République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Amar Thelidji- Laghouat

FACULTE : SCIENCES
DEPARTEMENT : SCIENCES AGRONOMIQUES

MEMOIRE DE MASTER

Présenté par : M. Kacem Houssem eddine

DOMAINE : SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE (SNV)
FILIERE : SCIENCES AGRONOMIQUES
OPTION : AGROALIMENTAIRE ET CONTROLE DE QUALITE

Theme

Etude de l'inhibition du polyphénol oxydase de
datte Deglet-nour (Phcenix dactylifera L)

par ’acide caféique

Jury de soutenance :

Nom et Prénom Grade qualité

M. Leboukh Mourad Maitre de Conférences Classe A Président

M. Krantar Kamel Maitre Assistant Classe A Examinateur
M. Gouzi Hicham Maitre de Conférences Classe A Rapporteur
M. Bennaceur Farouk Maitre Assistant Classe B Co-rapporteur

Promotion : Juin— 2016



Comme le parcours de la vie m'a donné [occasion d 'exprimer ma profonde gratitude,
Je dédie cet humble travail a :

Mon Pére Derradji
Qui ma beaucoup aidé, conseillé et encourageé.
En vous, je voie un pere dévoué a sa famille. Ta présence en toute circonstance m 'a

rappelé le sens de la responsabilité.

Ma Mére Fatiha
En vous, je voie la maman parfaite, toujours préte a se sacrifier pour le bonheur de ses
enfants.

Merci pour tout : Votre courage, votre bravoure, votre générosité et votre motivation.

Mes sceurs et frere
Amel, imane, sanaa et mahamed amine merci d ‘avoir me soutenue et encouragé
durant mon cursus.

Aux petites Hiba, aya et mayar

A tous les membres de ma famille petits et grands qui me soutient da réussir. Grdce a

eux jai enregistré le succes.

Et enfin,
A tous mes amis ali, abou beker el seddik, noureddine, yacine et toute la classe de
sciences agronomique



« Al CII?C eI 72

Tout d’abord, louange a Dieu qui nous a donné la santé, la force et le courage

dans la vie et tout au long de notre cycle d étude.

Je tiens a exprimer mes sincéres remerciement a Messieur Gouzi Hicham et
Maitre de Conférences au département de biologie de [ "université Amar Télidji et
Monsieur benaceur farouk, responsables de cette étude, pour avoir acceptés de
m’encadrer, pour le choix de théme et pour avoir participés a la correction de ce
manuscrit a fin de réalise cette étude. Pour leurs conseils pratiques, techniques, et

scientifiques durant mes travaux du mémoire, Merci infiniment.

Au terme de ce travail, qui a été réaliser dans les laboratoires du département
de Biologie, je tiens a remercie tous les ingénieurs de laboratoire pour leurs accueil et

leur patience.

Je voudrais aussi remercier les membres de jury qui ont bien voulu trouver un
peu de temps pour évaluer mon travail et pour les conseils prodigués et [ ‘apport

d"informations judicieuses dans le parachévement de ce labeur.

I demeure important pour moi d 'exprimer mes plus sincéres remerciements a

toutes celles et ceux qui, de prés ou loin, m 'a aidé a réaliser ce projet de fin d 'étude.



pheenix dactyliferaL. » )| jagoea,ol i) Jolas bkl 13low, 389, ¢ evl 1$Ys
LS 55 opil bl edplds Wl e llo

‘ague
o3l lga) @3 ub >l i ik |k I Lsbldluo lep ©E Ad 9y 0 @ ean I Wibldubs] 148 @ & eols
I plabol s e 1o @28 41004 9 2908 €U 5.6 92,1630 28, Lk oo dgd
2k u,» I mMPJ by Ik 1,85 i e e 1 adldwaiz $IBlal 138 S 2ob 5,6 92)b6
30°5 et Vimax = 324 pmol Vinin . oillo@ 8y eub lJped Ihaks Jelps | kg . ofibldhgdls o @
viwowms 2@UB 5,6 92,1,640%0 wldww)aas ubusd) 10,8 95 B0 a9l S bl dhigly, b
IS S 7.3 ol wis) BP9 $plo 2ol aibo ) bds bbb e 1dodeb) £ 5 Ki@J97

) ) Y-V
'tmlwadbkbubth&&blu@'m bbb lbgis 1boas S ek Mﬂ &9 lubog)
>3 0. lbubi Ibsl, |WWhgdd, pida zoLoldhd), Il I @s - Bl pdpé

Memory title : Study of the inhibition of polyphenol oxidase of Deglet Nour dates (phoenix dactylifera L.) by
caffeic acid.
Name: Kacem First name : Houssem eddine Directed by : Mr Gouzi Hicham

Abstract:
The aim of this present work is to study the inhibition of polyphenol oxidase (PPO) of Deglet Nour dates (  Phoenix
dactylifera L.) by caffeic acid. The PPO activity was measured by spectrophotometry at 410 nm, pH 5.6 and 30°C, using
catéchol as a substrate.
The kinetics of oxidation of catechol by PPO of the date of Deglet Nour perfectly follows the kinetic model of
Michaelis-Menten. The values of kinetic parameters were determined at pH 5.6 and 30 ° C. they are: Km =26 mM and
Vmax = 324 umol/l/min. The concentration of the enzyme influences on the initial rate of the oxidation of catechol. The
catecholase activity is optimal at pH 5.6 and 40 ° C. Caffeic acid is a reversible inhibitor of PPO dates and causes a
of caffeic acid estimated to be 7.3 mM. The Lineweaver-Burk spsignificant decrease in catecholase activity. The IC
representation indicates that caffeic acid is a non-competitive inhibitor of the PPO dates with a K | value equal to 9.7 mM.
Caffeic acid is a natural phenolic compound can be used to control enzymatic browning of dates during their storage or

their transformations.
Deglet-nour (Phoenix dactylifera L.), Polyphénol oxydase, catéchol, Inhibition, Caffeic acid, :: Keys words
browning.

inhibition de la Polyphénol oxydase des dattes Deglet-nour (Pheenix dactylifera L.) par ’Titre du mémeoire : Etude de 1
acide caféique.’l

Nom: Kacem Prénom: Houssem eddine Encadreur: M. Gouzi Hicham

Résumé :
inhibition de la polyphénol oxydase (PPO) des dattes Deglet-Nour ( Phoenix’Ce présent travail a pour objectif d'étudier |
activité de la PPO a été¢ mesurée par spectrophotométrie a 410 nm, a pH 5.6 et a 30°C,  ’dactylifera L.) par I'acide caf€ique. L
en présence de catéchol comme substrat.
oxydation du catéchol par la PPO de datte Deglet nour suit parfaitement le modéle cinétique de ’La cinétique d
= Michaelis-Menten. Les valeurs des paramétres cinétiques determinés a pH 5.6 et 8 30°C sont : K, =26 mM et V  max
activité catécholase’oxydation de catéchol. L ’enzyme influe sur la vitesse initiale de 1’324 pmol/l/min. La concentration de 1
acide caféique est un inhibiteur réversible de 1a PPO des dattes et provoque une diminution ’est optimale a pH 5.6 et a 40°C. L
de l'acide caféique estimée a 7.3 mM. La représentation de spactivité catécholase. La valeur d'IC ’significative de 1
Lineweaver-Burk indique que I'acide caféique est un inhibiteur non compétitif de la PPO des dattes avec une valeur de K
.égalea 9.7 mM
acide caféique est un composé phénolique naturel peu étre utilis€ pour le controle du brunissement 'L
enzymatique des dattes au cours de leur stockage ou leurs transformations.

Mots clés:. Deglet-nour (Phoenix dactylifera L.), Polyphénol oxydase, catéchol, Inhibition, Acide caféique,
Brunissement.
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Introduction

Le fruit du palmier dattier  (Phoenix dactylifera.l)) est considéré comme un fruit important pour la
population algérienne durant toutes les saisons et particulicrement pendant le mois sacré de
Ramadhan.. Il est considéré comme un élément vital composante de leur régime alimentaire
quotidien. Ce fruit a une grande importance des points nutritionnels et économiques de vue de nos
jours.

La datte est riche en glucides, en fibres alimentaires, en composés phénoliques, en vitamines et en
macroé¢léments faisantd ’elle unaliment naturel nutritif pour I “humanité (Kulkarmni et al., 2008 ;
Dowson et al., 1963). Elle est tres appréciée aussi bien sur le plan national qu'international.

