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Résumé

L’objectif de ce travail est 1’étude de la cinétique d’inhibition du polyphénol oxydase (PPO)
responsable du brunissement enzymatique des dattes Deglet-Nour (Phoenix dactylifera L.) Par quelques
acides organiques (I’acide citrique, 1’acide ascorbique). L’activit¢ de PPO a ¢été mesurée par
spectrophotométrie a 410 nm, a pH 5.6 et a 30°C, en présence de la catéchol comme substrat. La valeur
d'ICsg de I’acide citrique est estimée a 24.44mM et I’acide ascorbique ,0.21 mM.
L’acide ascorbique est utilisé a de faibles concentrations car il est plus puissant que 1’acide citrique .La
représentation de Lineweaver-Burk obtenue indique que I’acide citrique est un inhibiteur de type non
compétitif, et que I’acide ascorbique est un inhibiteur de type compétitif avec des constantes d’inhibitions
Ki44,4178et 0,2034 mM, respectivement. . Le degré de l'inhibition dépend de la concentration du l'acide
citrique et I’acide ascorbique, du type de substrat et la source d'enzyme.
L’acide citrique et 1’acide ascorbique sont des composés organiques naturel dont ils peuvent étre utilisés
pour le contréle du brunissement enzymatique des dattes au cours de leur stockage ou de lors de leur

transformations.

Mots-clés : Dattes , brunissement enzymatique, ’acide citrique, PPO, L’acide ascorbique , PPO

,mécanisme d’inhibition.

Abstract

The aim of this work is the study of kinetic mechanism of inhibition of polyphenol oxidase PPO enzyme
responsible for the browning of DegletNour dates (Phoenix dactylifera L.) by organic acids (citric acid, ascorbic
acid). The PPO activity was measured by spectrophotometry at 410 nm at pH 5.6 and at 30 ° C in the presence of
the catechol substrate.
The IC50 value of the citric acid is estimated at 24.44mM and ascorbic acid, 0.21 mM. ascorbic acid is used at
low concentrations since it is more potent than citric acid .The Lineweaver-Burk obtained indicates that the citric
acid is a non-competitive inhibitor type, and that the ascorbic acid is competitive type inhibitor. And with
constant inhibitions Ki 44.4178 and 0.2034 mM respectively. The degree of inhibition depends on the
concentration of the citric acid and ascorbic acid, the type of substrate and the enzyme source.
Citric acid and ascorbic acid are natural organic compounds can be used to control enzymatic browning of dates

during their storage or during their processing
Keys words: dates, enzymatic browning, PPO, citric acide , ascorbic acid ,mechanism of inhibition.
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Introduction

Introduction

La datte (Phoenix dactylifera L.) est le fruit du palmier dattier, produit dans les régions
sahariennes et considéré comme un aliment de grande importance pour la population habitant
ces régions. L’ Algérie avec son riche et diversifié¢ patrimoine en palmiers dattiers, plus de 13
millions de palmiers et 940 cultivars sont recensés avec une production totale de dattes
évaluée a 440 000 tonnes (Hannachiet al., 1998 ; MA/DSAEE, 2001), compte parmi les
grands producteurs de datte en occupant le 7° rang mondiale (FAO, 2004).

L’un des problémes les plus importants des dattes, c’est la réaction de brunissement
enzymatique qui se produite au cours de développement des dattes, la récolte, traitement et le
stockage. Le brunissement enzymatique est un phénomene largement rencontré chez les fruits
et les végétaux, il est le plus souvent une réaction indésirable, provoque la formation d’un
pigment brun responsable du changement de couleur, d'odeur et du godt desagréables des
dattes (Martinez et Whitaker, 1995) et par consequent diminuant sa qualité nutritionnelle et
sa valeur commerciale.

La polyphénol oxydase (PPO) est reconnue comme étant la principale enzyme responsable
du brunissement des dattes. La polyphénol oxydase (PPO)est une métalloenzyme ,capable de
produire des o-quinones en présence des composés phénoliques et est impliquée dans la
formation des pigments, dans le mécanisme de défense contre les agents pathogenes, les
insectes et les herbivores,(Mayer et al.,1987).

En présence de I’oxygene moléculaire, cette enzyme catalyse deux réactions bien distinctes
: I'o-hydroxylation des monophénols en o-diphénols (activité crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et
I’oxydation des o-diphénols en o-quinones (activité catécholase) (EC 1. 10. 3. 2) qui se
polymérisent pour former un pigment brun, rouge ou noir (Martinez & Whitaker., 1995).

L'oxydation des substrats phénoliques par la PPO est considérée comme la principale
cause de changement de propriétés organoleptiques au cours de la manipulation ,la
maturation, , le stockage et le traitement des produits végétaux, il est estimé que plus de 50%
des pertes dans les fruits et Iégumes se produisent a cause de brunissement enzymatique, ce
dernier est le plus souvent une réaction indésirable, responsable du changement de la couleur,
de l'odeur et du goGt désagréable(Martinez et Whitaker.,1995 ;Aldo et al., 2011),

Au cours de ces dernieres annees, autant d’études rapportées dans ce contexte avaient
comme objectif la mise en place d’'une méthode a la fois efficace et non toxique dont
plusieurs méthodes physiques et chimiques ont été proposées. Ces derniéres fassent

géneralement appel aux acides organiques tels que I’acide citrique et I’acide ascorbique.



Introduction

A T’heure actuelle et d’aprés notre connaissance aucune €tude préalable n’a rapporté
I’effet de ces deux acides organique sur la PPO des dattes. Ceci nous a suscité pour proposer
pour la premiére fois étude de la cinétique de I’inhibition de ces deux inhibiteurs sur
I’enzyme de cette variété nationale

Notre travail sera présenté en quatre parties et est séquencé comme suit. La premiere partie
concerne un rappel bibliographique sur la datte Deglet-Nour, la polyphénol oxydase (PPO) et
sur le brunissement enzymatique et sa prévention. Dans la deuxiéme partie, nous mettrons en
évidences les procédures expérimentales. La troisieme 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 études ultérieures sur la PPO, sont

regroupées dans la derniére partie.
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Chapitre | Généralité et présentation de Phoenix dactylifera L. et de la datte

Chapitre I : Généralite et présentation de Phoenix dactylifera L. et de
la datte

I.1.Généralité sur le Palmier dattier

Le dattier est un arbre probablement originaire du golfe persique, cultivé dans
les régions chaudes et humides. C’est une espéce dioique c’est-a-dire existe des
dattiers males (Dokhar) et des dattiers femelles (Nakhla), monocotylédone
arborescente, appartenant a une grande famille d’arbre a palmes et produit des dattes
(Mozoyer, 2002 ; Gilles, 2000).

