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RESUME

Ce présent travail a pour objectif d'étudier l'inhibition du polyphénol oxydase (PPO) des dattes (Phoenix dactylifera L cv
Degla beida) par 1’acide citrique, 1’acide ascorbique et 1’acide benzoique. L’activit¢ de la PPO a été mesurée par
spectrophotométrie a 410 nm, a pH 5,5 et a 30°C, en présence de pyrocatéchol comme substrat.

Le degré d'inhibition de la PPO dépend de la concentration de I’inhibiteur utilisé. D’apres les valeurs d’IC50, (IC50=21,047
mM £0,65 en présence d’acide citrique ; IC50=0,117mM +0,24 en présence d’acide ascorbique ; IC50 = 1,52+0,24 en présence
d’acide benzoique) nous avons estimé que 1’acide ascorbique est 180 et 12 fois plus puissant que 1’acide citrique et 1’acide
benzoique, respectivement.

La représentation de Lineweaver-Burk indique que ’acide ascorbique et 1’acide benzoique sont des inhibiteurs compétitifs
tandis que l’acide citrique est un inhibiteur non compétitif de l'activité de la PPO avec une valeur de KIS égale a
238,184+24,21mM, 1,443+0,05 mM et 36,621+1,165 mM, respectivement.

Mots Cles : Dattes, PPO, Acide Benzoique, Acide Citrique, Acide Ascorbique, Inhibition, Brunissement Enzymatique.

ABSTRACT

This present work aims to study the inhibition of the polyphenol oxydase (PPO) of (Phoenix dactylifera L cv Degla beida)
by the citric acid, the ascorbic acid and the benzoic acid. The activity of PPO was measured by spectrophotometry at 410 Nm,
at pH 5.5 and at 30°C, in the presence of pyrocatechol as substrate.

The degree of PPO inhibition depends on the concentration of the inhibitor used. According to the values of IC50, (IC50 =
21.047 mM = 0.65 in the presence of citric acid, [C50 = 0.117mM =+ 0.24 in the presence of ascorbic acid, IC50 = 1.52 + 0.24 in
the presence of benzoic acid) we estimated that ascorbic acid is 180 and 12 times more potent than citric acid and benzoic acid,
respectively.

The Lineweaver-Burk representation indicates that ascorbic acid and benzoic acid are competitive inhibitors whereas citric
acid is a non-competitive inhibitor of PPO activity with a KIS value of 238.18 & 24, 21 mM, 1.443 £ 0.05 and 36.621 £ 1.165,

respectively.

Keywords: Dates, PPO, Benzoic Acid, Citric Acid, Ascorbic Acid, Inhibition, Enzymatic Browning.
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Introduction

INTRODUCTION

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est considéré comme l'arbre des régions
désertique du globe connues pour leur climat chaud et sec. En raison de ses utilités
alimentaires, écologiques, sociales et économiques, le palmier dattier est l'arbre fruitier le

plus apprécie par les populations des oasis (Tirichine., 2010).

L’ Algérie est un pays producteur de dattes (Phoenix dactylifera L) avec une production
annuelle de plus de 500 000 tonnes. La partie la plus importante de ce tonnage constitue les
dattes communes. Celles-ci sont des variétés séches a faible valeur marchande. En 2011,

la production de dattes communes en Algérie a atteint 244577 tonnes (SAA., 2011).

Les dattes communes telles que Degla Beida présente une importance économique
indéniable (Brac de la Perriere., 1988). Ces dattes, de consistance seche constituent une
source riche en glucides, en fibres alimentaires, en composés phénoliques, en vitamines et
en macroéléments faisant d’elle un aliment naturel nutritif pour ’humanité (Acourene et

Tama., 1997).

Cependant I'un des problemes les plus importants des dattes: est la réaction de
brunissement enzymatique qui se produit au cours de leur développement, récolte,
traitement et stockage. Le brunissement enzymatique est un phénomeéne largement
rencontré chez les fruits et les végétaux, il est le plus souvent une réaction indésirable,
provoquant la formation d’un pigment brun responsable du changement de couleur, d'odeur
et du golit désagréables des dattes, et par conséquent diminuant sa qualité nutritionnelle et

sa valeur commerciale. (Martinez et Whitaker., 1995)

La polyphénol oxydase (PPO) est reconnue comme étant la principale enzyme
responsable de ce brunissement. La polyphénol oxydase (PPO) est une métalloenzyme a
cuivre largement distribuée dans la nature et détectée dans la plupart des fruits et Iégumes

(Bertrand., 1896 ; Martinez et Whitaker., 1995 ; Mayer et Harel., 1979).
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En présence de I'oxygeéne moléculaire, cette enzyme catalyse deux réactions bien
distinctes : 1'o-hydroxylation des monophénols en o-diphénols (activité crésolase) (EC 1.
14. 18. 1) et l'oxydation des o-diphénols en o-quinones (activité catécholase) (EC 1. 10. 3.
2) qui se polymérisent pour former un colorant brun ou noir appelé mélanine

(Varoquaux., 1978).

L’inactivation de la PPO par les inhibiteurs chimiques est 1’'une des méthodes de
contrdle la plus efficace pour la prévention du brunissement enzymatique. Cependant, leur
utilisation ne peut étre possible que s'ils n'ont aucun effet toxique, ne modifient ni le gott
ni la couleur des produits et le traitement n’est pas couteux (McEvily et al., 1992; Sapers.,

1993).

Au cours des dix dernieres années, certains rapports ont €té consacrés sur 'étude de
I’inhibition de la PPO de différentes sources par des acides organiques (Acide citrique,
acide benzoique et acide ascorbique) comme des anti-brunissements dans l'industrie
alimentaire (Acourene et Tama., 1997 ; Varoquaux., 1978 ; Queiroz et al., 2008). Par
contre, ’inhibition de la PPO de datte n’a pas suscité I’attention similaire. Pour cela,
I’objectif principal de cette étude était d'évaluer l'effet inhibiteur de 1’acide citrique, de
I’acide benzoique et I’acide ascorbique sur I’activité¢ de la PPO des dattes « Phoenix
dactylifera L cv Degla Beida » et de déterminer ses mécanismes d'inhibition en utilisant le

pyrocatéchol comme substrat phénolique.

Notre travail sera présenté en quatre (04) parties et est séquencé comme suit. La
premicre partie concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur la datte, la
polyphénol oxydase (PPO) et sur le brunissement enzymatique et sa prévention. Dans la
deuxiéme partie, nous mettrons en évidences les procédures expérimentales. La troisiéme
partie est dédiée a une discussion des résultats expérimentaux conduits lors de ce mémoire.
Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des

¢tudes ultérieures sur la PPO, sont regroupées dans la derniere partie.
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CHAPITRE 1

La datte, Généralités, Composition et Intérét.

I. LA DATTE

I.1 Généralités

La datte : Originaire des bassins de I’Euphrate, ce fruit est consommé depuis des milliers
d’années. Aliment phare des gens du Moyen-Orient et de la péninsule arabique depuis fort
longtemps, la phoeniculture y est tres développée dans cette région. Ce fruit est non seulement
trés bénéfique pour notre organisme, mais il est un aliment phare de la Tradition Prophétique
(Buelguedj., 2001).

Le mot «datte » vient du grec ancien daktylos (doigt), qui fait référence a sa forme
allongée, oblongue ou ovoide, mais on rencontre également des dattes sphériques, la datte est
une baie a une seule graine (Figure 01), avec un mésocarpe €pais et charnu recouvert d’un
péricarpe treés fin. Le noyau est dur avec un endocarpe réduit & une mince membrane
(Munier., 1973).Les dimensions de la datte sont trés variables, de 2 a 8 cm de longueur et
d’un poids de 2 a 8 g selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunatre au noir en passant
par les couleurs ambre, rouge et brune plus ou moins foncée (Djerbi., 1994) (photos 01).

Ce fruit fait partie des plus anciens. Son transport est délicat, car arrivée a maturité, la datte

est un fruit fragile (Al-Shahib et Marshall., 2002).
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Embrvon

Noyvau de profile et de dos Coupe du novau

Figure 01 : Datte et noyau du palmier dattier (Buelguedj., 2001).

Photos 01 :Datte de la variété Degla-Beida (HANNACHI et al., 1998)
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I.2. Classifications des dattes
Du point de vue biochimique pour MUNIER (1973), les dattes sont classées en trois

catégories, d’apres leur consistance : molles, demi-molles et séches (Tableau 01).

Tableau 01 : Catégories de dattes selon leur consistance

Consistance Catégorie

Molle Molle
Demi-molle

Dure Demi- seche
Seche

Source : Peyron., 2000
1.3. Stades d’évolution de la datte

La datte passe par différents stades d’évolution (Al-Shahib et Marshall., 2002).

Le Tableau (02) présente les stades d’évolution de la datte et les appellations utilisées en

Afrique du Nord et en Irak.

Tableau 02 : Stades de développement de la datte.