L’un des problémes les plus importants des dattes, ¢ ’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 formationd ~ ’un pigment brun responsable du
changement de couleur, d'odeur et du gott désagréables des dattes (Martinez et Whitaker, 1995) et
par conséquent 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 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)
et (Vamos-Vigyaz 6, 1981 ; Casafiola-Martin et al., 2006). En présence de 1 ’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 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] ~ ’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).

L'acide caféique (acide 3,4-dihydroxycinnamique) est I'un des acides phénoliques communs qui se
trouve fréquemment dans les fruits ~ (Mattila, 2002) et les grains (Bryngelssonet  al., 2002). Pour une

consommation humaine, il est sous forme d  ’esters avec de I'acide quinique ou des saccharides.

D’aprés nos connaissance, aucune étude n ’as était realisé sur 1 ’inhibition de la PPO des dattes
Deglet-nour par | ’acide cafféique. Par conséquent, | ’objectif principal de cette étude était d'évaluer
l'effet inhibiteur de 1 ’acide cafféique sur 1 ’activité catécholase de la PPO de Deglet-Nour et de

déterminer son mécanisme d'inhibition en utilisant le catéchol comme substrat o-diphénolique.
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Notre travail sera présenté en quatre parties et est s€équencé comme suit. La premiére partie est
une synthese bibliographique constitué de deux principaux chapitres relatant des généralités sur les
dattes et la polyphénol oxydase. Dans la deuxiéme partie, nous mettrons en évidences les procédures
expérimentales. La troisiéme partie est consacrée 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 dernicre partie.
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1. Historique sur le palmier dattier

Le palmier dattier a pu exister a1 ’état spontané dans plusieurs régions, au moyen orient et en
Afrique, en particulier en certains points du Sahara comme le Fezzan (Le Berre , 1978)

Arbre des zones semi-arides et arides, il est présent, sur le pourtour méditerranéen, de la
Mauritanie a1 ’Arabie, et au- dela, en Iran, jusqu'al ’Indus, il a ét¢ domestiqué avant plus 5000
années. A 1 origine de |1 ’ere Mésopotamie ( Munier, 1981 ). Deux hypotheses ont été proposées sur
son 1 ’origine, 1 *une consideére que le palmier descende d ’une ou de divers espéces de genre  Phoenix
cultivés localement dans leur milieu naturelle. L~ ’autre qui la considére comme un hybride issu de
plusieurs especes non classé de genre  Phoenix (Bennaceur et al. ,1991).

2. Généralités sur le palmier dattier

Le palmier dattier :  Phoenix dactylifera L., provient du mot ( Phoenix) qui signifie dattier chez les
phéniciens, et dactylifera dérive du terme grec ( dactulos) signifiant doigt, allusion faite a la forme du
fruit (Djerbi, 1994).

Le dattier ¢ ’est une espéce dioique, monocotylédone arborescente, appartenant a une grande
famille d *arbres a palmes et produit des dattes ( Gilles, 2000; ).

11 s ’agit d 'une herbe géante qui s ’éléve a plus de 20 métres de haut : un stipe élancé, plutét qu  ’un
vrai tronc, sans cerne de croissance, terminé par un unique bourgeond ‘ot émerge un panache de
longues feuilles pennées de 5 & 6 métres de long. Ses fruits les dattes, se présentent en énormes
grappes, les régimes, formés de trés nombreuses branchettes (Brac de la Perricre, 1995). L ’entretien
seul assure son allure au dattier. L ’intervention del "homme s ’avére indispensable a toutes les étapes
de sa croissance (Benchelah et Maka, 2006 ).

2.1. La classification botanique

La place du palmier dattier dans le régne végétal est rappelée ci-dessous ( Gilles,2000 ) :

Groupe : Spadiciflores

Ordre : Palmale

Famille : Palmacées

Sous famille : Coryphoidées

Tribu : Phoenicées

Genre : Phoenix

Espéece : Dactylifera L.

Le genre Phoenix comporte au moins douze especes, la plus connue est le dactylifera, dont les

fruits " dattes " font 1 ’objet d’un commerce international important (  Espiard, 2002) .

2.2. Ecologie
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Les palmiers sontal ’origine, des arbres des régions tropicales humides, mais au cours des ages,
ils se sont adaptés aux climats chauds, semi-arides ou arides. Ces arbres peuvent s'adapter a de
nombreuses conditions grace a leur grande variabilité ( Gilles, 2000 ).

En Afrique subsaharienne, cette famille est largement représentée, au Sahara, on n ’en rencontre
que deux especes, d *une importance économique majeure, Hyphaene thébaica, le palmier doum,
Phcenix dactylifera, le palmier dattier ( Benchelah et Maka, 2006 ).

2.3 Production mondiale des dattes

Selon FAO (2004), la production des fruits de dattes dans le monde est estimée a 6.7 million de
tonnes. L ’Algérie et la Tunisie sont les premiers exporteurs de Deglet Nour en France et en Europe
(Guizaniet al.,2010). En 2004, la Tunisie a produire prés de 110 000 de tonnes de dattes (  Guizani
et al., 2010). En Algérie, la production annuelle de dattes est en moyenne de 200.000 tonnes (Le
Berre , 1978).

2.4 La répartition de deglet nour en algerie

En Algérie, la région de Béchar, le Touat, le Tidikelt et le Mzab ont de belles palmeraies, mais le
pays des dattes se situe entre Ouargla, Oued Rhir et Souf et se poursuit dans le Djerid et Nefzaoua
en Tunisie (Le Berre, 1978)

Comme c’est indiqué dans la  Figure (1) le plamier dattier Deglet Nour est repartie dans les quatre
régions d ’Algérie suivante: Saoura (Igli et Beni Abbes), Touat (Adrar et Timimoun), centre
(Chardaia et El Golea), et Rhir-Zibans (Biskra, (Ferfar), Touggoun (Touggourt, El Arfiane et Sidi
Mahdi) et Ouargla).
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3. La datte

3.1. Définition

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie, généralement de forme allongée, oblongue ou
arrondie. Elle est composée d ’un noyau, ayant une consistance dure, entour¢ de chair Figure (2). La
partie comestible de la datte, dite chair ou pulpe, est constituée d  ’un:
peéricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau ;
mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et de couleur
soutenue ;

endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane parcheminée

entourant le noyau Figure (2) (Espiard, 2002 )

Coupe longitudinale d’une datte Coupe du noyau

Périanthe

Meésocarpe - —— — Tégument

Endocarpe ( = Albumen
e 2

= Micropyle

Epicarpe
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Noyau de profil et de dos

Micropyle

i

Raimnure
ventrale

3.2 Les produits des dattes

Les dattes sont utilisé pour la production de confiture, du jus et des sirops (Al-hooti et al.1996).
Les sous-produits des dattes ont été utilis€ comme substrat de fermentation pour la production de
biomasse (Al obaidi et Berry 1982; Nacib et al., 1999), ou la production de divers métabolites tels
que 1’acide citrique, | ’oxytetracycline oul ’ethanol ( Abou Zied et al., 1991; Abou Zied et Baghlef,
1983; Abou Zied et Khoja, 1993; Al obaidi et Berry 1982 ).

3.3 Formation et maturation de la datte

Les fleurs fécondées, a la nouaison, donnent un fruit qui évolue en taille, en consistance et en
couleur jusqu ’a la récolte ( Gilles, 2000 ). La datte passe par différents stades d ’évolution ( Sawaya et
al, 1983 ; Benchabane et al, 1996 ; Al-Shahib et Marshall, 2003) .

Le Tableau (1) présente les stades d ’évolution de la datte et les appellations utilisées en Afrique
du Nord et en Irak.
Tableau .1 : Stades de développement des dattes ( Djerbi, 1994).
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Stades de développement de la datte
Pays
I 11 111 v \Y
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Besr Martouba Tamr
Libye - Gamag Bser Routab Tamr
Mauritanie Zel Tefejena Enguei Blah Tamr

De nombreux auteurs ont adapté la terminologie utilisée en Irak. Les différents stades peuvent étre
définis comme suit ( Djerbi, 1994 ) :

En Algérie, il existe plus de 940 cultivars de dattes(noui, 2007). Les principales variétés cultivées
sont :

La Deglet-Nour est une variété commerciale par excellence. A maturité la datte est d “une couleur
brune ambrée avec un épicarpe lisse légerement plissé et brillant, le mésocarpe présente une texture
fine légerement fibreuse (Noui, 2007).