I.1.1.Présentation de ’espéce étudiée (Phoenix dactylifera L.)
Phoenix dactylifera L. Phoenix dérive de Phoinix, nom du dattier chez les Grecs

de l'antiquité, qui le considéraient comme I'arbre des phoeniciens ; dactylifera vient
du latin dactylus dérivant du grec dactulos signifiant doigt, en raison de la forme du
fruit (Munier, 1973).

Figure N° 1 : Phoenix Dactylifera L.
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1.1.2. Description de I’espéce étudiée (Phoenix dactylifera L.)

Un grand palmier de 15 a 30 m de haut, au stipe (simili-tronc) cylindrique,
portant une couronne de feuilles (les palmes). Les feuilles sont pennées, finement
divisées et longues de 4 a 7 metres. L'espece est dioique : les fleurs males et femelles
sont portées par des individus différents. Les inflorescences males ou femelles,
appelées spadices, sont enveloppées d’une trés grande bractée membraneuse, la
spathe. Les fleurs femelles ont trois carpelles indépendants, dont un seul se développe
pour former la datte. Du fait de la longueur de la phase végétative du palmier, on ne
peut connaitre le sexe d'un plant qu'aprés 6 a 8 ans. Les fruits sont appelés dattes et
sont groupés en régimes : ce sont des baies, a chair sucrée entourant un « noyau »

0sseux qui est en fait la graine.

Figure N° 2 : Schéma du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) (D’aprés Munier, 1973)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Palmier
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Datlier Spathe, fears et fruit,

Figure N° 3 : Schéma du dattier, spathe, fleur et fruit (Phoenix dactylifera L.)
|.2.Généralité sur la datte
La datte, fruit du palmier dattier, est une baie, généralement de forme allongee,
ou arrondie. Elle est composée d’un noyau ayant une consistance dure, entouré d’une

partie comestible de la datte, dite chair ou pulpe.

1.2.1. Description de la datte

Les dimensions de la datte sont trés variables, de 2 a 8 cm de longueur et d’un
poids de 2 & 8 grammes selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunétre au noir
en passant par les couleurs ambres, rouges, brunes plus ou moins foncées (Djerbi,
1994).

Noyau de profil et de dos
Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau Micropyle
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foX ,'/V\
[l !(‘ \\ ! ne Rainure
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Figure N° 4 : Schéma datte et son noyau (Belguedj, 2001)
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1.2.2.Formation et maturation de la datte

Chaque stade de maturité correspond a une appellation particuliére. Par ailleurs,
toutes les références bibliographiques indiquent cing stades phénologiques. Les cing
stades de maturation phénologique utilisés ultérieurement sont repris dans toute la
bibliographie (Dawson, 1963 ; Munier, 1973 ; Akidi, 1987 ; Barreveld, 1993
;:Beker, 2002 ;Belguedj,2002 (b) ;IPIGRI, 2005) et ce sont les suivants : premier
stade :khalal, deuxiéme stade :Blah, troisieme stade :Bser, quatrieme stade
:Rotab et le cinquieme stade: Tmar.

e Stade Khalal

C’est le stade qui suit immédiatement la pollinisation. La datte a une forme

sphérique, de couleur créme. L’évolution du fruit est trés lente. Ce stade dure 4 a5

semaines apres la pollinisation.

Figure N° 5: Dattes en stade Khalal
e Stade Blah
A ce stade de maturité du fruit, la datte qui tombe du régime et murit est
désignée par le terme arabe romakh, et en mozabite par torchimt. Cette désignation
concerne particulierement la variété DegletNour.La datte commence son
développement, grossit et prend une teinte verte (vert pomme).Ce stade s’étend de
juin a juillet, il constitue la phase la plus longue de I’évolution de la datte, et dure 4-7

semaines.
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Figure N° 6: Dattes en stade Blah

e Stade Bser
Selon le descripteur du palmier dattier (IPIGRI), c’est le stade de
développement de la datte durant lequel, le fruit prend sa forme et sa taille finale, et il
passe de sa couleur verte a une couleur généralement jaune ou rouge, rarement

verdatre. La période de ce stade dure de trois a cing semaines.

Figure N° 7: Dattes en stade Bser

e Stade Rotab
La datte passe du stade Bser a ce stade par I’apparition progressive de points
d’amollissement. En général, ce changement de texture commence par la partie
supérieure du fruit (Cavell, 1947 ;Turrell, 1940 ;Bakkaye, 2006). Puis, il ya une
homogénéisation de la couleur et de la texture. Il existe des variétés ou
I’amollissement apparait de fagcon aléatoire (Beker, 2002).La datte devient alors
translucide, sa peau passe du jaune de chrome a une couleur presque noire, ou au vert

selon les variétés.
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Figure N° 8: Dattes en stade Rotab
e Stade Tmar ou Tamr

C’est le stade final de maturation de la datte. La consistance du fruit a ce stade
est comparable a celle du raisin et des prunes. Dans la plupart des variétés, la peau
adhére a la pulpe et se ride @ mesure que celle-ci diminue de volume. Toutefois,
dans certains cas, la peau tres fragile craque lorsque la pulpe se réduit et laisse ainsi
exposés des fragments de chair poisseuse qui attirent les insectes ou agglutinent des
grains de sable.

La couleur de 1’épiderme et de la pulpe fonce progressivement. A ce stade, nous
distinguons deux catégories de dattes (Dawson, 1963) :

v Dattes molles : la pulpe est d’abord molle, ensuite elle devient de plus en plus
ferme tout en restant souple. Exemple : variétés Bent Qbala, Litima (Ghardaia-
Algérie).

v Dattes séches : ou il n’y a pas de passage par le stade Rotab. La teneur en
eau reste la méme que pour la datte molle a ce stade. Cependant, la texture
est plus serrée et la couleur a ce stade est claire. Exemple : variétés
MechDegla et DeglaBeyda (Biskra - Algérie).Le fruit perd beaucoup d’eau
et le rapport sucre/eau reste assez élevé empéchant la fermentation et

’acidification (oxydation).
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Figure N° 9: Datte Mech-Degla entiére et en coupe

1.2.3. Composition biochimique de la datte

La datte est constituée de la pulpe en chair et d'un noyau. La proportion du
noyau par rapport a la datte entiére constitue une caractéristique qui dépend non
seulement de la variété mais aussi des facteurs climatiques et des conditions de
culture. Cette caractéristique est utilisée par les sélectionneurs pour évaluer la qualité
d'une variété. Une datte Deglet-Nour de qualité, pesant environ 10 g, comporte 10 %
de noyau et 90% de pulpe (Arnaud, 1970).