Stades de développement de la datte

I II v \%
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Besr Martouba Tamr
Libye - Gamag Bser Routab Tamr
Mauritanie Zei Tefejena Engeui Blah Tamr

Source : Djerbi., 1994.
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Les différents stades peuvent étre définis comme suit (Djerbi., 1994) :

1.3.1.- Loulou ou Hababouk

C'est le stade "nouaison" qui vient juste aprés la pollinisation. Les dattes ont une
croissance lente, une couleur verte jaunatre et une forme sphérique (Figure 07). I1 dure 4 a 5
semaines apres fécondation.
1.3.2.- Khalal ou Kimri, Blah

Ce stade dur sept semaines environs, il se caractérise par une croissance rapide en poids et
en volume des dattes. Les fruits ont une couleur verte vive et un golt apre a cause de la
présence des tanins.
1.3.3.- Bser ou Bsir, Bissir

Les sucres totaux atteignant un maximum en fin du stade. La couleur vire au jaune, au
rouge et au brun, suivant les clones. La datte atteint son poids maximum, au début de ce stade
(Figure 07). 11 dure en moyenne quatre semaines.
1.3.4.- Martouba ou Routab

C'est le stade de la datte mire pour certains cultivars. Le poids et la teneur en eau vont
diminuer a la fin. La durée de ce stade ou le fruit prend une couleur brune est de 2 a 4
semaines. Les tanins émigrent vers les cellules situées a la périphérie du mésocarpe et sont
fixés sous forme insoluble.
L.3.5.- Tamar ou Tmar

C'est la phase ultime de la maturation au cours de laquelle, 1'amidon de la pulpe se
transforme complétement en sucres réducteurs (glucose et fructose), et en sucres non

réducteurs (saccharose).

1.4. La composition biochimique de la datte

1.4.1.Composition biochimique de la partie comestible '"Pulpe "
1.4.1.1. Constituants majeurs

Tous les travaux sur 1'étude de la composition chimique de la datte, ont montrés que le

sucre et I'eau sont les principaux constituants de la chair (Noui., 2007) (Tableau 03).
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Tableau 03 : Pourcentage des différents constituants de la datte.

Eau 13.70
Protéines 1.5
Sucres totaux 80.07

Saccharose 30.36
Glucose 104
Fructose 9.6
Cellulose 7.20

Lipides 0.05
Cendres 2,32

Source : PEYRON., 2000

I.4.1.1.a. L’eau
La teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat. Elle
varie entre 8 et 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19 % (Noui,

2007).

1.4.1.1.b. Les sucres

Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L’analyse des sucres de la datte a
révélé essentiellement trois types : saccharose, fructose et glucose (Acourene et Tama,
1997).

Ceci n’exclut pas la présence d’autres sucres en faible proportion tels que : le galactose, le
xylose et le sorbitol (Acourene et Tama, 1997).

La teneur en sucres totaux est trés variable, elle dépend de la variété et du climat. Elle

varie entre 70 et 90 % du poids de la matic¢re seche (Belguedj, 2001).
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I.4.1.1.c.Les protéines

Les dattes présentent des teneurs faibles en compos¢s protidiques, généralement moins de
3% (MS). La pulpe des variétés algériennes renferme une faible quantité de protéines variant
entre 0. 38 et 2.5% (Noui., 2001).
I.4.1.1.d. Les acides gras

La datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre 0,43 et 1,9 % du
poids frais (Djouab., 2007). Cette teneur est en fonction de la variété et du stade de
maturation. (Yahiaoui., 1998).
I.4.1.1.e. Les minéraux
La caractéristique la plus remarquable des dattes réside dans la présence de minéraux et
d’oligoéléments particulicrement abondants dépassant nettement les autres fruits secs
(Benchelah et Maka., 2008).
1.4.1.1.f. Les vitamines

La pulpe de dattes contient des vitamines en quantités variables avec les types de dattes et
leur provenance. En général, elle contient des caroténoides et des vitamines du groupe B en

quantités appréciables, mais peu de vitamine C (Munier., 1973).

1.4.1.1.g. Les composés phénoliques

La datte renferme des métabolites secondaires dits composés phénoliques. ’analyse
qualitative des composés phénoliques de la datte a révélé la présence des acides cinnamiques,
des flavones, des flavanones et des flavonols (Mansouri et al., 2005). Selon Henk et al.,
(2003), les polyphénols jouent un role important dans le corps : ils ont des effets anti-
inflammatoires, antioxydants, abaissent la tension artérielle et renforcent le systeme
immunitaire.....etc.
1.4.1.1.h. Les enzymes

Les enzymes jouent un réle 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 :
.L’invertase

Responsable de I’inversion du saccharose en fructose et glucose.
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.La cellulase

Elle décompose la cellulose en chaines plus courtes.
.La pectinmethylesterase

Elle convertit les substances pectiques insolubles en pectine plus soluble qui ramollit le
fruit.

.La polyphenoloxydase

Elle conduit au brunissement du fruit suite a I’oxydation des phénols (Yahiaoui., 1998).
1.4.2. Composition biochimique de la partie non comestible '"Noyau "

Le noyau présente 7 a 30 % du poids de la datte. Il est composé d’un albumen blanc, dur et
corné protégé par une enveloppe cellulosique (Espiard., 2002). Les travaux de recherche
menés sur la composition des noyaux de certaines variétés de datte d’Arabie Saoudite ont
démontré la présence de protéines, de glucides, de lipides, et de minéraux (K, P, Ca, Na, Fe,
Mn, Zn, Cu). En plus des protéines, le noyau contient des acides gras tels que I’acide oléique,
palmique, laurique, linoléique et palmitique mis en évidence dans 1’huile extraite des graines
(Al Hooti et al., 1998).

I.5. Intérét médical et nutritionnel de la datte
I.5. 1. Intérét médical

En plus de son usage traditionnel intense pour soulager certains maux, il a été prouvé par

maintes études de recherche que la datte possede diverses activités biologiques ; celles-ci sont

détaillées ci-dessous (Tableaux 04 et 05).
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Tableau 04: Effets biologiques des dattes observés par étude in vivo.

Propriété pharmacologique

1/ Activité anti-inflammatoire

2/ Action sur le tractus gastro-intestinal

3/Activité Antihyperlipidémique

4/ Activité hépatoprotéctive

5/ Activité néphroprotective

6/ Activité anticancéreuse

7/ Activité immunostimulante

8/ Activité gonadotrope

Observations et références

Augmentation des niveaux des antioxydants plasmatiques (vitamine C,
E, A, B-carotene) et diminution des peroxydes lipidiques. Réduction du
gonflement et du taux de fibrinogene plasmatique (Doha et Al-Okbi.,
2004).

Augmentation du temps de transit gastro-intestinal, réduction des
ulceres gastriques induits par 1’éthanol (Al-Qarawi ef al., 2004, 2005).

Réduction des taux plasmatiques de triglycérides, cholestérol total et
LDL (Salah et AlI-Maiman., 2005).

Lutte contre la baisse des marqueurs hépatiques (ALAT, ASAT,
phosphatases alcalines et LDH) pendant 1’hépatotoxicité induite par le
diméthanoate et diminution de la nécrose et de I’inflammation A effet
protecteur contre I'hépatotoxicité induite par CCl4 (Al - Qarawi et al.,
2004 ; Saafi et al., 2011).

Prévention des Iésions rénales induites par la gentamicine et réduction
du taux de créatinine et de 'urée (Al-Qarawi et al., 2008).

Régression des sarcomes tumoraux chez la souris (Ishurda et
Kennedy., 2005).

Amélioration de I’immunité a médiation cellulaire et humorale a la fois
(Puri et al., 2000).

Augmentation des taux de FSH, LH, testostérone, oestrogénes ;
favorisation de la spermatogencse et augmentation du nombre de
spermatozoides (El Gasim et al., 1995; Ali et al., 1999).

Source : (Baliga et al., 2011)
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Tableau 05 : Effets biologiques des dattes observés par étude in vitro .

1/ Activité antioxydante Piégeage des radicaux libres, inhibition de la peroxydation lipidique et
de I’oxydation des protéines (Vayalil, 2002; Al-Farsi et al., 2005;
Mansouri et al., 2005; Allaith, 2008; Chaira et al., 2009).

2/ Activité antimutagéne Inhibition de la mutagénicité induite par le benzo (a) pyréne dans le test
d’Ames (Vayalil, 2002).

3/ Activité anti-hémolytique Inhibition de I’activité hémolytique de streptolysine O (Abuharfeil et
al., 1999).
4/ Activité antivirale Empéchement de 1’activité lytique du phage Pseudomonas ATCC

14209-B1 sur Pseudomonas aeroginosa (Jassim et Naji., 2008)

5/ Activité antifongique Activité¢ antifongique contre la Candida albicans (Shraideh et al.,
1998).

Source : (Baliga et al., 2011)
I.5. 2. Intérét nutritionnel

Des sous-produits variés peuvent étre obtenus de la datte (Barreveld, 1993 ; Al-Abid et
al., 2007a, b). En effet, les dattes sont traditionnellement utilisées pour préparer une grande
gamme de produits tels que les jus de dattes concentrés (Robb., 1984) 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).