Les variétés communes sont de moindre importance économique par rapport a Deglet-Nour. Les
variétés les plus répandues sont : Ghars, Degla-Beida et Mech-Degla. Selon ~ Le Berre (1978 ), Une
grande proportion des variétés communes est de consistance molle.

3.4. Classification des dattes selon consistance

D’apres Espiard (2002), la consistance de la datte est variable. Selon cette caractéristique, les
dattes sont réparties en trois catégories :

1-Dattes molles : Ahmar (Mauritanie), Kashram et Miskani (Egypte, Arabie-Saoudite).

2-Dattes demi-molles : Deglet-Nour (Tunisie, Algérie), Mehjoul (Mauritanie), Sifii et Zahidi
(Arabie-Saoudite).

3-Dattes seches de consistance dure : Degla-Beida et Mech-Degla (Tunisie et Algérie), Amersi
(Mauritanie).

D'autre classification est mette en evidence comme la classification selon la qualité (Figure 3).
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Dattes
A 4 \ A l
Nobles Communes Non consommées
Y [ h 4 Y Y h 4
Consommation Alimentation
Exportation locale animale Perdues

3.5. Composition biochimique de la datte

Les dattes ( Phoenix dactylifera L.) constituent spécifiquement un important aliment dans les
régions arides et semi-arides du monde, elles contiennent des carbohydrates de 44 a 88%,
principalement du fructose, du glucose et du saccharose ; des lipides de 0.2 a 0.5% ; des protéines de
2.3 25.6% ; des fibres diététiques de 6.4 a 11.5% ; des éléments minérales (le pourcentage de chaque
minérale dans les dattes séches varie de 0.1 a 916 mg/100g de datte), et des vitamines (comme
vitamine C, B1, B2, A, riboflavine et niacine) (Al-Hooti et al., 1995; Al-Shahib et Marshal, 2002;
Sawaya et al., 1982).

Le taux en eau des dattes est variable, et peut atteindre au maximum 25% ( Belarbi et al.; 2000 ).
En plus de sa valeur nutritionnelle, les dattes sont riches en composés phénolique qui posseédent une
activité antioxydante (  Mansouri et al, 2005 ; Vayalil, 2002 ; Al-Farsi et al, 2005 ; Vinson et al,
2005).
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Les dattes sont aussi une bonne source des macroéléments comme le phosphore, le fer,
potassium et d ’une quantit¢ importante en calcium ( Gamil-Abdel-Hafez et al., 1980;
Anwar-Shinwari, 1987 ).

3.6. Les enzymes des dattes

L’activité des quatre enzymes citées ci-dessous présente un intérét particulier pour la qualité final
du produit ( Barreveld, 1993) :

e [nvertase: responsable de la conversion du saccharose en sucre invertis (glucose et fructose) elle
influe sur la texture du fruit ;

e Polygalacturonase et pectinesterase : convertissent les substances pectiques insolubles en
pectique plus solubles attribuant au fruit la texture molle ;

o Cellulase : décompose /hydrolyse la cellulose en substances plus simple, ce qui augmente la
solubilité et conduit éventuellement a la formation du glucose, ainsi le taux de fibre diminue ;

e Polyphénol oxydase : est responsable des transformations biochimiques des polyphénols dont
I’exemple: les tannins. Cette enzyme joue un rdle trés important dans les réactions de brunissement

non enzymatique des dattes ( Sachde et al., 1989a,b ; Hasegawa et Maier, 1980).

4. La polyphénol oxydase

4.1. Historique et perspectives sur la polyphénol oxydase

La polyphénol oxydase a été découverte pour la premicre fois en 1856 par Schoenbein dans le
champignon Boletus luciferus. 1l a noté¢ quel ’extrait de ce champignon catalyse l'oxydation en
aérobie de certains composés en formant un pigment bleu dans les plantes (  Whitaker, 1995 ;
Zawistowski et al., 1991 ; Vamos-Vigyaz 6, 1981).

La polyphénol était également la premiére enzyme connue pour son aptitude a catalyser
I’incorporation de l'oxygéne moléculaire & une molécule organique (phénolique). Des recherches
considérables ont ét¢ publiées sur I'enzyme depuis lors  (Zawistowski et al., 1991 ; Robb, 1984 ;
Escribano et al., 1989). Bien que la polyphénol oxydase ait ét¢ découverte et purifiéeily  ’a bien
longtemps ( Keilin et Mann, 1938 ; Schoenbein, 1856 ), ¢’est tout récemment qu'une image claire de
cette enzyme a commence a €émerger ( Jolivetet al., 1998).

4.2. Définition, classification et nomenclature de la polyphenol oxydase

4.2.1. Définition
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Le terme tyrosinase est habituellement adopté pour les enzymes d  ’origine animale et humaine, et
se rapporte au substrat ‘typique ’, tyrosine qui était le premier substrat expérimental. La ployphénol
oxydase est peut-Etre la dénomination générale la plus appropriée, et sera employée sous | ’acronyme
PPO dans ce présent travail ( Dawson et Magee , 1955 ; Rescigno et al., 2002).

4.2.2. Classification

L’enzyme PPO est une oxygénase oxydoréductase ( Papa et al., 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 1'Union Internationale de la Biochimie (IUB) a mis a jour la
nomenclature et a placé la polyphénol oxydase 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 EC 1.10.3.2 o-diphénol : O , oxydoréductase. Cette classification différencie
seulement les deux activités crésolase et catécholase, de la méme enzyme (  Mayer, 1987 ;
Zawistowski et al., 1991).

De nos jours, on accepte généralement que la PPO (PPO: monophénol,
dihydroxy-L-phénylalanine: oxygene oxydoréductase ; EC 1.14.18.1) est I'enzyme qui catalyse deux
réactions différentes en présence d'oxygene moléculaire: Thydroxylation des monophénols en
o-diphénols (activité monophénolase, crésolase ou hydroxylase) et I'oxydation des o-diphénols aux
o-quinones (activité diphénolase, catécholase ou oxydase) (  Cho et Ahn, 1999 ).

4.3. Caractéristiques réactionnelles et structurales des PPOs

4.3.1. Caractéristiques réactionnelles
Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent 1 ’hydroxylation des monophénols en
o-diphénols. Cette enzyme est appelée. Cette enzyme est également appelée crésolase en raison de sa
capacité a utiliser le crésol comme substrat ( Varoquaux , 1978).

Activité o-diphénoloxydase (EC 1.10.3.1)

L’oxydation des substrats o-diphénoliques en o-quinones en présence d ’oxygene est catalysée par
l’activité o-diphénoloxydase également appelée catécholase ou catécholoxydase (  Burton, 199 4 ;
Thomas, P and Janave, 1986 ).

Un résumé des deux activités de la PPO est présenté dans la Figure (4).

Figure 4 : Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphénol oxydases

(Claus et Decker, 2006
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4.3.2 Caractéristiques structurales
4.3.2.1 Architecture moléculaire globale

La structure cristallographique de laPPOn  ’a pas été€ élucidée. Cependant, on peut supposer que
la PPO, I’hémocyanine d ’arthropode ou de mollusque et la catéchol oxydase de patate douce
possedent des sites actifs de structures comparables ( Claus et Decker , 2006 ; Siegbahn, 2003). En
effet Elles possedent des propriétés spectroscopiques et chimiques comparables.

Himmelwright et al. (1980) et Garcia-Borron et Solano (2002) décrivent le site actif de la PPO
comme une sphére hydrophile délimitée par 4 hélices o contenant 6 résidus imidazole. Cette sphere
hydrophile est située dans une poche hydrophobe formée par des résidus  aromatiques.) . Seule, la
structure cristalline de la PPO de patate douce (  I[pomoea batatas) sous sa forme active a  était résolue
(Klabunde et al., 1998).

4.3.2.2 Le site actif

La PPO est une métalloenzyme 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 est trouvé également chezl  ’hémocyanine, la laccase, | ’ascorbate oxydase et la
céruloplasmine ( Mayer et Harel, 1991 ; Turner, 1974).

