie
alimentaire, et 10% dans les cosmétiques et les produits pharmaceutiques ( Kamzolova et al.,
2004) et est généralement reconnu comme étant non dangereux en raison de sa faible toxicité
en comparaison avec d’autres acidifiants (Soccol et al., 2006) .

L’acide citrique est un acide o-hydroxylé (AHA) de nom chimique acide 2-
hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylique (Gougerot-Schwartz, 2000) de formule chimique
CsHsO7 il est un solide blanc, tres soluble dans I’eau.

@) OH
@] O

HO OH
OH

Figure 09 : La formule développée de I’acide citrique (Gougerot-Schwartz, 2000).

Cet acide organique a été souvent signaler par son activité anti-brunissement des fruits et
les légumes (Li-qui et al., 2009). L’efficacité anti-brunissement de I’acide citrique dans les
fruits et les Iégumes se rapporte a deux facteurs principaux, y compris les types et cultivars
des produits, et les concentrations d’agents anti-brunissement. Par exemple I’acide citrique
s’est avéré I’acide organique le plus approprié pour augmenter la qualité et la durée de
conservation de I’aubergine parce qu’il était efficace a faible concentration et parce qu’il est
peu susceptible d’affecter des paramétres sensoriels et en méme temps peut augmenter la
valeur nutritive du produit avec faible cout supplémentaire (Todaro et al., 2011).
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I. Matériel

1.1 Matériel biologique

La datte (Pheenix dactylifera L.) de la variété Deglet Nour est utilisée comme source de la
polyphénol oxydase (PPO) (Figure, 10). Les dattes sont achetées a maturité du marché local
de la Wilaya de Laghouat dans la semaine précédant leurs utilisations. Elles sont lavées avec
de I’eau distillée, séchées et conserver a -15°C.

Figure 10 : Les dattes deglet nour d’Algérie (Pheenix dactylifera L.)

1.2 Produits chimiques

Le pyrogallol et I’acide benzoique sont fournis par Fluka. Tous les autres produits
chimiques et réactifs utilisés dans cette étude sont d’un grade analytique.
II. Méthodes

I1.1 Préparation de I’extrait brut de la PPO

Les dattes sont lavées avec de I’eau distillée et sont séchées a I’air libre. 200 g de chair de
dattes préalablement refroidie a -15°C sont découpés et homogénéisés pendant 2 min a I’aide
d’un mixeur en présence de 300 mL d’acétone refroidie (-15°C) ceci afin d’éliminer les
phénols endogenes, les composés chromogeénes et pour enlever I’eau (Vamos-Vigyazd, 1981).

La suspension de pulpe est filtrée a travers quatre couches de la gaze et est pressée
manuellement jusqu'a I’obtention d’un résidu sec dit poudre d’acétone. La pulpe pressée est
séchée a I’aire libre pour eliminer I’acétone. La pulpe est ensuite broyée et suspendue dans
environ 250 ml d’eau distillée puis laisser une nuit a 5°C dans un réfrigérateur.
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Le macérat est filtrée a travers de la gaze, et la pulpe qui se dépose sur le tissu est pressée a
sec manuellement. Le filtrat obtenu est ensuite centrifugé a 4000 tr/min a I’aide d’une
centrifugeuse (Sigma Fischer Bioblock Scientific). Le surnageant récupéré d’un volume total
de 225 ml et de couleur jaunatre, représente I’extrait brut de la PPO. L’extrait enzymatique
brut est divisé en deux parties dans des tubes Eppendorf qui vont étre conservées a -10°C.

Il. 2 Mesure de I’activité PPO

L’activité de la PPO est mesurée a 330 nm en utilisant le pyrogallol comme substrat par la
mesure directe de la formation de la purpurogalline a I’aide d’un spectrophotométre (Thermo
Scientific HeMOS vy) en présence oxygene/aire (Figure 11).

OH

f
H OH O
R o
OH
Pyrogallol Pwrpurogalline

Figure 11 : Reaction d’oxydation du pyrogallol par la PPO (Abrash et al., 1989).