Tous les travaux sur I'étude de la composition chimique de la datte, ont montrés
que le sucre et I'eau sont les principaux constituants de la chair.

En effet, la stabilité de la datte dépend du rapport sucres/eau qui doit étre
d'environ de 2 (Husson, 1931 et Matallah, 1970).

Tableau N° 1 : Composition de la pulpe de datte fraiche Deglet-Nour (Devshony et al., 1992)

Constituants | (%) du poids a I'état frais
Eau 23
Protéines 1.5
Sucres totaux 72
Saccharose 36.1
Glucose 10.4
Fructose 9.6
Cellulose 7.20
Lipides 0.05
Cendres 1.9
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La datte ne contient pas seulement des sucres et des protéines. Il y a aussi des
vitamines a des quantités appréciables tel que : la vitamine B6 et la vitamine C.

La datte est une source appréciable d'éléments minéraux (Tableau N° 2).

Tableau N° 2 : La composition minérale de la datte seche (Devshony et al., 1992)

Eléments minéraux | Pour 100g de datte seche
Sodium 0.017
Potassium 0.3
Magnésium 0.036
Phosphore 0.07
Calcium 0.1
Fer 0.016

Les résultats sont exprimés en g /100g de matiére séche.

La forte teneur en sucre de la pulpe de datte confére a ce fruit une grande valeur
énergétique soit : 275 Kcalories pour 100g de pulpe de datte Deglet-Nour (Randouin,
1961 et Ben Lambiote, 1983).

Tableau N° 3 : Valeur énergétique de quelques fruits en Kcalories pour 100g de pulpe. (Randouin,

1961)
Fruit Valeur énergétique (Kcal)

Tomate 22
Fraise 40
Citron 43
Orange 48
Abricot 52
Péche 52
Poire 61
Cerise 77
Figue fraiche 80
Raisin 81
Banane 97
Datte 275
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Chapitre 11 : Polyphénole oxydase, et brunissement enzymatique

11.1. Polyphenol oxydase

11.1.1.Définition de la Polyphénole oxydase

La polyphénoloxydase (PPO) est une métalloprotéine a cuivre, présente dans I’ensemble
du regne du vivant, des végétaux aux animaux en passant par les champignons. Leur étude a
débuté il y a plus d’un siécle chez les champignons (Bertrand, 1896).

Les polyphénoloxydases (PPO, EC 1.10.3.1) représentent un groupe d’enzymes qui
catalysent 1’oxydation de composés phénoliques, en faisant intervenir 1’oxygene moléculaire,
en quinones, qui par la suite se polymérisent spontanément pour former des polymeres bruns,
responsables de la coloration brune, le plus souvent indésirable, observée sur les fruits et
légumes endommagés (Cheftel et Cheftel, 1976).

11.1.2. Nomenclature de la Polyphénole oxydase

Plusieurs noms ont été associés a la PPO dont la tyrosinase, la crésolase, la catécholase,
la diphénolase, la phénolase, le phénol oxydase, 1’0-diphénol oxydase et
I’acideChlorogénique oxydase. De ces derniers, c'est le nom « polyphénol oxydase » qui
reflete généralement la capacité de cette enzyme a utiliser différents composés phénoliques
comme substrats. Ainsi, les phénols ou les catéchols peuvent étre des substrats pour I’enzyme,
et les produits de réaction obtenus sont généralement des o-quinones dans les deux cas. Les
noms «tyrosinase», «phénol oxydase» et «polyphénolase» sont aussi généralement employés
interchangeablement avec « le polyphénol oxydase» (Zawistowskietal., 1991 ; Burton, 1994;
Rivas et Whitaker, 1973).

11.1.3. Classification de la Polyphénole oxydase

L'enzyme PPO est une oxygénase oxydoréductase (Papa etal., 1994). La classification
et la spécificité de cette enzyme demeure confuse et sont quelque peu ambigués (Burton,
1994 ; Eicken et al., 1999).

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: 02 oxydoréductase.

Cette classification différencie seulement les deux activités crésolase et catécholase, de

la méme enzyme (Mayer, 1987 ; Zawistowski etal., 1991).

11
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11.1.4. Caractéristiques réactionnelles des polyphénol-oxydases
La classe des polyphénoloxydases est divisée en deux sous-groupes en fonction du
substrat dont elles catalysent 1’oxydation :
- hydroxylation en position ortho d’un substrat monophénolique (activité
monophénoloxydase, crésolase ou tyrosinase) (réactionl)
- oxydation d’un diphénol en benzoquinone (activité¢ diphénoloxydase, également
appelée laccase, et spécifiquement catécholase lorsqu’il s’agit o-diphénol).

(réaction2)

Ces deux réactions utilisent 1’oxygéne moléculaire comme co-substrat. Lorsque ces
deux activités enzymatiques sont simultanément observées dans les plantes, le ratio activité
monophénoloxydase sur diphénoloxydase est généralement de 1/10 et peut aller jusqu’a 1/40
(Nicolas et al., 1994). Les différentes affinités relatives pour les substrats mono- et di-
phénoliques observées pour une méme enzyme sont attribué a 1’existence de sous-unités dont
les propriétés chimiques, physiques et cinétiques varient et peuvent ainsi conférer a une méme

enzyme des activités mono- et diphénoloxydase.

Crésolase Catecholase
(Polyphéno] o&ydhe (Polyphénol oxydase) q
%0,
0 ‘
[ Polymere

complexe

Réaction (1) Réaction (2)
brun

Figure N° 10: Schéma de la réaction catalysée par la PPO ; les deux activités crésolase et catécholase sont
représentées (Burton, S.G. 1994 ; Van Gelderetal., 1997)

11.1.5. Mécanismes reactionnels de la catalyse enzymatique

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique sont principalement décrits
pour les tyrosinases d’origines fongiques. D’aprés Sanchez-Ferrer et al. (1995), le site actif
des tyrosinases peut exister sous trois formes selon la valence du cuivre et la liaison avec
I’oxygéne 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

12
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résultante est capable de fixer réversiblement I’oxygéne moléculaire pour donner la forme oxy

(Figure N° 11)
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Figure N° 11 : Schéma mécanistique de ’activité catécholase (A) et crésolase (B) de la tyrosinase (d’aprés
Lerch, 1995)
L'activité catécholase implique I'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones, avec

la réduction concomitante de 4e- de lI'oxygéne moléculaire, qui produisent deux molécules
d’eau. Cette activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol de la forme met de I'enzyme,
suivie de la réduction du faisceau bi cuivrique, menant a la formation du deoxyPPO et au
dégagement d’o-quinone. Avec la fixation postérieure de 1’oxygéne moléculaire, 1’0xyPPO est
formée et une deuxiéme o-diphénol est liée, réduisant ainsi le peroxyde avec production d’eau
et formation d’une autre o-quinone.
11.1.6. Caractéristiques du site actif

La PPO est une métallo enzyme vraie contenant une paire de cuivre qui est le site
d’interaction avec l'oxygéne 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, I’ascorbate oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel, 1991 ; Turner, 1974 ;
Rodakiewicz-Nowak et Ito, 2003 ; Baldwin et al., 1992).