Récemment, la demande pour les dattes de table a diminué; versus un regain d'intérét
envers les nouvelles formulations alimentaires de la datte (Ahmed et Ramaswamy., 2006).
En effet, les industries de transformation des dattes fabriquent une variété de produits tels que
les sirops, miels, confitures, vinaigre, alcool, pectines et fibres alimentaires (EIShaarawy et

al., 1989; Al Hooti et al., 2002 ; Ahmed et Ramaswamy., 2000).
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Chapitre 11

Brunissement enzymatique et Polyphénol Oxydase

I. Le brunissement Enzymatique
1.1 Définition

On appelle «brunissement enzymatique» la transformation enzymatique en présence
d’oxygene de composés phénoliques en polymeres colorés le plus souvent bruns ou noirs en
passant par des teintes intermédiaires de rose ou rouge. Les pigments sombres formés sont
désignés par le terme général de mélanines (Yoruk et Marshall, 2003; Jeantet ef al., 2006) ;
par opposition au brunissement de Maillard qui est de type non enzymatique (Walker et
Ferrar., 1998).

I .2. Déclenchement, conséquences et catalyse du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique s’installe au sein de la datte apres sa récolte et augmente
avec des teneurs élevées 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).

I1 peut avoir lieu lors de la croissance des fruits, ¢’est ’exemple de la datte (Hui., 2004 ;
Mann., 2008) ou durant I’endommagement mécanique lors du traitement et des manipulations
post récolte (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 phénomene se traduit par I'oxydation et la polymérisation des composés phénoliques
comme résultat de l'activité enzymatique de la polyphénol oxydase (PPO) pouvant conduire a
la formation de pigments bruns.

Aprés tout traitement endommageant les cellules, comme la blessure suite a la
conservation au froid conduisant a des dommages de la membrane des organites tels que les
vacuoles, les composés phénoliques vacuolaires peuvent alors se mettre en contact avec la
PPO ; ce qui conduit a leur oxydation rapide (de Rigal., 2001) et alternativement, les cellules
peuvent réagir au froid par dépot de composés phénoliques dans les parois cellulaires, qui
vont alors réagir avec la PPO déja présente dans les apoplasmes (Chazarra et al., 2001 ;

Nguyen et al., 2003).
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Ce phénomene est accompagné de la perte des qualités nutritionnelles, fonctionnelles et
organoleptiques, se traduisant par 1’assombrissement, la diminution de la fermeté et
’altération de la flaveur (Zawistowsky et al., 1991). Toutefois, le brunissement dans d’autres
cas comme dans le traitement du thé noir (Eskin., 1990; Ullah., 1991), le caf¢ (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).

I1. La Polyphénol Oxydase
I1.1.Historique

La polyphénol oxydase a été découverte pour la premicre fois en 1856 par Schoenbein
dans le champignon Boletus luciferus. 11 a noté que I’extrait de ce champignon catalyse
I’oxydation en adrobie de certains composés en formant un pigment brun dans les plantes
(Whitaker et Lee.,1995).

Bertrand (1896) a son tour a mis €galement en évidence la présence d’une enzyme dans la
betterave, le dahlia et certains champignons. Bach et Chodat. (1904) ont émis I’hypothese
que le brunissement des tissus végétaux coupés ou broy¢s était di a I’action d’ une oxygénase
qui catalyserait la peroxydation des o-diphénols. Selon ces auteurs, le peroxyde ainsi formé
serait détruit par la peroxydase, conduisant a la formation des composés quinoniques.

La polyphénol oxydase a été extraite pour la premiere fois simultanément par Kubowitz
(1938) a partir des pommes de terre et par Keilin et Mann (1938) a partir d’Agaricus
bisporus.

C'était la premicre enzyme purifiée par chromatographie d’affinité¢ (Lerch., 1981; Jolivet
et al., 1998).Bien que la polyphénol oxydase ait été découverte il y’a bien longtemps, ce n’est
qu’en 1998 que la premicre structure cristallographique de la PPO a été rapportée et ¢’était
pour 'enzyme de Impomea batatas (Klabund et al.,1998). Et depuis, la PPO a suscité plus
d’attention et plusieurs études séricuses ont été porté d’une part sur la compréhension de
mécanisme réactionnel et d’autre part sur le réle de l'enzyme dans le brunissement
enzymatique (Seo et al.,2003 ;Halalouili et al.,2006 ;Virador et al., 2010 ;Cheng et
al.,2013 ;José et al.,2014).
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I1.2. Définition, nomenclature et caractéristiques
I1.2.1. Définition

La polyphénol oxydase (PPO) également appelée tyrosinase appartient au groupe des
oxydoréductases. C’est une enzyme a cuivre (Kazandjian et Klibanov., 1985), elle est
largement répandue dans le régne microbien, végétal et animal et participe dans la
mélanogénese chez les mammiferes et/ou dans le brunissement enzymatique des fruits et des
légumes. Bien que le terme générique de PPO soit couramment utilisé, il s’agit en réalité
d’une vaste famille d’enzymes réunissant les tyrosinases (EC 1.14.18.1), les catéchol
oxydases (EC 1.10.3.1) et les laccases (EC 1.10.3.2) (Mesquita & Queiroz.,2013).
I1.2.2. Nomenclature

Des noms différents ont été associ€¢s a la polyphénol oxydase dont la phénolase, phénol
oxydase, tyrosinase, crésolase, catécholase, diphénolase, o-diphénol oxydase et acide
chlorogénique oxydase. La polyphénol oxydase qui reflete généralement la capacité de cette
enzyme a utiliser différents composés phénoliques comme substrats qui sont généralement

de o-quinones (Rivas et Whitaker., 1973 ; Sugumaran et al ., 1998; Burton., 1994).

I1.2.3. Caractéristiques
I1.2.3.1. Caractéristiques fonctionnelles

La classe des PPOs est divisée en deux sous-groupes en fonction du substrat dont elles
catalysent I’oxydation :

- hydroxylation en position ortho d’un substrat monophénolique (activité

monophénol oxydase, crésolase ou tyrosinase) ;

- oxydation d’un diphénol en benzoquinone (activité diphénoloxydase, également

appelée laccase, et spécifiquement catécholase lorsqu’il s’agit du o-diphénol).
I1.2.3.1. a. Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent 1’hydroxylation des monophénols
en o-diphénols. (Decker et Terwilliger., 2000). Cette enzyme est appelée tyrosinase car la L-
tyrosine est le substrat monophénolique majeur dans le régne animal. Elle est également
appelée crésolase en raison de sa capacité a utiliser le crésol comme substrat.
11.2.3.1. b. Activité o-diphénololoxydase (EC 1.10.3.1)

L’oxydation des substrats o-diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygene est

catalysée par I’activité o-diphénoloxydase également appelée catécholase ou catécholoxydase.
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Cette dernicre a été I'objet de nombreuses recherches en raison de son haut pouvoir
catalytique dont découle la formation des quinones puis la production des polymeéres bruns
appelés mélanoidines (Cheriot., 2007).

I1.2.3.1.c. Activité laccase (E.C. 1.10.3.2)

La laccase se caractérise par son activité p-diphénoloxydase qui s’ajoute a I’activité o-
diphénoloxydase. L’oxydation des substrats phénoliques par la laccase génere la formation
d’un radical semi-quinone et s’accompagne par la réduction de I'oxygeéne en eau par un
mécanisme ping-pong (Reinhammar et Malmstrom., 1981).

Les laccases sont présentes dans de nombreux champignons phyto-pathogenes et dans
certaines plantes mais on ne trouve pas de laccase dans les fruits et légumes a part dans les
péches (Harel et al., 1970) et les abricots (Dijkstra et Walker., 1991).

On peut distinguer les o- des p- diphénoloxydases en fonction de leurs spécificités de
substrats et d’inhibiteurs. Un taux d’oxydation différent pour le cuivre du site actif ainsi que
les différences des mécanismes réactionnels de catalyse enzymatique peuvent en partie
expliquer les taux différents d’inhibition de ces deux enzymes pour un méme inhibiteur. Par
exemple, la laccase n’est pas inhibée par le monoxyde de carbone, la phénylhydrazine ou le
2,3-naphtalénediol qui sont de puissants inhibiteurs de la catécholoxydase (Keilin et Mann.,

1940).

I1.2.3.2. Caractéristiques structurales

11.2.3.2.a. Architecture moléculaire globale

La structure cristallographique de la PPO n’est pas encore ¢lucidée. Cependant, on peut
supposer que les tyrosinases, les hémocyanines (protéine oligomérique servant au transport de
'oxygene chez les invertébrés, dont le site actif contient du cuivre) et les catécholoxydases de
patate douce, possédent des sites actifs de structures comparables (Claus et Decker., 2006 ;
Siegbahn., 2003). En effet, ces protéines montrent des changements de valence et de

conformation comparables lors de la fixation de I’oxygene (Della Longa et al., 1996).