La structure secondaire de la PPO est principalement  o- hélicoidale et le coeur de 1 ’enzyme est
constitu¢ de quatre hélices o (a2, a3, a6 et a7) (Figure 5) (Jolivetet 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 de cuivre et qui est entouré par les
hélices, al et a4, et de plusieurs coudes [. Deux ponts disulfures (Cys 11 —Cys 28 et Cys 27—Cys
89) aide a ancrer la région N-terminale riche en boucle (résidus 1  —50) a I’hélice a2. La paire du

cuivre (CuA et CuB) du site actif est coordonnée par trois résidus histidine fournis par les quatre

10
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hélices a. Le CuA est coordonné par 1 *His 88, His 109, et 1 "His 118. L "His 88 est situés au milieu de
I’hélice a2, tan disque 1 "His 109 et His 118 sont au début et au milieude1 ’hélice a3. Le second
cuivre, CuB, est coordonné par1 ’His 240, His 244 et 1 "His 274. Ces résidus d ’histidines sont
localisés aumilieu d ’hélices a6 et o7 (Klabunde et al., 1998). La paire de cuivre (CuA et CuB) est
le site de l'interaction de la PPO avec 1'oxygeéne moléculaire et ses substrats phénoliques ( Van Gelder
et al., 1997).

Figure 5: 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).

4.5. Source, localisation et role des PPOs

4.5.1. Source et localisation

Les PPOs sont largement distribuées dans la nature. Elles ont été trouvées dans une grande
variété d ’organismes vivants y compris les procaryotes, les végétaux supérieurs, les arthropodes, les
insectes, les amphibiens, les mammiferes et peut aussi tre trouvée dans 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. Elle
peut étre localisée dans les chloroplastes, les mitochondries, les microsomes, les peroxysomes, ou
dans le plasma cellulaire ( Zawistowski et al., 1991 ; Mayer et Harel , 1979). Les meilleures
préparations des PPOs sont issues a partir de  Streptomyces glaucescens et des mycetes
(Neurospora crassa et Agaricus bisporus) (Solomon et al., 2001). 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 supposé¢ qu ’elle est soluble dans le cytosol.

La distribution de la PPO dans les différentes parties des fruits et légumes peut étre
considérablement inégale et le rapport de 1 ’enzyme liée sur 1 ’enzyme soluble. FElle dépend de
l'espece, de 1°age, et -dans les fruits ou les Iégumes- de la maturit¢ ~ (Vamos-Vigyaz 6, 1981).

4.5.2. Role

11
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Depuis la découverte en 1895, la PPO reste une énigme physiologique ( Vaughn, et Duke , 1984).
Cependant, plusieurs hypotheses ont été€ proposé au sujet de sa fonction ( Thygesen et al., 1995 ;
Steffens e t al., 1998). Selon Walker et Ferrar (1995), la localisation spécifique de ses formes actives
laisse supposer que cette enzyme intervient directement dans la photosynthése 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 photosysteéme II dans la féve ( Vicia faba).

Dans les plantes, les PPOs jouent un role de résistance contre les infections microbiennes, virales
et contre les mauvaises conditions climatiques (  Martinez et Whitaker, 1995 ). Les mécanismes de
défense des végétaux impliquant les PPO sont cependant largement controversés ( Vaughn et al.,
1988 ; Mayer et Harel, 1991 ; Walker et Ferrar, 1998) et plusieurs hypothéses sont émises. Les
polyphénols, ont des propriétés anti-fongiques ( 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
anti-microbiennes, limitent la prolifération de 1 ’infection et 1 ’altération des tissus de la plante
(Zawistowski et al., 1991). Selon Craft et Audia (1962), ces barriéres de protection ont été
observées dans les patates douces, les carottes, les betteraves, les courges, les navets et les pommes
de terre.

La PPO est impliquée dans divers processus tels que la pigmentation des vertébrés et le
brunissement des fruits et des légumes ( Fenoll et al., 2004). Chez les insectes, la PPO est impliquée
dans la sclérotisation de I'exosquelette et dans la protection contre d'autres organismes par leur
encapsulation dans la mélanine. Chez les mammiferes, elle est responsable de la pigmentation de
peau (Whitaker, 1995).

La PPO peut induire des modifications anti-nutritive des protéines végétales pour en faire des
antinutritionnels décourageant les herbivores ou les microbes pathogeénes (Steffens et al., 1998). Par
son activit¢ hydroxylase, cette enzyme participe également dans la biosynthése des composés
phénoliques ( Vamos-Vigyaz 0, 1981; Vaughn et Duke, 1984 ; Zawistowskiet al., 1991).

L’activité PPO joue aussi un role important dans la qualité des produits alimentaires (Mayer et
Harel, 1991). Elle est essentielle pour la coloration bénéfique de nos nourritures, telles que les
prunes, les raisins noires et le thé ( Whitaker et Lee, 1995 ).

4.6. Activité catécholase de la PPO

Le modele du mécanisme catalytique de 1 ’activité catécholase de la PPO est représenté dans la

Figure (6) ( Siegbahn, 2003 ; Lerch, 1995).

12
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L'activité¢ catécholase implique l'oxydation de deux o-diphénols

réduction concomitante de 4e

en deux quinones avec la

-de l'oxygene moléculaire produisant deux molécules d'eau. Cette

activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol a la forme met de 1'enzyme qui est suivie de la

réduction du faisceau bicuivrique menant a la formation du
d’o-quinone. Avec la fixation postérieure de 1

deuxieme o-diphénol est liée, réduisant le peroxyde et en produisant 1

deoxyPPO et au dégagement

“oxygene moléculaire, 1 oxyPPO est formée et une

’eau et la formation d ’une autre

o-quinone ( Janovitz-Klapp et al., 1989).
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Figure 6 : Schéma mécanistique de 1 ’activité catécholase de la PPO (Lerch, 1995 ;
1991).

Mayer et Harel,

4.7. Les méthodes de détermination de 1 ’activité PPO
La détermination de I'activité enzymatique de la PPO n'est pas aussi simple qu'elle peut apparaitre.
Un certain nombre de facteurs doivent étre pris en considération pendant la détermination de
0, 1981).

L'activité de la PPO peut étre déterminée en mesurant la vitesse de disparition du substrat, ou la

l'activité enzymatique afind ’éviter une surestimation ou des résultats faux (Vamos-Vigyaz
vitesse de formation du produit. Il est nécessaire de limiter la mesure a la phase initiale de la réaction
afin d¢éviter | ’inactivation de I ’enzyme par le produit de la réaction (o-quinone), la diminution du la

concentration du substrat, et la polymérisation du produits (Vamos-Vigyaz 0, 1981).

13
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La vitesse de disparition du substrat peut étre mesurer par l'absorptionde Il  ’oxygéne dissout, par
la technique de Warburg ou par polarographie a1 ’aide d’une électrode a oxygene (Vamos-Vigyaz o,
1981 ; Mayer et Harel, 1991 ; Gauillard et al., 1993 ; Naish-Byfield et Riley, 1992).

La vitesse de formation de produit peut étre déterminée par méthode spectrophotométrique en
mesurant la densité optique des composés colorés (o-quinones) formés a partir des substrats. Cette
méthode est la plus utilisée pour mesurer l'activité diphénolase de la PPO (Vamos-Vigyaz 0, 1981).

4.8. Les substrats de la PPO

Les deux activités de la PPO, monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase (catécholase)
peuvent catalysées une grande variété des substrats (Whitaker, 1995). La PPO présente différentes
affinités vis-a-vis du méme substrat selon la source de son obtention (I~ ’espece, le genre, le cultivar,
ou également le tissus) (Zawistowskiet  al., 1991).

Le substrat phénolique le plus simple de la PPO est le catéchol puisqu il possede la structure de
base des o-dihydroxyphénol, mais ceci ne signifie plus qu  ’il s agissait d *un meilleur substrat pour
I’enzyme. Toute substitution sur le cycle aromatique (position et la nature du substituant) affecte la
vitesse de la réaction enzymatique (Whitaker, 1995).

5. Effet du pH et de température sur I'activité PPO

Le pH optimal de la 1 ’activité enzymatique de la PPO varie avec la source de 1  ’enzyme et en
grande partie avec le substrat. Pour la plupart des PPOs étudiées il est compris entre pH 4 et 8
(Mayer et Harel, 1979). Plusieurs paramétres affectent cette valeur : (1) le type de tampon ; (2) la
pureté de la préparation enzymatique et (3) le stade de maturité du fruit ou du végétal ( Kuby,
1991).

6. Les effecteurs de la PPO

6.1. Les activateurs

La PPO peut étre activée, par choc acide ou basique, par l'urée, par les détergents anioniques, tel
que le sodium dodécyl sulfate (SDS), les acides gras, les alcools, le choc acide et les protéases ( Seo
et al., 2003 ; Espin et al., 2002 ; Gandia-Herrero et al., 2005)

6.2. Les inhibiteurs naturels

Un certain nombre d'inhibiteur des sources naturelles et synthétiques de la tyrosinase ont été
identifiés. Beaucoup auteurs utilisent la terminologie "inhibiteur de la tyrosinase" pour faire allusion
aux inhibiteurs de la mélanogénése, dont l'action réside principalement dans la formation de
mélanine, indépendamment d'une interaction directe de l'mhibiteur avec l'enzyme.