13
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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 (02, a3, a6 et a7), (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 binucléaire du cuivre.

Il est entouré par les hélices, al et a4, et de plusicurs coudes B. 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 N° 12). La paire de cuivre (CuA et CuB) du site actif, est
coordonnée par trois résidus histidine fournis par les quatre hélices a (Figure N° 13). Le CuA
est coordonné par 1I’His 88, His 109, et I’His 118. L’His 88 est situés 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 1’His 240, His 244 et I’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 I'oxygéne moléculaire et ses substrats
phénoliques (Figure N° 14) (Van Gelder et al., 1997).

Figure N° 12: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés par le type d'atome :

carbone : gris, l'azote : bleu, soufre : jaune, oxygene : rouge, cuivre : cyan (Eicken et al., 1999).
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Figure N° 13: Vue a I’intérieure du site actif Figure N°14: L’état Oxy du site actif d’hémocyanine
d’hémocyanine de Limulus polyphemus. Les atomes de de Limulus polyphemus. Les trois résidus histidines
cuivre (marron clair), oxygéne (rouge), histidines liées liés au CuA son colorés en rouge, ceux liés au CuB
a I’atome CuA (bleu clair), histidines liées a 1’atome  sont colorés en vert. Les deux atomes de cuivre sont

CuB (bleu foncé) (Decker et Jaenicke, 2004). colorés en bleu et ’oxygéne en rouge (Decker, 2005).
11.1.7. Substrats phénoliques et spécificité enzymatique

Les substrats phénoliques qui participent a la couleur, 1’astringence, 1’amertume et au
golt des fruits et légumes, comportent un noyau aromatique porteur d’un ou plusieurs
groupe(s) hydroxyle. La composition en polyphénols dans les végétaux varie selon 1’espéce,
le cultivar, la maturité, les conditions de culture et de stockage. La Figure N° 15 présente les
structures des composés phénoliques substrats les plus courants des PPO. Les dérivés de
I’acide caféique, tels que I’acide chlorogénique, sont souvent cités comme étant les COMpPOSES
o-diphénols majoritaires dans les végétaux ou ils sont présents sous forme glycosylés. Il faut
alors noté que les monophénols tels que I’acide sinapique ou I’acide syringique forment alors

des semi-quinones. (Crumiére., 2000).
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Figure N° 15: Structures de composés phénoliques substrats des PPOs (Crumiére, 2000)

11.1.8.R6le physiologique des polyphénoloxydases (PPO)

Les PPO ont été découvertes dans les champignons et sont largement distribuées dans la

nature. Elles sont majoritairement présentes dans les plastides des plantes, mais il y en a

également abondamment dans le cytoplasme des fruits murs (Vaughn et Duke, 1984). Selon

Walker et Ferrar (1995), la localisation spécifique des formes actives des PPO laisse
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supposer que cette enzyme intervient directement dans la photosynthese et / ou dans la
régulation de la concentration en oxygene actif dans les chloroplastes (Kuwabara et Katoh,
1999). En support a cette hypothése, Lax et Vaughn (1991) ont montré que la PPO était
structuralement associée au photosysteme Il dans la féeve (Vicia faba).

Dans les plantes, les PPO jouent également un réle de résistance contre les infections
microbiennes, virales et contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et Whitaker,
1995). Les mecanismes de défense des végétaux impliquant les PPO sont cependant
largement controverses (Vaughn et al., 1988 ; Mayer etHarel, 1991 ; Walker et Ferrar,
1998) et plusieurs hypothéses sont émises. Les polyphénols, ont des propriétés antifongiques
(Friedman, 1997). La polyphénoloxydase catalyse 1’oxydation de ces composés phénoliques
en quinones, elles-mémes bactéricides et fongicides (Zinkernagel, 1986), qui se polymérisent
ensuite pour former des polymeres bruns insolubles. Ces derniers forment une barriére, et
grace a leurs propriétés antimicrobiennes, limitent la prolifération de I’infection et 1’altération
des tissus de la plante (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.

11.2. Brunissement enzymatique
11.2.1.Le brunissement enzymatique des fruits et des légumes

Parmi les caractéristiques organoleptiques des aliments, la couleur est 1’une des
propriétés principales pour évaluer la qualité des aliments par les consommateurs. Le
brunissement enzymatique est 1’une des réactions qui affecte le plus la couleur des fruits et
des légumes. Mais ce phénomeéne peut également se produire lors de la transformation et le
stockage de certains fruits de mer. Il ne sera ici question que du brunissement enzymatique
des fruits et légumes catalysé par la polyphénoloxydase (1,2 benzénediol ; oxygeéne
oxydoréductase, EC.1.10.3.1) notée PPO. Cette appellation regroupe également les termes de
phénoloxydase, phénolase, monophénoloxydase, diphénoloxydase et tyrosinase.
(Ensminger et al., 1995).

Le brunissement enzymatique peut parfois €tre trés bénéfique a 1’acceptabilité¢ du
produit par le consommateur. En effet, que ce soit pour le thé noir, oblong ou vert, le
brunissement enzymatique est nécessaire au développement de leur couleur et flaveur au
cours du procédé de fabrication. De méme, I’apparition de la couleur du cacao est facilitée par
le brunissement enzymatique lors de la fermentation et le séchage des feves. Les polyphénols
oxydases sont par ailleurs responsables de la couleur dorée caractéristique des fruits secs

(raisins, prunes, dates et figues). Or, le thé, le café et le chocolat sont des marchandises

17



Chapitre Il Polyphénol oxydase, et brunissement enzymatique

essentielles a 1’économie de certains pays émergeants tels que I’Inde, la Chine, le Sri Lanka
ou le Kenya (Ensminger et al., 1995).