Elles possedent des propriétés spectroscopiques et chimiques comparables
(Himmelwright et al., 1980), et des similitudes de séquence primaires (Van Gelder et al.,

1997).
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Garcia-Borron et Solano (2002) décrivent le site actif de la PPO, comme une sphére
hydrophile, délimitée par 4 hélices o et contenant 6 résidus imidazole. Cette sphere
hydrophile, est située dans une poche hydrophobe, formée par des résidus aromatiques. La
configuration du site actif des PPOs, est maintenue par des forces électrostatiques ou, par des
interactions ioniques. Une autre caractéristique du site actif des PPOs, est la liaison covalente
thio-éther entre une cystéine et un des résidus histidyl lié au cuivre du site actif (Lerch.,
1982). Une telle liaison covalente, cystéine-histidine, est également constatée dans la catéchol
oxydase de patate douce (lpomea batatas) (Klabunde et al., 1998). Selon ces auteurs, cette
structure optimise le potentiel redox du cuivre pour ’oxydation des o-diphénols et permet

ainsi, un rapide transfert d’électrons lors des phénomenes redox.

Elle est également responsable de la régulation de l'activité enzymatique (Mayer., 1987).
Seule la structure cristalline de la PPO de patate douce (Ilpomoea batatas) sous sa forme

active, a était résolue (Klabunde et al., 1998).

Les masses moléculaires apparentes des PPOs déterminées généralement par des
techniques de chromatographie d’exclusion ou d’électrophorése dénaturante sont comprises
entre 12 et 400 kDa (Zawistowski et al, 1991). Ces différences de taille s’expliquent
notamment par I’existence de formes polymériques de 1’enzyme. , pouvant aller du monomere
a la forme tétramérique. Dans beaucoup de cas, les PPOs des préparations brutes ou
partiellement purifiées sont présentes sous des formes multiples d’isoenzyme (Mayer et
Harel,, 1979 ; Anosike et Ayaebene., 1982). Ces formes d’enzyme, peuvent E&tre
différenciées par leur spécificité de substrat, leur pH optimum, leur stabilité¢ thermique et leur

réponse aux inhibiteurs.
I1.2.3.2.b. Le site actif

I1 a été montré, que la PPO peut avoir un site actif semblable a celui de 1'oxyhémocyanine

(Rodakiewicz-Nowak et Ito., 2003, Baldwin et al., 1992).

La PPO est une métalloenzyme vraie contenant une paire de cuivre, qui est le site
d’interaction avec l'oxygeéne et le substrat phénolique. Ce type de site actif a cuivre, est
désigné sous le nom de « cuivre type 3 » et on le trouve également chez I’hémocyanine, la

laccase, 1’ascorbate oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel., 1991 ; Turner., 1974).
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La structure secondaire de la PPO est principalement a- hélicoidale et le cceur de I’enzyme
est constitué de quatre hélices a (a2, a3, a6 et o7), (Jolivet et al., 1998 ; Ros et al., 1994 ;
Decker et Terwilliger., 2000 ; Eicken et al., 1999 ; Haghbeen et al., 2004 ; Claus et
Decker., 2006).

Le paquet hélicoidal est adapté au centre catalytique binucleaire du cuivre. Il est entouré
par les hélices, al et a4, et de plusieurs coudes . Deux ponts disulfures (Cys 11-Cys 28 et
Cys 27-Cys 89) aident a ancrer la région N-terminale riche en boucle (résidus 1-50), a
I’hélice a2 (Figure 02). La paire de cuivre (CuA et CuB) du site actif, est coordonnée par
trois résidus histidine fournis par les quatre hélices a (Figure 03). Le CuA est coordonné par
I’His 88, His 109, et I’His 118. L’His 88 est situé¢e au milieu de I’hélice a2, tandis que 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 ’His 274. Ces résidus d’histidines, sont localisés au

milieu d’hélices a6 et a7 (Klabunde et al., 1998).

La paire de cuivre (CuA et CuB), est le site de l'interaction de la PPO avec l'oxygene

moléculaire et ses substrats phénoliques (Figure 04) (Van Gelder et al., 1997).

) P
=N . al

Figure 02: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés par le type
d'atome : carbone : gris, 1'azote : bleu, soufre : , oxygene : rouge, cuivre : cyan (Eicken et al.,
1999).
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Figure 03: L’état Oxy du site actif d’hémocyanine de  Figure 04: Structure du site actif de la tyrosinase. Les
Limulus polyphemus. Les trois résidus histidines liés atomes de cuivre (bleu), histidines liées aux atomes de
au CuA son colorés en rouge, ceux liés au CuB sont cuivres (violet clair) (Ben-Yosef'et al., 2010).

colorés en vert. Les deux atomes de cuivre sont

colorés en bleu et I’oxygeéne en rouge (Decker., 2005).

11.2.3.2.c. Les substrats

Les deux activités de la PPO, monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase
(catécholase), peuvent catalyser une grande variété de substrats (Whitaker., 1995). La PPO
présente différentes affinités vis-a-vis du méme substrat selon la source de son obtention tel

que, I’espece, le genre, le cultivar, ou également le tissus (Zawistowski et al., 1991).

La catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA), la tyrosine, et
les esters d’acide cinnamique sont les substrats naturels de la PPO trouvés dans les fruits et

légumes (Zawistowski et al., 1991, Vamos-Vigyazo., 1981 ; Trebst et Depka., 1995).

Le type et la position des substituants présents sur les mono- et les o-dihydroxy phénols,
sont également des causes importantes déterminant la réactivité du substrat. Pour les mémes
substrats, de grandes différences dans les paramétres cinétiques (Km et Vimax) sont constatées

selon la source et la pureté de I'enzyme (Zawistowski et al., 1991).

A titre d’exemple, la substitution en position 3 du 3-méthyl catéchol, cause une diminution
de l'affinité de l'enzyme pour le substrat & cause de la géne stérique. La présence d'un

groupement donneur d’électron en position 4 comme le 4-méthyl catéchol ou I’acide
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chlorogénique, augmente la réactivité du substrat, alors que celle d’un groupement attracteur
d'électron, comme le 4-nitrocatéchol ou le 3,4-dihydroxy acide benzoique, réduit la réactivité

du substrat (Vamos-Vigyazo., 1981).

Le catéchol est le substrat phénolique le plus simple de la PPO puisqu’il possede la
structure de base des o-dihydroxyphénols. Ceci ne signifie pas qu’il s’agisse d’un meilleur
substrat pour ’enzyme. Toute substitution sur le cycle aromatique (position et la nature du

substituant) affecte la vitesse de la réaction enzymatique.
11.2.3.3. Caractéristiques réactionnelles

En présence d’oxygéne moléculaire, la PPO catalyse deux réactions bien distinctes
I'hydroxylation de monophénols en o-diphénols (I’activité crésolase) (Réaction (1)) et
l'oxydation des o-diphénols a leurs o-quinones correspondants (1’activité catécholoxydase)

(Réaction (2)) (Robb., 1984) (Figure 05).

Les PPOs sont capable d'insérer de l'oxygene dans une position ortho a un groupe
hydroxyle existant dans un cycle aromatique, suivi de l'oxydation du diphénol a la quinone

correspondante ; I'oxygene moléculaire est utilisé dans la réaction (Mayer., 2006).

UH DH O
crésolase catecholoxydase Il O
._ Ak
|’ \l r T —_—— I] T :> Pigment Brun
* D S
monophénol Réaction (1) g-diphénol Réaction (2) o<tinone

Figure 05 : Les réactions catalysées par la polyphénoloxydase, les deux activités crésolase et

catécholoxydase sont représentées (de Rigal., 2001).

Les o-quinones produits de la transformation des substrats de la PPO sont fortement
réactifs et peuvent subir des réactions de polymérisation et de cyclisation non enzymatiques
donnant naissance a un pigment hétérogeéne noir, brun ou rouge, généralement appelé
mélanine, soit réagir avec des acides aminés ou des protéines pour produire des composés
colorés (Rodakiewiez-Nowak et Ito, 2003., Dicko et al., 2002 ; Cho et Ahn., 1999;
Burton., 1994).
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I1.3. Source et localisation

L'activité de PPO a été rapportée dans la pomme (Aoki et al., 1980), le raisin (Taverso-
Rueda et Singleton., 1973 ; Kidron et al, 1978 ; Wissemann et lie., 1980 ; Spais et al,
1983), la péche (Harel et al, 1970 ; Chan et Jeunes., 1971 ; Wong et al., 1971 ; Flurkey
et Jen., 1978), la poire (Tate et al., 1964 ; Rivas et Whitaker., 1973), banane (Galeeazzi et
al., 1981), la pomme de terre (Sato., 1976 ; Golbeck et Cammarata., 1981 ; Harel et al.,
1970).

La PPO a ¢était également trouvée chez les procaryotes, les végétaux supérieurs, les
arthropodes, les insectes, les amphibiens, les mammiferes et les mycetes (Burton., 1994 ;

Whitaker., 1995 ; Chen et Flurkey., 2002 ; Claus et Decker., 2006).

La localisation subcellulaire de la PPO n'est pas clairement comprise. On pense
généralement qu’il s’agit d’une enzyme soluble. La PPO 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, tandis
qu’elle est libérée dans le cytoplasme des fruits murs ou endommagées (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).