Les résultats expérimentaux de 1"inhibition de I'activité tyrosinase peuvent étre expliqués par I'un des

mécanismes suivants :
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1) Les agents réducteurs provoquant la réduction de I'o-dopaquinone comme 1'acide ascorbique
sont utilisés comme des inhibiteurs de la mélanogénése pour leurs capacit¢é de convertir

l'o-dopaquinone en dopamine, et d'empécher ainsi la formation de la dopachrome et de la mélanine.

2) Les piégeurs de l'o-dopaquinone comme les composés contenant une fonction thiol, bien
connus comme inhibiteurs de la mélanogénese et réagissent avec la dopaquinone pour former des
produits incolores. Pour cette raison le processus de la mélanogénése est ralentit jusqu'a la
consommation totale des piégeurs, et il reprend sa vitesse initiale.

3) Lorsque des composés phénoliques présentent une forte affinité pour I'enzyme, la formation de
la dopachrome est empéchée, et ils pourraient étre classifiés d'une maniére erronée comme des
inhibiteurs.

4) Les inactivateurs non spécifiques des enzymes tels que les acides ou les bases, dénaturent
non-spécifiquement I'enzyme, et empéchant de ce fait son activité.

5) Les composés qui peuvent étre catalysés par la tyrosinase forment parfois des liaisons
covalentes avec les acides aminés du site actif, et inactivent irréversiblement 1'enzyme pendant le
cycle catalytique selon le mécanisme dit "substrat suicide".

6) Les inhibiteurs spécifiques de la tyrosinase se fixent reversiblement avec I'enzyme, et diminuant
ainsi son activité catalytique.

Parmi les six types de composés décrits ci-dessus, seulement les inactivateurs spécifiques de la
tyrosinase (5) et les inhibiteurs spécifiques (6) sont considérés comme "des vrais inhibiteurs" qui se

lies réellement a I'enzyme et empéchent son activité.

K,
E+S * ES —» E+P
+ +
I I
K Ti Competitive K, Tl Uncompetitive
K
EI 7 * ESI

Habituellement, les "vrais inhibiteurs" sont classés en quatre types, comprenant les inhibiteurs
compétitifs, les inhibiteurs incompétitif, les inhibiteurs de type mixte (compétitif/incompétitif) et les
inhibiteurs noncompétitifs (Figure 7).
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Un inhibiteur compétitif est une substance qui se lie avec I'enzyme libre d'une fagon a empécher la
fixation du substrat. L'inhibiteur compétitif peut étre un chélateur de cuivre, un analogue non
métabolisable, ou un dérivé du méme substrat. Par contre, un inhibiteur incompétitif se fixe
seulement sur le complexe enzyme-substrat. Un inhibiteur de type mixte se fixe non seulement sur
I'enzyme libre mais sur le complexe enzyme-substrat.

Pour la plus part des inhibiteurs mixtes, leurs constantes d'équilibre de fixation pour I'enzyme libre
et le complexe enzyme-substrat sont différentes. Cependant, un cas exceptionnel des inhibiteurs
mixtes sont les inhibiteurs non compétitifs, qui se fixent sur lenzyme libre et le complexe
enzyme-substrat avec les mémes constantes d'équilibre.

En plus du mécanisme d'inhibition, le pouvoir inhibiteur est un critere essentiel d'un inhibiteur. Le
pouvoir d'un inhibiteur est habituellement exprimé par la valeur IC 50, qui est la concentration d'un
inhibiteur requise pour diminuer l'activité¢ enzymatique par moiti¢ (Chang, 2009).

L'acide kojique est l'inhibiteur de la tyrosinase le plus largement étudié. C'est un métabolite
d'origine fongique couramment utilis¢é comme un agent de blanchiment de la peau et comme un
additif alimentaire pour la prévention du brunissement enzymatique (Chen et wei, 1991)

La tropolone et la L-mimosine sont considérées aussi comme des inhibiteurs puissant de l'activité

tyrosinase (Espin et Wichers, 1999 ; Cabanes et  al,. 1987) (Figure 8).

OH
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O
HO P N/\HLUH
= NH,

Figure 8: Structure chimique de1 ’acide kojique, la tropolone et la L-mimosine
(Chang, 2009).

En plus de ces inhibiteurs, un nombre élevé de nouveaux inhibiteurs, particulierement ceux
découverts durant les cinq derniéres années, parmi lesquels les polyphénols, les dérivés du

benzaldéhyde et de benzoate, et d'autres inhibiteurs naturels et synthétiques.

6.2.1 Les polyphénols

Les polyphénols représentent divers groupes de composés contenant des fonctions phénoliques
multiples et sont largement distribués dans la nature. Les polyphénols sont aussi un large groupe
d'inhibiteur de la tyrosinase jusqu'a présent.

Plusieurs polyphénols sont considérés comme des substrats de la tyrosinase. La présence et la
position d'un substituant supplémentaire au niveau de leurs structure peuvent les rendre comme étant
des inhibiteurs de I'enzyme.

Les flavonoides

Les flavonoides sont parmi les polyphénols les plus nombreux et les mieux étudiés. Ce sont
composés des noyaux pyrene et benzo- y-pyrone largement distribués dans les feuilles, 1'écorce, et les
feuilles des plantes. Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés jusqu'a présent. Ces composés
protégent les plantes contre le rayonnement UV, les agents pathogenes, et les herbivores (Harborne
et williams, 2000). Ce sont également responsables des couleurs rouge et bleu caractéristiques des
baies, des vins, et de certains légumes. Les flavonoides peuvent subdivisés en sept principaux
groupes, comprenant les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanols, les isoflavonoids, les

chalcones, et les catéchines.
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Différentes classe de flavonoides sont distinguées par les noyaux d'oxygene hétérocyclique, les
différentes positions du noyau B, et par les groupements hydroxyle, méthyle, isoprenoides, et
méthoxy distribués dans les différents motifs du noyau.

La structure des flavonoides est également en principe compatible avec les roles du substrat et des
inhibiteurs de la tyrosinase. Des études détaillées ont montré que quelques flavonoides sont ont en
faite des inhibiteurs plus efficaces. En plus des flavonoides, d'autres polyphénols, qui ont été
¢galement identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase, contiennent des stilbénes et des dérivés
de coumarine.

Les flavonols

Plusieurs flavonols ont été isolés a partir des plantes, et certains ont été identifiés comme des
inhibiteurs de la tyrosinase. Le mode d'inhibition des inhibiteurs de flavonol est habituellement une
inhibition compétitive pour loxydation de la L-dopamine par la tyrosinase et la partie
3-hydroxy-4-keto de la structure du flavonol a un role clé dans la chélation du cuivre (Kubo et
Kinst-Hori, 1999 ;Kubo et al,. 2000)

En terme de pouvoir inhibiteur, les inhibiteurs flavonol decouverts sont classés comme suit : la
quercétine (5, 7,3 ’,4’-tétrahydroxyflavonol) > myricétine (5, 7,3 ’°,4°,5 -pentahydroxy-flavonol) >
kaempferol (5, 7,4 ’-trihydroxyflavonol) > galangine (5,7-dihydroxyflavonol) >> morine, buddlenoide
A, buddlenoide B (Xie et al,. 2003 ; Matsuda et al,. 1995)

Des tous les inhibiteurs de flavonol cités ci-dessus sont des inhibiteurs trés faibles; le flavonol le
plus actif est la quercétine (Figure 9), a montré seulement 20% du pouvoir inhibiteur de l'acide
kojique vis-a-vis de l'activité diphénolase de la tyrosinase de champignon. Par conséquent, il est
¢vident que ces inhibiteurs de flavonol aient un faible potentiel dans les applications du blanchiment
de la peau ou contre le brunissement des aliments.