Cependant, le brunissement enzymatique est aussi une réaction tres néfaste pour le
marché des fruits et Iégumes. Mal contrdlé, ce phénomeéne est responsable de plus de la moitié
des pertes économiques dans ce secteur (Whitaker et Lee, 1995). Ces lourdes pertes ont
suscité un intérét considérable dans la compréhension et le controle de D’activité
polyphénoloxydase dans les aliments. Les salades et autres legumes feuillus, les pommes de
terres et autres tubercules riches en amidon tels que les patates douces, 1’igname, de méme
que les champignons, les pommes, les bananes, les péches les dattes et encore beaucoup
d’autres. (Jolivet et al., 1998)

11.2.2. Controle du brunissement enzymatique

Le contrble de I'activité de la PPO, est important pour la prévention de la synthése de la
mélanine, du brunissement des champignons et d'autres végétaux et fruits (Jolivet et al.,
1998; Qiu et al., 2009).

Beaucoup d’études ont eu pour but d’inhiber le brunissement enzymatique et plusieurs
techniques essayant d’éliminer les composés responsables de ce brunissement (oxygene,
enzyme, cuivre, substrat), ont été développées parmi ces techniques les traitements physico-
chimiques.
11.2.2.1. Moyens physiques de contréle du brunissement enzymatique

11.2.2.1.1. Les traitements thermiques

Les traitements thermiques sont les plus utilisés pour stabiliser les aliments en raison de
leur efficacité pour la destruction des micro-organismes et 1’inactivation des enzymes. Le
blanchiment est I’une des méthodes les plus efficaces et des plus appliquées pour contrdler le
brunissement enzymatique. Cependant, cette méthode ne peut étre utilisée dans les procédés
de transformation des fruits et Iégumes frais. (Vamos-Vigyazo., 1981).

Les températures appliquées lors du blanchiment varient considérablement en fonction
du végétal a traiter et des enzymes a inactiver. En général, une exposition des PPO a des
températures de ’ordre de 70-90°C entraine la destruction de leur activité catalytique
(Vamos-Vigyazo, 1981).
11.2.2.1.2. La congélation

Des températures inférieures a — 18°C sont utilisées pour la conservation longue durée

des aliments. Les mécanismes d’inactivation des enzymes par la congélation peuvent étre
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expliqués par différentes hypothéses : augmentation de la concentration en inhibiteurs du fait
de la diminution de la quantité d’cau disponible a 1’état liquide (Tappel, 1966), de
modifications du pH ou encore des groupements thiols (Fennema, 1975).

De la méme fagon que pour I’inactivation des enzymes par chauffage, ce procédé
présente des inconvénients et provoque notamment des changements de texture. De plus, la
congélation fragilise les structures membranaires des cellules et facilite ainsi le brunissement
enzymatique lors de la décongélation des produits. (Vamos-Vigyéazé., 1981).
11.2.2.2. Moyens chimiques de contrdle du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique peut étre inhibé en ciblant I’enzyme, les substrats
(oxygéne et polyphénols) ou les produits de la réaction. L’utilisation d’inhibiteurs du
brunissement enzymatique ne peut se concevoir que s’ils n’ont aucun effet toxique et ne
modifient pas le godt ni la couleur des produits, et évidemment si le surcolt économique est
supportable.

Mc Evily et al. (1992) classent les inhibiteurs de la PPO en six catégories (Tableau N°
4) : les agents réducteurs, les acidifiants, les agents chélateurs, les agents complexants, les

inhibiteurs d’enzyme, les traitements enzymatiques.

Tableau N° 4: Inhibiteurs du brunissement enzymatique (adapté de McEvilyet al., 1992)

Sulfites et dérives
Agents réducteurs Acide ascorbique et analogues
Cystéine et glutathion

Phosphates
Agents chélateurs EDTA
Acides organiques

Acide citrique

Acidifiants Acide phosphorique

Acides carboxyliques aromatiques
Alcools aliphatiques
Inhibiteurs d’enzyme Anions
Peptides
Résorcinols substitués

_ _ Oxygeénases
Traitements enzymatiques o-méthyltransférase

Protéases

Agents complexants Cyclodextrines
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Ces techniques sont le plus utilisees, mais elles présentent cependant des limites
organoleptiques. Tel est le cas de I'emploi d'acide citrique (acidification), du bicarbonate de
sodium (alcalinisation) ou encore des thiols (cystéine et glutathion), ces derniers interagissant
avec les produits de la réaction pour former des produits d'addition incolores ; toutefois, ces
composés d'addition peuvent également entrer dans des réactions d'oxydations couplées avec
les 0-quinones en exces conduisant, d'une part au phénol parental et d'autre part a la formation
de produits fortement colorés (Richard-Forget et al., 1992).

Selon Nappi et Vass(1994), la cystéine serait capable d'inhiber [I'activité
monophénolasique de la tyrosinase de champignon.
11.2.2.2.1. Agent réducteur

L’acide ascorbique est un agent réducteur largement utilisé dans l'industrie pour
contréler cephénomene. Cet antioxydant naturel régénére les o-diphénols enréduisant les o-
quinones formées (Varoquaux et Sarris, 1979 ; Nicolaset al., 1994 ; Walker etFerrar,1995
; Martinez et Whitaker,1995).

Cependant, son effet anti-brunissement n'est que temporaire (Varoquaux et Sarris,
1979 ; Golan-Goldhirsh et Whitaker, 1984).

Les travaux de Golan-Goldhirsh et Whitaker(1984) montrent les effets inhibiteurs de
I'acide ascorbique, du bisulfite de sodium et des composés thiols sur l'activité de la tyrosinase

de champignon.

11.2.2.2.2. Agents chélateurs

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(DIECA), 1’éthyléne diamine tétra-acétique acide (EDTA), le 2-mercapto
benzothiazole,l’azide, le méthyle xanthate de potassium, I’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).

11.2.2.2.3. Inhibition ciblant I’enzyme

Mayer et Harrel (1979) ont classé les inhibiteurs qui agissent directement sur la PPO

en deux groupes :
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Chapitre Il Polyphénol oxydase, et brunissement enzymatique

- Le premier groupe est celui des agents chélateurs de métaux, tels que les ions
azoture, cyanure, halogénés et latropolone. Le chlore (Cl-) est un inhibiteur non
competitif de la PPO.