Les meilleures préparations des PPOs sont issues a partir de Streptomyces glaucescens et
des mycetes (Neurospora crassa et Agaricus bisporus) (Solomon et al., 2006). Le
champignon commun de couleur blanchatre Agaricus bisporus est reconnu comme étant la
source naturelle majeure de la PPO (Chen et Flurkey., 2002 ; Burton., 1994). La PPO est
présente dans les différentes parties du champignon avec des proportions variables (Zhang et
Flurkey., 1997). La localisation intracellulaire de la PPO d’Agaricus bisporus n'a pas encore
¢été établie avec certitude (Jolivet et al., 1998). Bonner (1955) a suggéré qu’elle est présente
dans les fractions mitochondriales obtenues a partir du champignon. Van Gelder et al., 1997

ont suppos¢ qu’elle est soluble dans le cytosol.
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La distribution de la PPO dans les différentes parties des fruits et légumes peut étre
considérablement inégale et le rapport de I’enzyme lie sur ’enzyme soluble. Elle dépend de
l'espece, de I’age, et -dans les fruits ou les Iégumes- de la maturité¢ (Vamos-Vigyazoé., 1981).
Le niveau de Dactivité de la PPO dans les plantes dépend de l'espéce, du cultivar, de la
maturité, de 1'age et le stockage et peut chuter jusqu'a des niveaux négligeables dans certains
cas. L’activité PPO est tres basse dans les jeunes plantes, souvent indétectable (Mayer et

Harel., 1991).

11.4. Mécanisme réactionnel de I’activité catécholase

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique, sont principalement décrits pour
les PPOs d’origines fongiques. D’apres 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-O,-Cull) et met (Cull-Cull). La forme met, est
convertie en forme deoxy par double réduction €lectronique, et la forme deoxy résultante est

capable de fixer réversiblement I’oxygeéne moléculaire pour donner la forme oxy (Figure 06).

D‘\ ,r_,a—""cf‘"“-«j
cul| cu + /@I - Cu--——-Cu® = _
o HO deoxy D/\H
oxy
o

""IO“ e = - --ﬁﬁ"‘-.
Cu  Cu + Cu==-—Cu~ =+
0 HO o

oxy

2= pe B ﬁ
CuF---Cu #* — CuE--—cu*t  + |
met deﬂy'y Df\“/

O

Figure 06: Les trois états fonctionnels de la PPO, Met ; Deoxy et Oxy PPO d’aprés Van Gelder et al., 1997.

Le mode¢le du mécanisme réactionnel de I’activité catécholase de la PPO est représenté
dans la (Figure 07).
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Figure 07: Schéma mécanistique de 1’activité catécholase et tyrosinase de la PPO (Solomon et al., 1992).

L'activité catécholase, implique l'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones, avec la
réduction concomitante de 4e” de 1'oxygene moléculaire, qui produisent deux molécules d'eau.
Cette activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol, de la forme met de 1'enzyme, suivie de
la réduction du faisceau bicuivrique, menant a la formation du deoxyPPO et au dégagement
d’o-quinone. Avec la fixation postérieure de I’oxygene moléculaire, 1’oxyPPO est formée et
une deuxieme o-diphénol est liée, réduisant ainsi le peroxyde avec production d’eau et

formation d’une autre o-quinone.
11.5. Les effecteurs de la PPO
I1.5.1. Les activateurs

La PPO peut étre activée, par choc acide ou basique, par l'urée, les acides gras, les
alcools, les protéases et par les détergents anioniques, tel que le sodium dodécyl sulfate

(SDS), (Seo et al., 2003 ; Pérez-Gilabert et al., 2004 ; Gandia-Herrero et al., 2005). Ce
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dernier (SDS), peut activer la tyrosinase de diverses sources, y compris la PPO de

champignon de couche (Agaricus bisporus) (Espin et Wichers., 1999).

Il a méme été montré que le SDS active la PPO latente dans les préparations brutes et/ou
partiellement purifiées. De méme, I'addition des ions du Cu?' dans le milieu augmente
l'activité enzymatique de la PPO (Vameos-Vigyazé., 1981; Fan et Flurkey., 2004; Van
Leeuwen et Wichers., 1999)

I1.5.2. Les inhibiteurs

Les traitements thermiques, sont les plus utilisés pour stabiliser les aliments, en raison de
leur efficacité pour la destruction des micro-organismes et I’inactivation des enzymes. Les
traitements thermiques de courtes durées aux températures comprises entre 70- 90°C, de la
PPO en solution ou dans les produits d'origine végétale sont dans la plupart des cas suffisantes
pour la destruction irréversible, partielle ou totale de sa fonction catalytique (Vamos-

Vigyazé., 1981; Yemenicioglu et Cemeroglu., 2003).

Plusieurs études ont montré que la PPO obtenue a partir de diverses source est inactivée
thermiquement (Yemenicioglu et al., 1997 ; McCord et Kilara., 1983 ; Weemaes et al.,
1998a,b ; Soysal., 2008). L’inconvénient majeur du traitement thermique réside dans la
production du mauvais gott et I’apparition d’ une coloration indésirable causés par la réaction
de Maillard. La combinaison du traitement thermique avec d’autres méthodes physiques tels
que la pression, les micro-ondes ou les ultrasons pouvant induire une inactivation réversible
ou irréversible de la PPO a des températures relativement basses, en particulier lorsqu’il s’agit
d’un produit sensible a la chaleur (Terefe et al., 2009 ; Weemaes et al., 1998 ; Buckow et
al., 2009 ; Rapeanu et al., 2006 ; Devece et al., 1999). Le blanchiment est 'une des
méthodes les plus efficaces et des plus appliquées pour contréler le brunissement

enzymatique.

Une large gamme de composés est connue pour inhiber la PPO. Leur efficacité dépend de
la nature et de la concentration de I'inhibiteur, de la source d’enzyme, de la disponibilité du

substrat (O; et substrat phénolique) et du pH et de la température (Zawistowski et al., 1991).
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Il est commode de diviser les inhibiteurs de la PPO en trois catégories :

1) Les agents de chélation généraux pour le cuivre : petites molécules ou ions qui se lient au

centre de cuivre dans le site actif compétitif en ce qui concerne I'oxygene,
2) les inhibiteurs non-compétitifs en ce qui concerne le substrat phénolique,

3) les analogues des phénols compétitives vers des substrats (phénol et/ou diphénol) (Robb.,

1984; Burton., 1994).

Puisque la PPO est une métalloprotéine, elle peut étre inhibée par des agents chélateurs de
métal tels que le cyanure, le monoxyde de carbone, le diéthyldithiocarbamate de sodium (DIE
CA) , I’éthylene diamine tétra-acétique acide (EDTA), le 2-mercaptobenzothiazole, 1’azide, le
méthyle xanthate de potassium, 1’acide kojique, L-mimosine et le tropolone (Vamos-
Vigyazé., 1981; Jolivet et al., 1998; Anderson et Morris., 2001 ; Gasowska et al., 2002 ;
Mayer et Harel., 1979).

Les ions inorganiques, y compris les halogénures, sont également capables d’inhiber les
PPOs de beaucoup de sources. Les inhibiteurs potentiels des PPOs de champignon, de
cerises, de pommes, de poire, d’abricot et de pommes de terre sont principalement les acides
aromatiques, les aldéhydes aromatiques, les acides carboxyliques, le dihydrate de phloridzine
et certains acides cinnamiques substitués. Les ions halogénures se comportent comme étant
des inhibiteurs purement compétitifs vis-a-vis de la fixation du dioxygene (Rescigno et al.,
2002; Robb., 1984). L'acide ascorbique peut également agir directement sur la PPO du

2++

champignon par chélation avec son groupement prosthétique et réduit ainsi le Cu*"™" en Cu”

(Vamos-Vigyazo., 1981; Zawistowski et al., 1991).

En outre, les composés qui ne ressemblent pas a la structure de substrat (exemple : le 4-
nitrophenol, la phénylalanine et le 4-chlorophénol) et qui sont lentement oxydés, ont été
identifiés comme des inhibiteurs compétitifs de la PPO. Les analogues de substrat comme les
acides aromatiques, tel que I’acide benzoique et I’acide cinnamique, se comportent
habituellement comme des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis du substrat phénolique (Robb.,

1984; Jolivet et al., 1998; Gasowska et al., 2002 ; Janovitz-Klapp et al., 1990).

24



Chapitre II Brunissement enzymatique et Polyphénol Oxydase
[Synthése bibliographique]

L'inhibition de la PPO est également provoquée par des agents réducteurs parmi lesquels,
les sulfites ; SO»; l'acide ascorbique, l'acide érythorbiques et les composés a fonction thiol

(Kahn, 1985 ; Zawistowski et al., 1991).