La solution mére de pyrogallol a 0.4 M est préparée dans de I’acide ortho-phosphorique a
0.5 mM(Fan et Flurkey, 2004 ; Abrash et al., 1989). Le milieu réactionnel contient 1 ml de
substrat a 80mM. La réaction d’oxydation est déclenchée par I’ajout de 0.04 ml de I’extrait
enzymatioque brut. La variation de I’absorbance est enregistrée toutes les 5 secondes pendant
deuxminutes aprés I’ajout de I’extrait enzymatique. La vitesse initiale (vo) représente la pente
de la partie linéaire de la courbe de I’absorbance en fonction du temps (Figure, 12) (Unal,
2007). En spectrophotométrie une unité enzymatique (UE) est définie par la quantité

d’enzyme qui cause I’augmentation de 0.001 d’absorbance par minute.
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Figure 12: Exemple de détermination de la vitesse initiale d’oxydation du pyrogallol par la
PPO (pyrogallol a 80 mM, volume de I’extrait enzymatique 0.04 ml (extrait brut), tampon
acétate de sodium 0.05 M-pH 4.5, température 30°C, volume réactionnel 1 ml).

11.3 Determination de I’ICso de I’acide benzoique

Pour déterminer la concentration d’inhibiteur qui provoque une diminution de I’activité
enzymatique par 50 % (ICsp), I’activité pyrogallol oxydase de la PPO de datte Deglet nour a
été mesurée a 30°C et pH 4.5 (tampon acétate 0.1 M) en absence et présence de différentes
concentrations de I’acide benzoique comprises entre 0,5 et 10 mM pour une concentration
constante de pyrogallol (80 mM). La valeur d’ICsp a été déterminée a partir de la
représentation de I’activité enzymatique résiduelle en fonction de la concentration de
I’inhibiteur (Chen et al., 1998).

11.4 Effet de I’acide benzoique sur I’activité pyrgollaol oxydase de la PPO de datte
Deglet nour

Pour déterminer I’effet de I’acide benzoique (0.5 et 10 mM) sur la PPO de datte Deglet
nour, I’activité pyrogallol oxydase est mesurée a pH 4.5 (tampon acétate de sodium 0.05 M)
dans le milieu réactionnel standard en absence et en présence de deux concentrations
constantes de I’acide benzoique (1.5-2.5 mM) et a différentes concentrations de pyrogallol

comprises entre 20 a 80 mM.
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Le type d’inhibition a été déterminé a partir de la représentation en double inverse de
Lineweaver-Burk de la vitesse initiale en fonction de la concentration du substrat (Arslan et
Dogan, 2005). La constantes d’inhibition (K;) a été calculée a partir du graphes secondaire des
parametres cinétiques en fonction de la concentration d’inhibiteur (Chen et al., 1998). K|,

représente la constante de dissociation du complexe Enzyme-Inhibiteur (EI) .

La constante d’inhibition K; est une mesure quantitative du pouvoir inhibiteur des
inhibiteurs réversibles. Par conséquent, dans notre étude I’efficacité d’un inhibiteur est
exprimee par la K;, qui est I’inverse de I’affinité de I’enzyme vis-a-vis de I’inhibiteur.

1.5 Analyses des données

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type (n=2). L’analyse
des données cinétiques observées a été effectué par I’ajustement a I’aide des régressions
linéaires et des régressions non linéaires par I’utilisation des programmes suivants : Table
Curve 2D™ (JandelScientific Windows v2.03, Copyright© 1989-1994), Excel® (Microsoft
Office® Excel® 2007) et SigmaPlot (SigmaPlot for Windows Version 12.0, Copyright 2011
Systat Software, Inc.).
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Résultats et discussion

I. Détermination de la valeur I1Csy de I’acide benzoique

L’effet de différentes concentrations de I’acide benzoique I’oxydation du pyrogallol par la
PPO de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) a était étudié. L’acide benzoique exerce un
effet inhibiteur concentration-dépendant sur I’activité pyrogallol oxydase de la PPO de datte.
La Figure (13) représente le pourcentage d’inhibition de la PPO par I’acide benzoique
utilisant le pyrogallol comme substrat. L’activité pyrogallol oxydase diminue
significativement avec I’augmentation de la concentration d’acide benzoique dans le milieu.