- Le second groupe d’inhibiteurs consiste en analogues de substrats : ces acides
carboxyliques de la série des acides benzoique et cinnamique sont des inhibiteurs

compétitifs de la PPO (Janovitz-Klapp et al., 1990).
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Matériels et méthodes

1. Matériels
1.1. Matériel biologique

Les dattes de la variété (Deglet —Nour) de Tolga utilisée dans notre étude a été
achetée a maturité du marché local de la wilaya de Laghouat, sont d’origine de Biskra
qui est située au Sud-est du pays, et plus exactement au sud des Aures. Les dattes sont
utilisées comme une source de I’enzyme Polyphenol oxydase (PPO).Les dattes sont

lavées avec de 1’eau distillée, séchées et conserver a 4°C.

Figure N° 16: Phoenix dactylifera L, la variété de DegletNour DeTolga
(Wilaya de Biskra, 2015)

1.2.Produits chimiques

Le phosphate de potassium(KH2PO4), (KH2PO4), I’acétate de sodium, le
catéchol, I’acide citrique (CgHgO7) I’acide ascorbique (CgHgOsg) 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.
2. Méthodes
2.1. Préparation de I’extrait brut de la PPO

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

protocole d’extraction développé par (Hasegawa et Maier., 1980).

Les dattes sont lavées avec I’eau distillée et séchées a 1’air libre 1509 de chair
de dattes refroidie préalablement a -10°C sont Dénoyés et decoupés et broyer pendant
3min a I’aide d’un mixeur (Warning Commercial Blender 800 EG, 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).
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Le broyat est ensuite filtré a travers quatre couches de gaz (4 compresses). Le
filtrat obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000tr/min dans une centrifugeuse
(Sigma Fischer Bioblock Scientific). Le surnageant récupéré de couleur jaunatre,

représente 1’extrait enzymatique brut qui divisé dans des tubes Eppendrof de 2ml qui
seront conservés a -10°C.

—

Figure N° 17: Un tube Eppendrof de 2mL Contenant 1’extrait enzymatique brut d’une couleur

jaune.

150 g des dattes sont lavées avec I’eau

distillée et séchées a 1’air libre et sont dénoveés

'

Broyage dans 300 ml d’une solution d’extraction de tampon phosphate de potassium
(0.05M a pH 7.0)

{

Broyat

l

Filtration du broyat a travers quatre couches de gaz

}

Ohtention d’nn filtrat

l

Centrifugation pendant 10 min a 4000tr/min dans une centrifugeuse

!

Le surnageant récupéré de couleur jaunatre, représente
I’extrait enzymatique brut de la PPO

Figure N°18: Le protocole d’extraction du polyphénol oxydase des dattes (Phoenix dactylifera L)
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2.2. Mesure de ’activité de PPO

L’activité catécholase de 1’extrait brut de la PPO de la datte Deglet nour est
mesurée a 410 nm en utilisant le catéchol comme substrat par la mesure directe de la
formation des o-quinones a 1’aide d’un spectrophotométre (Thermo Scientific
HeMOS v) en présence oxygene/aire ( Espin et al., 1995 ;Fan et Flurkey, 2004).

Le catéchol a 0.4 M est préparée dans une solution d’acide ortho-phosphorique a
0.5 mM (Fan et Flurkey, 2004). Le milieu réactionnel contient 1 ml de substrat a 40
mM. La réaction d’oxydation est déclenchée par 1’ajout de 20 pl d’enzyme. La
variation de I’absorbance est enregistrée toutes les 10 secondes pendant deux minutes
apres 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 (19) (Unal,
2007).

Une unité internationale (1 UI) est définie comme la quantité d’enzyme qui forme
1 umole d’o-benzoquinone par minute (Zheng et al., 2004; Erat et al., 2005 ;
Gawlik-Dziki et al., 2007; Kumar et al., 2008).
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Figure 19 : Exemple de calcul de la vitesse initiale d’oxydation du catéchol par la PPO de datte Deglet
nour (Phoenix dactylifera L.) (pH 5.6-0.05 M tampon acétate de sodium ; catéchol 40 mM ; 30°C,
extrait enzymatique 20 pl).
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2.3. Détermination des valeurs d’I1Csg

L’ICsp est la concentration d’inhibiteur qui provoque une diminution de
I’activité enzymatique par 50%. La mesure de ’activité de la PPO est effectuée a
30°C dans un tampon d’acétate de sodium a pH =5,6 en absence et en présence de
différentes concentrations d’acide citrique comprises entre 0,1 et 0,5 mM et d’acide
ascorbique comprises entre 5 et 35 mM et avec une concentration constante de
substrat (Catéchol).

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

Le pourcentage de l’activité enzymatique résiduelle de la PPO est calculé par
comparaison avec 1’activité de I’inhibiteur (Ag) (Dogan et al., 2005) selon 1’équation
suivante :

AR(%) - (57) x 100

Avec :

Ay : est I’activité diphénolase en absence d’inhibiteur

A; : est ’activité diphénolase en présence d’inhibiteur

Toutes les expériences ont été réalisées 2 fois.

2.3.1. Détermination du mécanisme d’inhibition de la PPO par I’acide citrique et
ascorbique

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 tandis que pour 1’acide ascorbique des concentrations valant
0,1 et 0,3Mm ont eté utilisées et a différentes concentrations croissantes de la catéchol

comprises entre 30 et 80 mM.
Les types d’inhibition ont ét¢ 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).
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2.4. Analyse des données cinétiques

Toutes les analyses de ce travail ont été effectuées trois fois et la moyenne des
résultats est présentée. La barre d’erreur représente 1’erreur standard. L’analyse des
données cinétiques observées a été effectué par ajustement a ’aide de régression
linéaire, et de régression non linéaire par 1’utilisation des programmes suivants : Table
Curve 2DTM (Jandel ScientificWindows v2.03 Copyright© 1989-1994), et Excel®
(Microsoft Excel 97-2003). EnzymeKinetics 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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Résultats et discussion

1. Détermination de la valeur d’ICsy :

L’effet de différentes concentrations d’acide citrique et/ou 1’acide acorbique sur
I’oxydation de la catéchol par la polphénol oxydase de la variété de Deglet Nour
Phoenix dactylifera L.

Les résultats trouves, montre que la concentration de ces deux inhibiteurs dans le
milieu réactionnel provoque une diminution significative sur I’activité¢ de la PPO.

La valeur d’ICs est définie comme étant la concentration de I’inhibiteur d’acide
citrique et/ou ascorbique qui provoque une diminution de 1’activité enzymatique de la
PPO par 50% (Chen et al., 1998). On a obtenu une valeur d’1C50=24,44mM =+0,79.

et IC50=0,21mM 0,32 en présence d’acide citrique et ascorbique, respectivement.