Les flavones, flavanones, et les flavanols
Les épluchures de citron comme sous-produit contiennent une large quantité de flavonoides. Certains
des flavonoides ont été identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase, comprenant la nobilétine
(5,6,7,8,3' 4'-héxaméthoxyflavone), la naringine (5,7,4'-trihydroxyflavanone), et la neohesperidine
(5,7,3"-trthydroxy-4'-methoxyflavone). Cependant, le pouvoir inhibiteur de ces trois inhibiteurs c'est
avéré moins actif vers la tyrosinase de champignon par rapport a I'acide kojique (Zhang et al,. 2007 ;
Itoh et al,. 2009)

Bien qu'aucun inhibiteur puissant de la tyrosinase a été isolé a partir des agrumes jusqu'a présent,
I'extrait éthanolique du citron posséde un effet inhibiteur sur la mélanogénése dans les mélanocytes.

L'activité inhibitrice sur la mélanogénése de l'extrait brut du citron a été trouvée pour étre

principalement due a l'activité antioxydante de la neohesperidin du citron.
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En plus des extraits de citron, les extraits de I'espéce de Morus, qui a été bien connue comme une
plante riche en polyphénol et utilisée comme un agent thérapeutique naturel non-toxique, et posséde
aussi un large potentiel d'application comme agent de blanchiment de la peau due aux nombreux
inhibiteurs puissants de la tyrosinase isolés a partir des différents parties de la plante.

Mulberroside F (moracine M-6,3'-di-O- B-glucopyranoside) purifié a partir des feuilles de la plante
a montré une activité anti-diphénolase de la tyrosinase de champignon pour étre 4.5-fois plus élevée
que l'acide kojique et exerce un effet inhibiteur sur la formation de la mélanine dans les mélanocytes
(Lee et al,. 2002).

Norartocarpetine (5,7, 2 °,4’-tetrahydroxyflavone, (Figure 9)), isol¢ a partir des écorces de tige
des plantes, est 10.4-fois plus actif que l'acide kojique contre l'activit¢ monophénolase de la

tyrosinase de champignon avec un type d'inhibition compétitifK ;= 1.35 uM) (Ryuet al,. 2008).

Le flavone a été également démontré pour étre un inhibiteur a fixation lente juste comme la
tropolone et l'acide kojique. En plus des feuilles et des tiges de la plante, les racines de I'espéce
Morus se sont également avérées pour contenir beaucoup d'inhibiteurs trés puissants de la tyrosinase,
tel que loxyrésveratrol (Shin et al,.1998), la norartocarpetine, et streppogénine (5,
7,2’ 4’-tétrahydroxy-flavavone, (Figure 6)) (Jeong et  al,. 2009).

Un autre flavanol, le taxifoline (5, 7,3 ’,4’-tétrahydroxyflavanol, (Figure 9)) du germe de ~ Polygonum
hydropiper a une activit¢ inhibitrice équivalente de l'acide kojique vis-a-vis de lactivité
monophénolase de la tyrosinase de champignon (Miyazawa et Tamura, 2007)

En plus des flavonoides monomériques, un dimere flavone-flavanone a été isolé a partir des
plantes de littorale, Garcinia subelliptica , et a été révélé d'étre 3.6-fois plus actif que 'acide kojique
contre I'activité monophénolase de la tyrosinase de champignon (Masuda et al,. 2005).

Isoflavonoides

Les extraits des racines et des graines des espéces de  Glycyrrhiza (Leguminoseae) ont été
longtemps considérés comme une source des agents de blanchiment de la peau dans les pays de l'est
asiatique. L'activité inhibitrice de la mélanogénése par les extraits proviennent principalement des
isoflavonoides des plantes. Deux isoflavanes ont été purifiés a partir des racines de plante et ont été
identifiée en tant qu'inhibiteurs puissant de la tyrosinase. La glabridine (Figure 6) a été initialement
identifi¢ comme un inhibiteur d'une activité 15-fois supérieure que l'activité de I'acide kojique et
possede une activité de dépigmentation élevée que l'arbutine (Yokotaet  al,. 1998).

Chalcones
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Les chalcones se composent de deux noyaux aromatiques de configuration trans, séparées par
trois atomes de carbone, parmi lesquels deux sont reliées par une double liaison et le troisiéme est
un groupement carbonyle. Certaines chalcones prénylées naturelles ont montrées une activité
inhibitrice puissante de la tyrosinase.

Le licuraside, l'isoliquiritine, et le licochalcone A sont trois dérivés des chalcones (Figure 9). Ces
derniers ont été isolés a partir des racines de l'espéce de  Glycyrrhiza, présentent une inhibition
compétitive de 1'activité monophénolase de la tyrosinase de champignon. Les chalcones naturelles
citées ci-dessus, i semble que la partie 4-résorcinol (groupement 24-dihydroxyle du noyau
aromatique) dans la structure de chalcone est le substituant clé responsable de l'effet inhibiteur
puissant chang, 2009).

Stilbénes

Le stilbéne est constitué d'une double liaison éthéne substituée par un noyau benzyle sur les deux
atomes de carbone de la double liaison. L'oxyrésveratrol (2, 4,3 ’,5’-tétrahydroxy-trans-stilbéne,
(Figure 9), qui a été initialement isolé a partir de Morus alba, aune activité inhibitrice puissante
32-fois supérieure que l'acide kojique (Shinet  a/,. 1998). 1l agit comme un inhibiteur noncompétitf
sur l'activité monophénolase et diphénolase de la tyrosinase de champignon. L'oxyrésveratrol réduit
¢galement la pigmentation des mélanocytes.

En plus d *oxyrésveratrol, trois hydroxystilbénes; la chloroporine, le gnétol, et le piceatannol, ont
été également purifiés et identifiés comme des inhibiteurs efficaces de la tyrosinase (Figure 6).

Récemment, le piceatannol des raisins et du vin rouge, a montré une activité anti-monophénolase
32.7-fois supérieure que l'acide kojique (Yokozawaet al,. 2007).

Les coumarines

Les coumarines sont des lactones d'acide du phénylpropanoide avec un noyau H-bénzopyranone.
L'aloesine est le chef de fil de coumarines inhibitrices de la tyrosinase  (Figure 9). C'est un
glucoside naturel d'hydroxycoumarine isol¢ a partird'  Aloe vera. L'aloesine a été récemment employ¢é
en cosmétique pour le traitement de la peau (Jones et al,. 2002 ; Choi et al,. 2002).

6.2.2 Les dérivés d'aldéhyde benzoique et de benzoate

Un grand nombre de dérivés d'aldéhyde benzoique et de benzoate ont été isolés a partir des
plantes et identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase, comprenant l'acide benzoique, 1'aldéhyde
benzoique, l'acide anisique, I'anisaldéhyde, I'acide cinnamique, et I'acide méthoxycinnamique a partir
des racines Pulsatilla cernua (Lee, 2002), les benzaldéhydes 4-substitués a partir du cumin (Jiménez
et al,. 2001), le 2-hydroxy-4-méthoxybenzaldéhyde des racines de  Mondia whitei (Kubo et

Kinst-Hori, 1999), I'acide p-coumarique des feuilles de Panax ginseng (Lim et al,. 1999), les dérivés
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d'hydroxycinnamoyl des grains du café vert (Iwaiet  al,. 2004), et I'acide vanillique et ses dérivés a
partirdusonderiznoir  (Miyazawaet al,. 2003). Le groupement aldéhyde est connu pour réagir
avec les groupements nucléophiles biologiquement importants tels que les groupements sulthydryle,

amine, et hydroxyle.

6.3 D'autres inhibiteurs naturels et synthétiques
6.3.1 D'autres inhibiteurs a partir des sources naturelles
Des anthraquinones de différentes sources végétales ont été largement utilisées depuis I'antiquité
pour leurs propriétés laxatives et cathartiques. En outre, cette classe de composés a montré une
grande variété d'activité pharmacologique, tel que les activités anti-inflammatoire, curative des
blessures, analgésique, antipyrétique, antimicrobiennes, et des activités antitumorales. Récemment,
une anthraquinone, la physcione (1,8-dihydroxy-2-méthoxy-3-méthylanthraquinone, (Figure 9)), s'est
avérée pour montrer une activité inhibitrice de la tyrosinase similaire a 1'acide kojique (Leu et al,
2008).
6.3.2 D'autres inhibiteurs a partir des sources synthétiques
Pour les petites molécules, il est plus facile de leurs concevoir des modéles structuraux par des
méthodes chimiques de synthése. L'amélioration de l'activité inhibitrice d'un inhibiteur de la
tyrosinase connu est possible grace au changement approprié des groupements substitués.
N-Phénylthiourée (Figure 9) est un inhibiteur bien connu pour l'activité diphénolase de l'enzyme
qui appartient au groupe des protéines a cuivre type-3. Quelques composés phényle et de diphényle
simples ont été également synthétisés et identifiés en tant qu'inhibiteurs puissant de la tyrosinase
(Chang, 2009)
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Quercétine Norartocarpétine Streppogénine

Taxifoline Glabridine Licochalcone A
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R1 =R3=0H, R2= R4=H : Oxyrésveratrol
R1 =R4=0H, R2= R3=H : Gnétol
R1 =R4=H, R2= R3=0H : Piceatannol

N\[rNHR
R1
Rt O OH
PeS S
R3
R4 O
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Physcione N-Phénylthiourée

Figure 9: Les structures chimiques de quelques inhibiteurs naturels et synthétiques de la tyrosinase
(Chang, 2009).
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1. Matériels
1.1 Matériel biologique

La datte (Deglet-Nour) utilisée dans notre étude a été achetée a maturité du marché local de la

Wilaya de Laghouat. Les dattes sont utilisées comme une source de la polyphénol oxydase (PPO)

(Photo, 6).