La valeur d’ICso (définie comme étant la concentration d’inhibiteur qui provoque une
diminution de I’activité enzymatique initiale a 50%) déterminée a partir de la courbe de
I’activité PPO résiduelle en fonction de la concentration de I’acide benzoique est égale a 2.47
mM (+0.015).

100
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o
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(2]
o
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N
o
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N
o
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Activité pyrogallol oxydase résiduelle (%0)

Acide benzoique (mM)

Figure 13: Effet de la concentration de I’acide benzoique sur I’activité pyrogallol oxydase de
la PPO de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) (pH 4.5 (tampon acétate de sodium a
0.05 M ); 30°C ; 40 pl de I’extrait enzymatique brut, pyrogallol a 80 mM).
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Il. Etude cinétique de I’inhibition de la PPO des dattes Daglet-Nour par I’acide
benzoique

Les résultats ainsi trouvé montrent que tous les inhibiteurs testés ont provoqués une
diminution significative de I’activité triphénol oxydase de la PPO de datte Deglet nour et que
leur pouvoir inhibiteur dépend non seulement de leurs concentrations dans le milieu
réactionnel mais aussi de la concentration du substrat utilisé.

Sous les conditions expérimentales utilisées dans cette présente étude, I’oxydation du
pyrogallol par la PPO de datte suit une cinétique de Michaelis-Menten. La cinétique
d’inhibition de I’acide benzoique agissant sur I’enzyme a été déterminée par I’analyse des
représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk. La méthode de régression
linéaire a était utilisée pour déterminer si les données expérimentaux sont correctement
ajustées par I’équation d’inhibition.

L’équation de Lineweaver-Burk pour I’inhibition compétitive s’écrit comme suit:

1 (af{m) 1 . 1
VD If:"ruz:r [5] Trf.'r:ruz:r
Avec .
[1]
=1 —
e + K

T

K, : constante de dissociation du complexe
El (mM) ;
[1] : concentration de I’acide benzoique (mM).
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Les coefficients de régression linéaire (R%) sont indiqués dans le Tableau (2). Leurs valeurs
sont comprises entre 0.997-0.999, ce qui indique que les données expérimentaux sont
parfaitement ajustées par I’équation d’inhibitions choisie.

Tableau 2 : Les valeurs de Km, Vmax et K, de la PPO des dattes Deglet-Nour avec le

pyrogallol comme substrat en présence et en absence d’acide benzoique.

. . K| Km Vmax kit 2
Acide benzoique (MM) (MM) (UE/mL) Type d’inhibition R
(mM)
0 52,4942,05 34567,86+692,43 0.998
15 1.02+0.06 122,54+4,43 34764,47+861,91 Compétitive 0.999
2.5 177,60+£18,75  37200,28+2957,05 0.997

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais £SD.

La Figure (14) montre le graphique de Lineweaver-Burk de I’enzyme en présence d’acide
benzoique. La représentation graphique de 1/vo en fonction de 1/[Pyrogallol] est un ensemble
de courbes droites a différentes pentes qui se croisent I’une a I’autre sur I’axe des ordonnées.

La valeur de Vmax demeure constante tan disque la valeur de K, augmente avec
I’augmentation de la concentration de I’inhibiteur, ceci indique que I’acide benzoique est
considéré comme un inhibiteur compétitif de I’activité pyrogallol oxydase de la PPO de datte
Deglet-nour. Cet inhibiteur se fixe seulement sur I'enzyme libre et non pas sur le complexe

enzyme-substrat.
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Figure 14: Les graphiques de Lineweaver-Burk de I’inhibition de I’activité de la PPO de
datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) sur le pyrogallol par I’acide benzoique. Chaque

valeur représente la moyenne de trois essais £ES.

La constante d’équilibre de fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme libre, K|, a était obtenue a
partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-Menten apparente (Km) en
fonction de la concentration de I’inhibiteur. Comme c’est indiqué dans le Tableau (1), la
constante d’inhibition (K,) pour I’acide benzoique, utilisant le pyrogallol comme substrat
égale 1.02 mM.