Les composés a fonction thiol, comme la L-cystéine, le glutathion, le dithiotreitol, le
mercaptoéthanol et le thiourée, sont des inhibiteurs efficaces de la PPO de plusieurs sources
(Zawistowski et al., 1991 ; Burton, 1994 ; Rescigno et al., 2002). Les polymeres solubles
tels que le polyvinylpyrrolidone (PVP), agissent au tant qu'inhibiteurs compétitifs de la PPO,
mais on ne sait pas s’ils agissent sur I’enzyme liée au phénol ou sur ’enzyme (Jolivet et al.,
1998 ; Vamos-Vigyazo., 1981). Les acides aminés, peptides et protéines peuvent inhiber le
brunissement enzymatique soit en inhibant directement la PPO, soit en réagissant avec les o-
quinones (McEvily et al., 1992). Ces composés peuvent former des complexes stables avec le
cuivre Cu®* du site actif de la PPO (O’Sullivan., 1969). Les cyclodextrines peuvent inhibées
la PPO par fixation sur le substrat phénolique (Irwin et al., 1994). L’acide citrique inactive la
PPO par deux mécanismes : élimination du cuivre du site actif et par la diminution du pH du
milieu (MeEvely et al., 1992). La grande majorité de ses inhibiteurs n'est pas spécifique

seulement pour les PPO (Mayer et Harel., 1991).
I1.8. Applications de la PPO

Au cours de ces dernieres années, les polyphénols oxydases ont suscité un intérét
considérable en raison de leur forte capacité d'oxyder les composés aromatiques. Cette
caractéristique rend l'utilisation de polyphénols oxydases trés appropriée pour certaines
applications biotechnologiques notamment dans 1’industrie des aliments, ’industrie des pates
et papiers, de textile,ainsi dans la médecine et l'environnement. Les Polyphénol oxydases, en
particulier les laccases ont d’intéréts dans la cuisson car elles sont capables de former des
biopolymeres par le phénomene de cross-link (Rodriguez & Toca.,2006). Elles peuvent étre
¢galement utilisées pour la biosynthése des antioxydants et colorants alimentaires (Simsek &

Yemenicioglu.,2007).

L’application des polyphénols oxydases dans I’industrie alimentaire comprend Ia
formation de la couleur et de I'amélioration de la saveur du thé, du cacao et du café, de la
pectine de betterave a sucre,la détermination de l'acide ascorbique et de la gélification et

¢galement comme un biocapteur (Polaina & MacCabe.,2007).
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Dans le secteur médical, Cowan et al.(2000) ont montré que la polyphénol oxydase peut
inhiber l'adhérence de Streptococcus sobrinus au niveau de la cavité buccale,de plus ,elle peut
étre utilisée également pour le traitement de la maladie de Parkinson via la conversion de la
L-tyrosine en L-DOPA (Xu, et al., 1998 & Asanuma, et al.,2003).

En outre,les PPO peuvent faire 1’objet de marqueur de vitiligo qui est une maladie auto-
immune,et/ou comme agent de traitement en tant que précurseur de médicament et
suppresseur de tumeur (Seo et al.,2003).

Seule ou parfois associée a d’autres enzymes telle que la laccase (Kochana et
al.,2008 ;Montereali et al,2010), elle est a I'origine de nombreux biocapteurs utilisés
principalement pour le dosage des composés phénoliques tels que la dopamine (Min &
Y00.,2009, Njagi et al, 2010), le catéchol (Ameer & Adeloju.,2009 ;Tan et al,2010), le
phénol et ses dérivés (Adamski et al., 2010).

Dans le domaines agroalimentaire et environnement, les biocapteurs a PPO peuvent étre
utilisés également pour le dosage de certains polluants chimiques (Duran & Esposito.,2000),
comme le cyanure (Shan et al,2004), I’acide benzoique (Li et al.,2010), I’azide de sodium
(Cui et al., 2006), et le fluorure de sodium (Asav et al., 2009).

La PPO sous forme soluble ou immobilisée est largement utilisée pour la dégradation du
phénol et ses dérivée au niveau des eaux usées (Yamada et al, 2005) de méme ,dans
l'industrie de textile, les PPO sont utilisées dans le blanchiment ,la teinture et la décoloration

(Rodriguez & Toca.,2006).
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Chapitre I Matériel et Méthodes

[Etude Expérimentale]

I. MATERIELS
I.1. Matériel biologique

Les dattes de la variété (Degla Beida) (photo 02) utilisée dans notre étude a été
achetée a maturité du marché local de la Wilaya de Laghouat dans la semaine de son
utilisation. Les dattes sont utilisées comme une source de 1’enzyme Polyphenol
oxydase (PPO). Les dattes sont lavées avec de 1’eau distillée, séchées et conserver a

4°C pour une utilisation ultérieure.

Photo 02 : Phoenix dactylifera L, 1a variété de Degla Beida (Wilaya de Laghouat, 2016)

I.2. Produits chimiques

Le phosphate de potassium (KH2PO4), Le phosphate de sodium (NH2PO4),
I’acétate de sodium, le catéchol, I’acide citrique, 1’acide ascorbique, 1’acide benzoique

et le polyvinyle (poly) pyrrolidone (PVPP) sont fournis par fluka.

Tous les autres produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude sont d’un

grade analytique.
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1.3 Matériels du laboratoire

Le spectrophotometre (Thermo scientifique (UV/Visible)); un bain-marie (Grant -
Sub 28 ; Memmert) ; et une centrifugeuse (Fisher Bioblock Scientific) ; vortex ;
mixeur (Warning Commercial Blender 800 EG, Model BB 90E).

II. METHODES

IL.1. Préparation de ’extrait brut de la PPO

La PPO a était isolée a partir des dattes de la variété (Degla-Beida) selon le

protocole d’extraction développé par Hasegawa (1980).

Les dattes sont lavées avec I’eau distillée et séchées a I’air libre. 200g de chair de
dattes refroidie préalablement a -15°C sont dénoyés et découpés et broyer pendant 3
min a I’aide d’un mixeur (warning commercial blender 800EG ,model BB 90E) dans
300 ml d’une solution d’extraction composée de tampon phosphate de potassium
0.05M a pH 7.0 contenant 5g de polyvinyle (poly) pyrrolidone (PVPP) comme

chélateur des composés phénolique .

Le broyat est ensuite filtré a travers quatre couches de gaze. Le filtrat obtenu est
centrifugé pendant 10 min a 4000tr/min dans une centrifugeuse (Thermo

ScientificHeAIOSySpectrophotometer, England).

Le surnageant récupéré d’un volume totale de 150 ml et de couleur jaunatre,
représente I’extrait enzymatique brut PPO qui est divisé dans des tubes Eppendrof de

2 ml qui seront Conservés a -10°C (figure 08).
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Broyage dans 300 ml d’une solution d’extraction de tampon

phosphate de potassium (0.05M a pH 7.0)
Centrifugation du filtrat pendant 10 min a 4000tr/min dans une centrifugeuse

Figure 08 : Protocole d’extraction de la polyphénol oxydase des dattes.
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I1.2 Mesure de ’activité de PPO

L’activité de la polyphénol oxydase est mesurée a 410 nm en utilisant le catéchol
comme substrat par la mesure directe de la formation du produit o-quinone a I’aide
d’un spectrophotométre (figure 09) (Thermo ScientificHeAlOSySpectrophotometer,
England). en présence d’oxygene/aire (Fan et Flurkey., 2004 ;Esppin et al., 1995).

La solution mere de catéchol a 0.4 M est préparé dans une solution d’acide ortho-
phosphorique a 0.5mM (Fan et Flurkey., 2004).

Le milieu réactionnel contient 1 ml de substrat a 40mM. La réaction d’oxydation
est déclenchée par I’ajout de 20 pl d’extrait enzymatique. La variation de
I’absorbance est enregistrée toutes les 10 secondes pendant 2 min apres 1’ajout de

I’extrait enzymatique.

Figure 09 : Le spectrophotometre (Thermo ScientificHeAIOSySpectrophotometer, England).

I1.3 Détermination des valeurs d’ICsp

Cette valeur correspond a la concentration d’inhibiteur qui provoque une
diminution de I’activité enzymatique par 50 % (IC50).
L’activité de la PPO a été mesurée a 30°C et pH 5,5 (tampon phosphate 0.05 M),

en absence et présence de différentes concentrations d’inhibiteurs : d’acide citrique
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entre 5 et 40mM, acide ascorbique entre 0,05 et 0,25 mM et de I’acide benzoique
entre 0.5 et 3 mM pour une concentration constante de catéchol.

Les valeurs d’IC50 ont été déterminées a partir de la représentation de 1’activité
enzymatique résiduelle en fonction de la concentration de I’inhibiteur (acide citrique,
acide ascorbique et I’acide benzoique) (Chen et al., 1998).

Le pourcentage de I’activité enzymatique résiduelle de la PPO est calculé par
comparaison avec I’activité¢ de I’inhibiteur (Ao) (Dogan et al, 2005) selon 1’équation

suivante :

AR(%) =(’;11—(1)) x 100

Avec :
Ao : est lactivité diphénolase en absence d’inhibiteur
A1 : est Pactivité diphénolase en présence d’inhibiteur

Toutes les expériences ont été réalisées 3 fois.