Photo 1: Les dattes Deglet-Nour d ’Algérie ( Pheenix dactylifera L.).

1.2 Produits chimiques

Le catéchol et | ’acide cafféique sont fournis par Fluka. Tous les autres produits chimiques et
réactifs utilisés dans cette é¢tude sontd ’un grade analytique.
2. Méthodes

2.1 Préparation de 1 ’extrait brut de la PPO

La PPO a était isolée a partir des dattes de la variété « Deglet-Nour» selon le protocole
d’extraction publi¢ par Hasegawa et Maier (1980).

Les dattes sont lavées avec 1 ’eau distillée et séchées al ’air libre est dénoyauter. 150 g de chair de

dattes préalablement refroidie a -10°C sont découpés et homogénéisés pendant 2 min a | "aide d’un
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mixeur (Waming Commercial Blender 800 EG, Model BB 90E) dans 250 ml d  ’une solution
d’extraction composée d ’acétone préalablement refroidie. Le broyat est ensuite filtré a travers quatre
couches de gaze (4 compresses).Le filtrat ainsi obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000 tr/min

dans une centrifugeuse (Sigma Fischer Bioblock Scientific). Le surnageant récupéré de couleur
jaunatre, représente | ’extrait brut de la PPO qui est divisé dans des tubes Eppendroph de 2 ml qui
seront conservés a -10°C (Figure 10). ajout du poly(vinyl)polypyrrolidone (PVPP) dans la solution
d’extraction de |1 ’enzyme pour plus clarifier | ’extrait enzymatique.

Photo 2 : Un tube Eppendrof de 2mL contenant 1 ’extrait enzymatique brutd ’une couleur jaune.

2.2 Dosage des protéines par la méthode de Lowry

Afin de pouvoir établir le tableau de purification et de déterminer le taux et le rendement de
purification au cours des étapes d ’extraction et de purification des activités enzymatiques, la quantité
de protéines contenue dans chaque extrait enzymatique est dosée selon la méthode de Lowry et al.
(1951). Les concentrations protéiques ont été calculées par interpolation linéaire, a partir d ‘une
gamme ¢talon contenant de 1 ’albumine sérique bovine.

2.2.1 Principe de la méthode

Le groupe phénolique des résidus tyrosine d ’une protéine, produit une couleur bleu- pourpre,
avec un maximum d ’absorption dans la région de longueur d ’onde 660 nm avec le réactif de
Folin-Ciocalteau (a base de tungstate de sodium, molybdate et phosphate). La méthode est sensible a
moins de 10 pg/ml et elle est certainement la méthode de dosage des protéines la plus répandue, bien
qu’elle soit seulement relative. Le principe de cette méthode, est la production d ’ions cuivreux qui
réduisent le réactif de Folin-Ciocalteau (Wilson et Walker, 1996).

L’addition au réactif d ’une certaine quantit¢ de cuivre (méthode de Lowry), augmente

considérablement la sensibilité¢ de la méthode (100 fois plus sensible que la réaction de Biuret). Cette
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méthode, ne présente d ’intérét que pour un travail semi-quantitatif appliqué a des protéines en
solution dilu¢e (Métais., 1979).
2.2.2 Mode opératoire
Au temps (tp (), dans des tubes a essais on ajoute 20 pl d ’échantillon a doser, dilué 6 fois dans de
’eau distillée a 0.5 ml de réactif (A) (Annexe 1).

On mélange les tubes au vortex et on laisse incuber 10 minutes a température ambiante.

Au temps (tp (+10 min), on ajoute 2 ml de réactif (B) (Annexe 1) dans chaque tube. Les tubes
sont placés au bain-marie réglé a 50°C pendant 5 minutes puis refroidis rapidement sous 1 “eau froide.
La lecture de la densité optique est effectuée a 650 nm contre un blanc réactif. Une courbe
d'étalonnage, établie a partir de diverses dilutions d'une solutionméred  ’albumine sérique bovine a 1

g/, permet de déterminer la concentration en protéines Figure (11).
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2.3 Mesure de Pactivité de PPO
2.3.1 Mesure de P’activité catécholase

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 al ’aide
d’un spectrophotometr e (Thermo Scientific HeAIOS y) en pr  ésence oxygéne/aire (Fan et Flurkey,
2004 ; Espin et al., 1995). 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 8 40 mM. Laréactiond  ’oxydation est déclenchée
par 1’ajout de 30 ul d ’enzyme. La variation de 1 ’absorbance est enregistrée toutes les 10 secondes
pendant deux minutes apres 1 ’ajout de 1 ’extrait enzymatique.

La vitesse initiale ( v,) représente la pente de la partie linéaire de la courbe de 1  ’absorbance en
fonction du temps ~ Figure (12) (Unal, 2007).

Une unit¢ internationale (1 UI) est définie comme la quantité d ’enzyme qui forme 1 pmole
d’o-benzoquinone par minute (Zheng et al., 2004; Erat et al., 2005 ; Gawlik-Dziki et al., 2007;
Kumar et al., 2008).

L’activité volumique de la PPO est calculée a partir de la formule suivante :
Al apsseac Yxe0

V.
X —= % 103

AV ety = N v
E(cm_'.;'d'_i} E

Avec:

A apsiec)  pente de la courbe de 1 *absorbance en fonction du temps ;
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Ecem! i) coefficientd ’extinction molaire de I ’o-benzoquinone ( € = 1630 M-l.cm™!) ;

Vg (ml) : volume du milieu réactionnel (1 ml) ;

Vi (ml) : volume de 1l enzyme (0.03 ml).
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Figure 11: Exemple de détermination de la vitesse initiale d  ’oxydation du catéchol par la PPO
(catéchol a 80 mM, volume de 1 “extrait enzymatique 20 pl (extrait brut), tampon acétate de sodium

0.1 M-pH 5.6, température 30°C, volume du milieu réactionnel 1 ml).
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L activité spécifique est calculée selon1 ’equation suivante :
AV

Proteines]|

_ JSml)
AS (y1jmg) = [

(mgfml)
Toutes les expériences ont été réalisées trois fois et leurs valeurs moyennes ont été représentées.

2.4 Effet du pH

L’activité catécholase de | ’extrait brut de la PPO de datte Deglet nour est mesurée a 30°C dans
les intervalles de pH 3.6-8. Les systémes tampons utilisés sont : le tampon acétate de sodium (0.05
M ; pH 3.6-5.6) et le tampon phosphate de sodium (0.05 M ; pH 5.8-8). Le catéchol a 40 mM est
utilis€ comme substrat. Les activités enzymatiques mesurées aux pH supérieurs a 7 on été corrigées a
cause de | "autoxydation du catéchol en  o-benzoquinone en milieu alcalin (Palmer, 1963).

2.5 Effet de la température

L’activité résiduelle de la PPO (A ) a ét¢€ évaluée apres incubation des tubes a hémolyse de 1 mm
d’épaisseur, contenant 1 mld ’extrait enzymatique brut pendant 10 minutes dans un bain marie réglé
a différentes températures comprises entre 30 et 90°C.

Apres chauffage, les échantillons sont refroidis rapidement dans l'eau glacée et l'activité
enzymatique résiduelle est mesurée a pH 5.6 (tampon acétate de sodium 0.05 M) et a 30°C, en
présence de 80 mM de catéchol comme substrat.