L’inhibition compétitive de la PPO par I’acide benzoique observée dans notre étude est en
accord avec les résultats trouvées pour d’autres PPOs obtenue s a partir de différentes sources
(Gouzi et Benmansour, 2007 ; Gouzi et al., 2010; Ziyan et Pekyardimci, 2004 ; Robert et al.,
1997). Le caractere inhibiteur de I’acide benzoique est due a la présence du cycle benzene au
niveau de sa structure (Pifferi et al., 1974).

Gouzi et Benmansour (2007) ont trouvé que I’acide benzoique est un inhibiteur compétitif
de la PPO de champignon de Paris (Agaricus bisporus) lorsque le pyrogallol est utilisé
comme substrat. La PPO des dattes Deglet nour est faiblement inhibée par I’acide benzoique
par rapport a la PPO de chamignon de Paris (KI = 0.049 mM) (Gouzi et Benmansour, 2007).
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Zawistowski et al. (1991), Malkin et al. (2001), et Burton (1994) ont signalés que l'acide
benzoique agit en tant qu'inhibiteur compétitif simple se fixe fortement a la PPO.

L'acide benzoique a été longtemps connu comme inhibiteur de I’o-diphénol oxydase
(1996). Duckworth et Coleman (1970) ont trouvé que I’acide benzoique inhibe I’activité
diphénolase de la PPO et que cette inhibition est compétitive.
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Conclusion

Notre travail avait pour objectif d’étudier I’inhibition de la polyphénol oxydase de datte
Deglet nour d’Algerie par I’acide benzoique en utilisant le pyrogallol oxydase comme substrat
phénolique.

La datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) contient une polyphenol oxydase ayant une
activité pyrogallol oxydase elevée en milieu relativement acide.

La reaction de I’oxydation du pyrogallol en présence de la polyphénol oxydase est
fortement inhibée par I’addition de I’acide benzoique dans le milieu reactionnnel. L’acide
benzoique agit entant qu’inhibiteur compétitif vis-a-vis de I’activité pyrogallol de datte et se
fixant sur le site actif de I’enzyme.

L’effet inhibiteur de I’acide benzoique a été attribué a la présence du cycle benzene au
niveau de sa structure.

L’acide benzoique est un composé naturel non toxique peut étre donc utilisé pour contrdler
efficacement le brunissement des dattes Deglet nour d’Algerie pendant leur stockage et leur

processus de transformation.
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Résumé : Ce travail avait pour objectif d’étudier la cinétique d’inhibition de [I’activité
pyrogallol oxydase de la PPO de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) par I’acide
benzoique comme inhibiteur. L’activité enzymatique a été mesurée par spectrophotométrie a
333 nm, a pH 4.5 et a 30°C, en présence du pyrogallol comme substrat. L’activité pyrogallol
oxydase est fortement inhibée par I’acide benzoique. La valeur d'ICsy de l'acide benzoique
estimée a 2.47 mM. La représentation de Lineweaver-Burk indique que l'acide benzoique est
un inhibiteur compétitif de I'activité pyrogallol oxydase de la PPO de datte Deglet nour avec
une valeur de K, égale a 1.02 mM. L’acide benzoique est un composé chimique naturel peut
étre utilisé pour le contr6le du brunissement enzymatique des dattes au cours de leur stockage
ou leurs transformations.

Mots clés : datte, Deglet nour, polyphenol oxydase, pyrogallol, inhibiteur compétitif, acide

benzoique.

Abstract : This work was aimed to study the inhibition kinetic of pyrogallol oxidase
activity of date Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) Tul.) with benzoic acid as inhibitor.

PPO activity was measured by spectrophotometric at 333 nm (pH 4.5, 30°C) using
pyrogallol as substrate. The pyrogallol activity was significantly inhibited by benzoic acid.
The ICsp value was estimated to be 2.47 mM. The Lineweaver-Burk representation show that
benzoic acid act as competitive inhibitor on the pyrogallol activity of the datte PPO with K|
value of 1.02 mM. Benzoic acid is a natural compound without a side effect, can be used
efficiently for controlling enzymatic browning of datte during their storage or processing.
Keywords: datte, Deglet nour, polyphenol oxidase, pyrogallol, inhibition, benzoic acid.