I1.4 Détermination du mécanisme d’inhibition de la PPO par les acides
organiques

L’activité enzymatique de la PPO est mesurée dans un milieu réactionnel en
absence et en présence de deux concentrations constantes d’inhibiteur (15 et 30 mM
pour I’acide citrique, 0,05 et 0,15mM pour I’acide ascorbique tandis que pour I’acide
benzoique des concentrations valant 1 et 2 mM ont été utilisées) et a différentes

concentrations croissantes de la catéchol comprises entre 30 et 80 mM.

Les types d’inhibition ont été déterminés a partir de la représentation en double
inverse de Lineweaver-Burk de la vitesse initiale en fonction de la concentration du

substrat pour chaque inhibiteur (Arslan et Dogan., 2005).

I1.5 Analyse des résultats expérimentaux
Toutes les analyses de ce travail ont été effectuées trois fois et la moyenne des
résultats est présentée. La barre d’erreur représente I’erreur standard. L’analyse des

données cinétiques observées a ¢té effectué par ajustement a ’aide de régression
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linéaire, et de régression non linéaire par I’utilisation des programmes suivants : Table
Curve 2DTM (Jandel Scientific Windows v2.03 Copyright© 1989-1994), et Excel®
(Microsoft Excel 97-2003). Enzyme Kinetics ProTM Version 2.36, SigmaPlot 2004
(Windows Version 9.01) et Origin 6.0 (Microcal (TM) Origin Version 6.0, Copyright
© 1991-1999 Microcal Software, Inc.).
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1. Détermination de la valeur d’ICso des trois acides organiques sur P’activité
enzymatique de la PPO

Sachant que la PPO est stable, I’effet des différentes concentrations : d’acide
citrique, d’acide ascorbique et d’acide benzoique sur ’oxydation de la pyrocatéchol
sur l’activit¢ enzymatique de la polphénol oxydase des dattes « Degla beida »
(Phoenix dactylifera L cv) a été étudié.

Les résultats trouvés, montrent que la concentration de ces trois inhibiteurs dans le
milieu réactionnel provoque une diminution significative sur I’activité de la PPO.

La valeur d’ICso est définie comme étant la concentration de I’inhibiteur qui
provoque une diminution de I’activité enzymatique de la PPO par 50% (Chen et al.,
1998). On a obtenu une valeur :

D’IC50= 21,047 mM £0,65 en présence d’acide citrique.
IC50=0,117mM =£0,24 ; en présence d’acide ascorbique
IC50 = 1,52+0,24 en présence d’acide benzoique
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Figure 10 : L’effet de la concentration de 1’acide citrique sur I’oxydation de Pyrocatéchol par la PPO
de dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu
réactionnel contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5,5).
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Figure 11 : L’effet de la concentration de 1’acide ascorbique sur I’oxydation de Pyrocatéchol par la
PPO de dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu
réactionnel contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5,5).
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Figure 12 : L’effet de la concentration de 1’acide benzoique sur I’oxydation de Pyrocatéchol par la
PPO de dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu
réactionnel contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5,5).

Pour mieux comparer 1’effet de 1’acide citrique sur les PPOs d’origine végétale et
celle de notre variété, les valeurs d’ICso de I’acide citrique, de I’acide ascorbique ainsi
que de I’acide benzoique trouvées pour la PPO obtenue a partir de différentes sources

végétales sont indiquées dans les Tableaux (06,07 et 08) respectivement.
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Tableau 06 : Les valeurs d’IC50 de I’inhibition de la PPO a partir de différentes sources et différents

substrats par I’acide citrique.

Phoenix dactylifera L Catéchol 21,047 £0,65 Notre étude
cv Degla beida
Phoenix dactylifera L Catéchol 24,44+0,79 Mameri et Boudia.,
cv Deglet —Nour 2016
Phoenix dactylifera L Pyrogallol 50,08 Bouchareb., 2014
cv Deglet —Nour
Truffe L-tyrosine 9,46 Harrouz Sahraoui.,
Terfezialeonis Tul 2014
Champignon de Paris Catéchol 150 SON et al., 2000
Agaricusbisporus

Tableau 07 : Les valeurs d’IC50 de I’inhibition de la PPO a partir de différentes sources et différents

substrats par I’acide ascorbique.

Phoenix dactylifera L Catéchol 0,117 £0,24 Notre étude
cv Degla beida
Phoenix dactylifera L Catéchol 0,21 £0,32 Mameri et Boudia.,
cv Deglet —-Nour 2016
Blé Catéchol 11.18 Erat et al., 2010
Triticumaestivum L.
Truffe L.Tyrosine 0.151 Hafes, Saadi., 2014
Terfezialeonis Tul
Champignon de Paris Catéchol 0.24 Goldrish et Witaker.,
. . 1984
Agaricusbisporus
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Tableau 08 : Les valeurs d’IC50 de I’inhibition de la PPO a partir de différentes sources et différents
substrats par 1’acide benzoique.

Sources Type de substrat ICso mM Références
Phoenix dactylifera L Catéchol 1,52+0,24 Notre étude
cv Deglet beida
Phoenix dactylifera L Catéchol 0,19 0,15 Choul., 2016

cv Deglet —Nour

Blé Catéchol 11.18 Erat et al., 2010

Triticumaestivum L.

Truffe Catéchol 8.2 Gouzi., 2014

Terfezia leonis Tul

Champignon de Paris Catéchol 1.00 Chen et al., 2003
Agaricusbisporus 0,147 Gouzi et al., 2010

En utilisant ’acide ascorbique comme inhibiteur, nous avons obtenu une valeur
d’IC50 tres appréciable reflétant entre autres 1’efficacité de cet inhibiteur dont des
facteurs de 180 et 12 fois plus sont estimés en comparant sa valeur avec celles

obtenues en présence d’acide citrique et d’acide benzoique respectivement.

En analysant ces tableaux ,on remarque que la PPO des dattes semble étre plus
sensible a ces acides organiques en particulier vis-a-vis de 1’acide ascorbique par
rapport aux autres sources végétales ,de méme la sensibilité de la PPO de degla beida

(notre étude) semble étre plus élevée par rapport a celle de la PPO de deglet nour.

De plus, d’apres ces résultats obtenus on constate que le pouvoir inhibiteur et/ou
la valeur d’ICso dépend beaucoup plus de de la source d’enzyme et le type de substrat

choisi lors de la mesure de 1’activité de la PPO des dattes.
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2-Etude du mécanisme cinétique d’inhibition de ’activité du polyphénol oxydase
des dattes

L’effet inhibiteur de I’acide citrique, de 1’acide ascorbique et aussi de 1’acide
benzoique sur I’activité enzymatique de I’extrait brut de la PPO des dattes cv Degla
Beida est étudié en utilisant le pyrocatéchol comme substrat.

Les résultats trouvés, montrent que ces inhibiteurs provoquent une diminution
significative de D’activité enzymatique de la PPO et que leur pouvoir inhibiteur,
dépend non seulement de sa concentration dans le milieu réactionnel, mais aussi de la
concentration du substrat utilisé.

Les coefficients de régressions linéaires (R?) des représentations de lineweaver-
Burk en absence et en présence de ces acides organiques pour le substrat utilisé
(Pyrocatéchol) sont indiqués dans les tableaux (09,10 et 11).

Leurs valeurs « R?» comprises entre (0.985 et 0.997) indiquent bien que les
données expérimentales ont été parfaitement ajustées par le modele cinétique de

I’inhibition choisie.

Tableau 09 : Les paramétres cinétiques de I’inhibition de I’activité enzymatique de la PPO de

(Phoenix dactylifera L) en utilisant le pyrocatéchol comme substrat.

Inhibiteur (1] Ki Km Vimax R’ Type
mM d’inhibition
0 0,383+0,024 0,989
Acide Non
citrique 15 36,621£1,165 115,999+11,007 0,267+0,024 0,987 compétitive
30 0,210+0,024 0,986
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Tableau 10 : Les parameétres cinétiques de I’inhibition de I’activité enzymatique de la PPO de

(Phoenix dactylifera L) en utilisant le pyrocatéchol comme substrat.

0 114,275£13,058 0,987
Acide 0,05  238,18+24,21  156,420+17,87  0,592+0,044 0,986 compétitive
ascorbique
0,015 238,182424,215 0,985

Tableau 11 : Les parameétres cinétiques de I’inhibition de I’activité enzymatique de la PPO de

(Phoenix dactylifera L) en utilisant le pyrocatéchol comme substrat.

0 95,40+7,84 0,996
Acide 1 1,44340,05 148,58 +10,09 0,50+0,02 0,995 compétitive
benzoique
2 244,58 £11,75 0,994
Avec

K;: Constante de dissociation du complexe EI (mM)
[I] : Concentration d’inhibiteur (mM)

K : Constante de Michaelis-Menten

Vmax : La vitesse maximale

R? : Coefficient de régression linéaire

Les valeurs de Kls indiquées dans les Tableaux (09, 10, 11) suggerent que ces
acides organiques inhibent efficacement I’activité de la PPO de la variété Degla
Beida en présence de pyrocatéchol, de méme ces tableaux montrent que les

représentations graphiques de 1/v0 en fonction de 1/[S], est une série de courbes
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paralleles, avec une diminution de la valeur Vmax et pareillement, augmentation du
Km.