100

80 -~

40

Activité enzymatique relative (%)

20 ~

0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Acide citrique (mM)
Figure N° 20: L’effet de la concentration de 1’acide citrique sur I’oxydation de Catéchol par la PPO de

dattes DegletNour (Phoenix dactylifera L). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu réactionnel

contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5,6).
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Figure N° 21 : L’effet de la concentration de 1’acide ascorbique sur 1’oxydation de Catéchol par la
PPO de dattes Deglet Nour (Phoenix dactylifera L). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu
réactionnel contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5,6). Chaque valeur représente la

moyenne de 2 essais.

Pour mieux comparer 1’effet de 1’acide citrique sur les PPOs d’origine végétale et
celle de datte Deglet-Nour,les valeurs d’ICso de 1’acide citrique ainsi que 1’acide
ascorbique trouvées pour la PPO obtenues a partir de différentes sources végétales

sont indiquées dans le Tableau (5 et 6) respectivement

La valeur ICsétait calculée, qui est définie comme étant la concentration
d’inhibiteur qui provoque une diminution de [’activité enzymatique initiale a

50%.Une valeur faible d’ICsp indique que I’inhibiteur est puissant.

D’apres les résultats obtenus on constate que le pouvoir inhibiteur de ces deux
inhibiteurs et leurs valeurs d’ICsy dépendent de plusieurs facteurs y compris
premierement  la source d’enzyme dont les valeurs varient entre les dattes par
exemple et les truffes ,et deuxiemes selon le type de substrat monophénolique,

diphénoliqgue comme le catéchol et/ou triphénoliqgue comme le pyrogallol choisi
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dont une valeur double d’IC50 est obtenu en présence de pyrogallol par rapport au cas

de catéchol et ceci pour la méme enzyme et/ou source.

Tableau N° 5 : Les valeurs d’IC50 de ’acide citrique trouvée pour la PPO a partir de différentes

sources et différentes substrats

Sources Type de substrat 1C5o MM Références
Deglet —
NourPhoenix Catéchol 24,44+0,79 Notre étude

dactylifera L

Deglet —
: Bouchareb et
NourPhoenix Pyrogallol 50,08 Taouti 2013

dactylifera L

i : Harrouz
L-tyrosine 9,46 .
TerfezialeonisTul . Sahraoui, 2014
Champignon de
Paris Catéchol 150 SON et al., 2000

Agaricusbisporus

Tableau N° 6:Les valeurs d’IC50 de I’inhibition de la PPO a partir de différentes sources et différentes

substrats par I’acide ascorbique

Sources Type de substrat ICsomM Références

Deglet —Nour Phoenix

dactylifera L Catéchol 0,21 +0,32 Notre étude
Blé
N ) Catéchol 11.18 Erat et al.,2010
Triticumaestivum L.
Truffe .
L.Tyrosine 0.151 Hafes, Saadi, 2014

Terfezialeonis Tul

Champignon de Paris ) )
P Catéchol 0.24 Goldrlsqg;XV|taker,

Agaricusbisporus

En utilisant 1’acide ascorbique comme inhibiteur, nous avons obtenu une valeur

d’IC 50 tres appréciable reflétant entre autres 1’efficacité¢ de cet inhibiteur dont un
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facteur de 100 fois plus est estimé en comparant cette valeur avec celle obtenue en
présence d’acide citrique.

En analysant le TableauN° 6, on remarque que I’affinit¢ de la PPO de
Champignon de Paris (Agaricusbisporus) et de notre source Deglet—Nour (Phoenix
dactylifera L) vis-a-vis de 1’acide ascorbique est relativement similaire, par contre la
PPO de Truffe (TerfezialeonisTul) est tres sensible en présence de cet agent chimique.

La PPO de BIé (Triticumaestivum L.) est peu sensible a I’acide ascorbique.

2. Mécanisme cinétique d’inhibition

L’effet inhibiteur de D’acide citrique et/ou de I’acide ascorbique sur D’activité
enzymatique de 1’extrait brut de la PPO des dattes Deglet-Nour est étudié en utilisant
le catéchol comme substrat.

Les résultats trouvés, montrent que ces deux inhibiteurs provoquent une
diminution significative de I’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 1’acide citrique et/ ou de 1’acide ascorbique pour
le substrat utilisé (catéchol) sont indiqués dans le tableau (8) et (9).

Leurs valeurs de R? comprises entre (0.989 et 0.994) indiquent bien que les
données expérimentales ont été parfaitement ajustées par le modeéle cinétique de

I’inhibition choisi.

Tableau N° 7: Les paramétres cinétiques de I’inhibition de 1’activité enzymatique de la PPO de

(Phoenix dactylifera L) par I’acide citrique

[acide citrique] Ki Km V max R’ Type
(MM) (mM) (mM) (Abs/min) d’inhibition
0 0,4133%0,023
Non
15 444171477 112,78029,947 0,31330,017 0,989  compétitive
30 0,2351+0,015
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Tableau N° 8 : Les paramétres cinétiques de I’inhibition de I’activité enzymatique de la PPO de

(Phoenix dactylifera L) par I’acide ascorbique

[acide
ascorbique] Ki Km Vmax R? Type

mM (mM) (mM) (mM) d’inhibition

0 140,08+13,27
0,73+0,48
0,1 0,203x0,007 208,42+15,55 0,994 compétitive
0,3 346,38+18,96
Avec

Ki: Constante de dissociation du complexe EI (mM)
[1]: Concentration d’inhibiteur (mM)

Km : Constante de Michaelis-Menten

Vmax : La vitesse maximale

R?: Coefficient de régression linéaire

Les valeurs de K;s indiquées dans les Tableaux (8 et 9) suggérent que I’acide
citrique et/ou 1’acide ascorbique inhibent efficacement I’activité de la PPO des dattes
Deglet-Nour en présence de catéchol, de méme ces tableaux montrent que les
représentations graphiques de 1/vo en fonction de 1/[S], est une série de courbes
paralleles, avec une diminution de la valeur Vna et pareillement, augmentation du
Km.