Dans les conditions expérimentales utilisées, I’oxydation de pyrocatéchol par la
PPO des dattes, suit une cinétique de Michaelis-Menten. La cinétique d’inhibition de
ces acides organique agissant sur I’enzyme a été déterminée par l’analyse des
représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk.

Les résultats trouvés en présence de ’acide citrique, de ’acide ascorbique et de

I’acide benzoique sont représentés respectivement dans les figures (13) (14) et (15).

1V, (Abs/min)

r
-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

1/[Catéchol] (mM)

Figure 13 : Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition non compétitive de I’activité de la PPO
des dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ) par 1’acide citrique. Les concentrations d’acide

citrique sont 0 (@), 15(0), et 30(v)
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1V, (Abs/min)

0,04

0,01 0,02 0,03

1/[Catéchol] (mM)

Figure 14 : Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition compétitive de I’activité de la PPO des

dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ) par I’acide ascorbique. Les concentrations d’acide

ascorbique sont 0 (@), 0.05 (0), et 0.15 (v),

1V, (Abs/min)

/
0,03

0,00 0,01 0,02

1/[Catéchol] (mM)

Figure 15 : Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition compétitive de ’activité de la PPO des

dattes (Phoenix dactylifera L cv Degla beida ) par I’acide benzoique. Les concentrations d’acide

benzoique sont 0 (e ), 1(0), et 2(w),
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En présence d’acide ascorbique et/ou d’acide benzoique la représentation
graphique de 1/Vo en fonction de 1/[S] est un ensemble de courbes droites, de pentes
différentes, et qui se croisent I’'une sur ’autre sur ’axe des ordonnées. La valeur de
Vmax demeure constante tandis que, la valeur de Km augmente avec 1’augmentation

de la concentration de ’inhibiteur.

0)
\d
a

Figure 16 : Représentation de I’inhibition compétitive (Keillor., 2004)

ki, 8 k>
Es'8 — » E-+ P

E

ki

k|| 1
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Figure 17 : schéma de type Michaelis-Menten de I’inhibition compétitive (Keillor., 2004)

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

L () 1y
VO Vmax [S] Vmax
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K : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
[1] : concentration d’inhibiteur (mM).

L’acide ascorbique et/ou I’acide benzoique se fixent uniquement sur l'enzyme
libre et non pas sur le complexe enzyme-substrat.

Les constantes d’équilibre de fixation de ces deux inhibiteurs sur I’enzyme libre,
Kj, sont obtenues a partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-
Menten apparente (Km) en fonction de la concentration de 1’acide ascorbique et/ou
I’acide benzoique.

Comme s’est indiqué dans les Tableaux (10 et 11), les constantes d’inhibition (Ki)
pour ’acide ascorbique et 1’acide benzoique, utilisant le catéchol comme substrat
sont respectivement, 238,18 mM et 1,443 mM.

Pour I’acide ascorbique nos résultats sont similaires avec ceux trouvés pour la PPO
extraite d’artichauts (Cynara scolymus L.) (Tiilin., 2003), cependant, ils sont en
désaccord avec ceux obtenus pour la PPO extraite de blé (Triticum aestivum L.) ou
I’effet de I’acide ascorbique a été décrit comme non compétitif avec le catéchol
comme substrat (Erat et al., 2010). Ce qui indique que le type d’inhibition peut
dépendre de I’origine de la PPO étudice.

L’acide ascorbique est le composé chimique le plus fréquemment utilisé pour la
réduction chimique des o-quinones en composés o-diphénoliques pour le controle du
brunissement des fruits et légumes. Mais, son effet est temporaire (Nicolas et al.,
1994) il empéche le brunissement tant qu’il est présent sous forme réduite (Schwartz
et al., 2001).

Son caractére inhibiteur est li¢ a son action comme un antioxydant plutét qu’un
inhibiteur de I’enzyme puisqu’il réduit la quinone formée par I’enzyme en diphénol
initial avant qu’elle entame les réactions secondaires qui menent au brunissement
(Golan et al., 1984).

L’inhibition compétitive de la PPO par I’acide benzoique observée dans notre
¢tude, est en accord avec les résultats trouvés pour la PPO de champignons par Harry
et al., (1970) et pour d’autres PPOs obtenues a partir de différentes sources (Anosike
et Ayaebene., 1982; Robert et al., 1997 ; Ziyan et Pekyardimce., 2004 ; Dogan et
al., 2005). Le caractere inhibiteur de 1’acide benzoique est due a la présence du cycle

benzéne au niveau de sa structure (Pifferri et al., 1974).
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En présence de I’acide citrique (figure 13) nous remarquons une série de courbes
linéaires ayant le méme point d’intersection sur I’axe des abscisses (1/[S]) mais de
différentes pente. Ceci indique que le type d’inhibiteur est non compétitif pour ces
deux acides organiques

L’acide citrique se fixe sur le complexe Enzyme-Substrat.

La constante d’équilibre de fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme libre, K, est
obtenue a partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-Menten
apparente (Km) en fonction de la concentration de I’inhibiteur. Comme s’est indiqué
dans les Tableau (09), la constante d’inhibition (Ki) pour I’acide citrique, utilisant le
catéchol comme substrat 36,621 mM.

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

1/V.0=( [aK] m/V max).1/([S])+a//V_max

Avec :

a=1+([1])/K I

a'=1+([1])/K_IS

KI =KIS

KI : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;

KIS : constante de dissociation du complexe ESI (mM) ;

[1] : concentration d’inhibiteur (mM).
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Figure 18 : Représentation de I’inhibition non compétitive

(Keillor., 2004)
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Figure 19 : Schéma de type Michaelis-Menten de 1’inhibition non compétitive

(Keillor., 2004)

Urszul et al, (2007) ont trouvé que I’acide citrique est un inhibiteur non
compétitif de la PPO de brocoli (Brassica oleracea var. botrytis italica) lorsque le
catéchol est utilis€ comme substrat. Par contre la PPO de céleri (Apium graveolens
L.) présente une inhibition de type compétitif (Tulin et Gulay., 2006).

L’inhibition de la PPO par I’acide citrique peut étre expliquée par son effet
chélateur avec le cuivre du site actif de ’enzyme, et aussi par son pouvoir acidulant
en abaissant le pH du produit afin de minimiser 1’activité de la PPO, a des valeurs de
pH inferieures de 4, I’enzyme a peu d’activité en raison de la perte de cuivre du site
actif ( Suttirak et Manurakchinakorn., 2010).

En effet, I’acide citrique est un acide organique retrouvé largement dans les fruits

et les légumes, et ont été souvent signalé pour leur activité anti-brunissement dans
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I’industrie agro-alimentaire, cette activité est liée a la concentration d’agent anti-

brunissement.
L’efficacité de 1’acide citrique de retarder le brunissement peut étre améliorée par

l'addition d'un agent anti-brunissement possédant un mécanisme d'inhibition différent

et / ou une meilleure stabilité.

46



Conclusion




Conclusion

CONCLUSION

La variété « Degla Beida » est un fruit historique de grande valeur nutritionnelle et
commerciale, il est trés apprécié aussi bien sur le plan national qu'international.

L’un des probléemes les plus importants des dattes ; c’est la réaction de brunissement
enzymatique causée par I’enzyme « polyphénol oxydase ».

Alors le travail que nous avons entrepris dans le cadre de ce mémoire s’est focalisé¢ sur
I’inhibition de cette enzyme qui a était extraite en milieu aqueux en présence de (PVPP),
I’extrait enzymatique brut montre que la PPO des dattes est une diphénolase, qui est capable
d’oxyder le pyrocatéchol comme substrat.

L’application de I’acide citrique, de ’acide ascorbique et de I’acide benzoique comme
des inhibiteurs pour réduire le brunissement dii a I’enzyme PPO des dattes (Phaenix

dactylifera L cv Degla Beida), est ainsi rapportée pour la premiere fois.

D’apres les résultats obtenus a partir de ce travail, on conclue que :

e [’acide ascorbique et I’acide benzoique présentent un mécanisme compétitif tandis que
I’acide citrique présente un mécanisme non compétitif.

e L’acide citrique inhibe la PPO en se fixant sur le complexe enzyme-substrat (ES), qui
se comporte comme étant un inhibiteur non compétitif vis-a-vis du catéchol comme
substrat et d'une manicre réversible alors que I’acide ascorbique et/ou I’acide benzoique

se fixent uniquement sur I'enzyme libre et non pas sur le complexe enzyme-substrat.

D’apres les valeurs d’ICso, nous pouvons déduire que :
e I’acide ascorbique est 180 et 12 fois plus puissant que I’acide citrique et I’acide

benzoique, respectivement.

Ces acides organiques sont non toxiques et peu couteux ce qui rend leur utilisation comme

¢tant des agents anti-brunissement trés appropriée.

Comme perspectives, une amélioration du pouvoir inhibiteur de ces acides organiques est
envisageable, et ceci en faisant appel a d’autres moyens physiques comme la température
dont il serait plus intéressant d’étudier 1’effet de ces inhibiteurs sur les propriétés cinétiques et

thermodynamiques de la PPO.
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