Dans les conditions expérimentales utilisées, 1’oxydation de catéchol par la PPO
des dattes, suit une cinétique de Michaelis-Menten. La cinétique d’inhibition de
I’acide citrique et/ou I’acide ascorbique agissant sur I’enzyme a été déterminée par
I’analyse des représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk. Les
résultats trouvés en présence de 1’acide citrique et/ou 1’acide ascorbique sont

représentes dans les figures (22) et (23) respectivement.
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1NV, (Abs/min)

0,01 0,02 0,03 0,04

1/[Catéchol] (mM)

Figure N° 22 : Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition compétitive de I’activité de la PPO des
dattes (Phoenix dactylifera L) par ’acide ascorbique. Les concentrations d’acide ascorbique sont : O (g

), 0,1(y), et 0,3¥)

1N, (Abs/min)

0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
1/[Catéchol] (mM)

Figure N° 23 : Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition non compétitive de ’activité de la PPO

des dattes (Phoenix dactylifera L) par I’acide citrique. Les concentrations d’acide citrique sont : 0 (§),
15(0), et 30¥)
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En présence d’acide ascorbique la représentation graphique de 1/V, en fonction de
1/[S] est un ensemble de courbes droites, de pentes différentes, et qui se croisent I’une
sur I’autre sur I’axe des ordonnées. La valeur de V.« demeure constante tandis que,
la valeur de K, augmente avec I’augmentation de la concentration de I’inhibiteur.

En revanche et en présence de 1’acide citrique la figure 23 montre une série de
courbes linéaires ayant le méme point d’intersection sur 1’axe des abscisses (1/[S])
mais de différentes pente. Ceci indique que le type d’inhibiteur compétitif et non

compétitif pour ’acide ascorbique et I’acide citrique, respectivement.

0
&

Figure N° 24: Représentation de 1’inhibition compétitive (Keillor, 2004)

klﬁs Jffz
E —— E&§ —» E+ P
k)
ki)l ki 1
E-l

Figure N° 25 : schéma de type Michaelis-Menten de I’inhibition compétitive (Keillor, 2004)

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

1 (aKm) 1 1

70_

. [S] Vmax

Vm ax
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K| : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
[1] : concentration d’inhibiteur (mM).

L’acide ascorbique se fixe uniquement sur l'enzyme libre et non pas 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’acide ascorbique Comme c’est
indiqué dans les Tableau (8) et 9, le constante d’inhibition (K;) pour I’acide
ascorbique et 1’acide citrique, utilisant le catéchol comme substrat est respectivement,
44,417 Mm, 0,203 Mm.

Pour I’acide ascorbique nos résultats sont similaires avec ceux trouvés pour la PPO
extraite d’artichauts (Cynara scolymus L.)( Tulin, 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 étudiée.

L’acide ascorbique est le composé chimique le plus fréquemment utilisé pour la
réduction chimique des o-quinones en composés o-diphénoliques pour le contréle 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 lié & son action comme un antioxydant plutdt qu’un
inhibiteur de 1’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’équation de Lineweaver-Burk pour I’inhibition non compétitive s’écrit comme suit:

!

1 aK,\ 1 a
70 N (Vmax)ﬁ-l_ Vmax
Avec
14
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Ki=Kis
K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
Kis : constante de dissociation du complexe ESI (mM) ;

[1] : concentration d’inhibiteur (mM).

@f:@@

Figure N° 26: Représentation de I’inhibition non compétitive
(Keillor, 2004)
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Figure N° 27 : Schéma de type Michaelis-Menten de I’inhibition non compétitive
(Keillor, 2004)

Urszul et al. (2007) ont trouvé que 1’acide citrique est un inhibiteur non compétitif
de la PPO de brocoli (Brassica oleracea var. botrytis italica) lorsque le catéchol est
utilisé 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 D’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 I’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).
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En effet, I’acide citrique est un acide organique retrouve largement dans les fruits
et les légumes, et ont été souvent signalé pour leur activité anti-brunissement dans
I’industrie agro-alimentaire, cette activité est liée a la concentration d’agent anti-
brunissement.

D'autre part, 1'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.
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Conclusion

Les dattes Deglet-Nour Phwnix dactylifera L.est un fruit de grande valeur
nutritionnelle est commerciale. L’un des problémes les plus importants des dattes,
c’est la réaction de brunissement enzymatique caus¢ par la polyphénol oxydase.

La polyphénol oxydase de datte Deglet-Nour a était extraite en milieu aqueux en
présence de (PVPP). L’extrait enzymatique brut montre que la PPO des dattes est une
diphénolase. La PPO de datte capable d’oxyder le catéchol comme substrat.

L’application de I’acide citrique et/ou I’acide ascorbique comme des inhibiteurs
pour réduire le brunissement di a ’enzyme PPO des dattes Pheenix dactylifera L. est
ainsi rapportée pour la premiere fois.

D’aprés les résultats obtenus a partir de ce travail, on conclue que, I’acide
ascorbique et/ou D’acide citrique présentent un mécanisme compétitif et non
compétitif respectivement.

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 maniere réversible alors que I’acide ascorbique se fixe
uniquement sur I'enzyme libre et non pas sur le complexe enzyme-substrat

D’apres les valeurs d’1Csp, nous pouvons déduire que ’acide ascorbique est 100
fois plus puissant que 1’acide citrique

Ces deux acides organiques sont non toxiques et peu couteux ce qui rend leur
utilisation comme étant des agents anti-brunissement trés appropriée.

Afin d’améliorer le pouvoir inhibiteur des acides organiques, il est envisageable de
le associer avec d'autre agents d'anti brunissement tel que 1’acide ascorbique ou
carrément avec un autre moyen physique comme I’inactivation thermique. Comme
perspectives, il serait plus intéressant d’étudier 1’effet de ces deux inhibiteurs sur les

propriétés cinétiques et thermodynamiques de la PPO

Le brunissement enzymatique est une réaction indésirable, responsable du
changement des qualités organoleptiques des fruits et des légumes. La Polyphénol

Oxydase semble étre impliquee directement dans ce phénoméne
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Conclusion

L’inhibition de cette enzyme par les agents chimiques constitue un moyen
efficace contre les conséquences et/ou les degats de brunissement des dattes lors de
stockage.

L’objectif de notre travail est d’inhiber I’enzyme Polyphénol Oxydase d’une
maniére réversible par deux acides organiques (I’acide citrique, 1’acide ascorbique)
par I’¢tude des mécanismes mis en jeu lors de D’inhibition du brunissement
enzymatiques.

Nos résultats montrent que ’acide citrique est un inhibiteur de type non
compétitif, et que I’acide ascorbique est un inhibiteur de type compétitif. Il était
signalé que 1’acide ascorbique est utilis¢ a de faibles concentrations car il est plus
puissant que I’acide citrique.

11 serait donc possible d’utiliser ces deux acides comme des agents naturels de

controle du brunissement des dattes.
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