Le pourcentage de I'activité résiduelle de la PPO est calculé par comparaison avec l'enzyme non

traité thermiquement (A ) (Dogan et al., 2005) selon 1 *équation suivante :

Activité enzymatique relative (%) = (::_r) * 100

)

Activité enzymatique relative (%) = (::—r) ¥ 100

o

Ou
A, : est 1 activité enzymatique initiale ;
A, :estl ’activité enzymatique résiduelleal ’instant 7.

Toutes les expériences ont été réalisées deux fois.

2.6 Effet de la concentration de 1 ’enzyme
L’effet de la concentration de | ’enzyme sur la vitesse d ’oxydation du catéchol (80 mM) a été

¢tudié par la mesure de la vitesse initiale pour des volumes croissants de 1 ’extrait brut de la PPO
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compris entre 5 et 70 pl. L ’activité catécholase a été mesurée a pH 5,6 (tampon acétate de sodium

0,05M). Toutes les expériences ont été réalisées deux fois et les valeurs moyennes ont été présentées.

2.7 Détermination des parameétres cinétiques (K ,, et V,,.,)

Pour la détermination de la constante de Michaelis-Menten (K ) et de la vitesse maximale
(Vmax), la vitesse initiale de | ’oxydation du catéchol par 1 ’extrait brut de la PPO de datte a était
mesurée a pH 5.6 (tampon acétate de sodium 0.05 M) et a 30°C ceci pour différentes concentrations
de catéchol comprises entre 4 a 160 mM.

Les valeurs de K , et V .« de 1a PPO, ont été estimées al ’aide des représentations graphiques de
Michaelis-Menten (v ¢ vs [s]) et de Lineweaver-Burk (1934) ([s]/v o vs [s]). Tous les essais
expérimentaux ont été répétés trois fois et les valeurs moyennes ont été représentées.

2.8 Etude cinétique de 1 effet de I’acide caféique sur 1 ’activité catécholase

2.8.1 Détermination de 1 ’ICs,

Pour déterminer la concentration d ’inhibiteur (1 ’acide salicylique) qui provoque une diminution de
Pactivité enzymatique de 50% (IC 5), Pactivité de la PPO a été mesurée a 30°C en absence et
présence de différentes concentrations de 1 ’acide caféique comprise entre 2.5 et 15 mM, ceci pour
une concentration constante du substrat (catéchol a 80 mM).

La valeur d ’ICsy a été déterminée a partir de la représentation du pourcentage de 1 ’activité
enzymatique résiduelle en fonction de la concentrationdel  ’inhibiteur (Chenet al., 1998).

Le pourcentage de 1 ’activité enzymatique résiduelle de la PPO est calculé par comparaison avec

activité de 1 *enzyme en absence d ’inhibiteur (A () (Dogan et al., 2005) selon | *équation suivante :

Al
AR (%) = (A—) %X 100
Avec : ’

A, : est ] ’activité diphénolase en absence d ’inhibiteur;
A : est ] activité diphénolase en présence d ’nhibiteur.

Toutes les expériences ont été réalisées deux fois.

2.8.2 Détermination du mécanisme cinétique d ’inhibition
Pour déterminer le mécanisme de la cinétique d  ’inhibition de 1 ’activité catécholase de la PPO des
dattes, 1 *activité enzymatique est mesurée en présence de 1 ’acide caféique a deux concentrations

constantes (5 et 10 mM) et a différentes concentration de catéchol comprises entre 40 a 80 mM.
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Les types d’inhibition ont ét¢ déterminés a partir de la représentation en double inverse de
Lineweaver-Burk de la vi tesse initiale en fonction de la concentration du substrat pour chaque
inhibiteur (Arslan et Dogan, 2005).

Le constante d ’inhibition (K ;) a été calculées a partir des graphes secondaires des parametres
cinétiques en fonction de la concentration d  ’inhibiteur, comme ¢ ’est décrit précédemment (Chen et
al., 1998). K, représentent les constantes de dissociation du complexe Enzyme-Inhibiteur (EI). La
constante d ’inhibition K ; est une mesure quantitative du pouvoir inhibiteur des inhibiteurs
réversibles.

2.9 Analyse des résultats expérimentaux

L’analyse des données cinétiques observées a été effectué par1 ’ajustement al ’aide des régressions
linéaires et des régressions non linéaires par 1 ’utilisation des programmes suivants: Excel®

(Microsoft Excel 97-2003) et SigmaPlot 2011 (Systat Software, Inc., Windows Version 12.0).
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1. Determination des conditions optimales de la mesure dédctivité catécholase

1.1 Extraction de la PPO de Deglet Nour (  Pheenix dactyliferal..)

Le procédé d’extraction de la PPO a partir des dattes decrit par Benchrair et Benchrair (2010)
est simple a mettre en ceuvre, rapide et a permis d  ’obtenir un extrait brut de couleur jaunatred  ’une
activité PPO élévée. L ’ajout du poly(vinyl)polypyrrolidone (PVPP) dans la solutiond ~ ’extraction de
I’enzyme a pour but de clarifier | ’extrait enzymatique et de stabiliser sa couleur en éliminant les
substrats phénoliques endogénes qui peuvent étre oxydés parl  ’enzyme en o-quinones provoquant
ainsi | *inactivation de la PPO (Fang et al., 2007).

Les activités volumique et spécifique ainsi calculées sont respecetivement, 18.6 +1.1 Ul/ml et
6.7£0.4 Ul/mg.

1.2 Effet de la concentration de 1 ’enzyme

Afin de déterminer les paramétres cinétiques de la PPO de datte « Deglet nour» dans les
conditions Michaeliennes, il était nécessaire de déterminer au préalable la concentration en enzyme
qui permet d ’obtenir une réponse linéaire de la vitesse initiale en fonction de la concentration de
I’enzyme. Dans ces conditions, la vitesse de réaction dépend uniquement de la concentration en
substrat. L ’oxydation a été réalisée avec une concentration saturante en catéchol, soit 80 mM de
volume réactionnel et différents volumes d ~ ’extrait enzymatique allant de 0 a 135 pg/ml de volume
réactionnel. Nos résultats sont en accords avec ceux trouvés par Bechrair et Bechrair (2010).

La Figure 13 représente | ’évolution de la vitesse initiale de la réactiond  ’oxydation de catéchol
par la PPO brute de datte Deglet nour en fonction de la concentrationdel  ’enzyme.

Dans cette expérience, le volume de 30 ul d ’extrait enzymatique est convenable pour que la

cinétique soit du premier ordre et donc pour la détermination des paramétres cinétiques de la PPO.
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Figure 13: Vitesse initiale d ’oxydation du catéchol en fonction de la concentration de la PPO de

datte Deglet nous ( Phoenix dactylifera L.). Le milieu réactionnel (1 ml) contient 80 mM de catéchol

dans 0.05 M de tampon acétate de sodium a pH 5.6.

1.3 Détermination des paramétres cinétiques de 1 ’activité catécholase

Les paramétres cinétiques Km et Vmax de la PPO des dattes ont été estimés on mesurant

Pactivité catécholase a pH 5.6 (tampon acétate de sodium 0 .05 M) et a 30°C en présence de

differentes concentrations de catéchol comprises entre 5 et 160 mM. Les résultats expérimentaux

ont été ajustés a1 ’aide des équations linéaires et non-linéaire suivantes :

g = V?‘J‘IEI' [5}
" K, +I[s]

(Equation 1)
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L’équation (1) peut étre écrite sous la forme :

g g 0
= Ly (Equation 2)(Lineweaver — Burk, 1934)
wl} Vmﬂx [5] Vmax

Ou

v, est la vitesse initiale de la réaction (umol/l/min) ;
Vmax €st la vitesse maximale de la réaction (wmol/l/min) ;
S est la concentration de catéchol (mM) ;

K, est la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat (mM)ou constante de
Michaelis-Menten, mesure | ’affinité du substrat pour 1 ’enzyme, c'est-a-dire la stabilit¢ du complexe
ES (mM).

D’apres les valeurs du coefficient de corrélation linéaire (R 2), 1’ oxydation de catéchol par la PPO
brute de datte suit parfaitement le modele cinétique de Michaelis-Menten.

La Figure (14) montre que 1 ’activité catécholase augmente jusqu ’a 160 mM de catéchol au-dela
de laquelle la vitesse initiale reste relativement constante.

La constante de Michaelis-Menten (Km) mesure 1 ’affinité de 1 ’enzyme vis-a-vis du substrat, la
faible valeur de ce paramétre signifie que 1| ’enzyme a une forte affinité vis-a-vis de son substrat
(Siddig et al., 1992). D ’apres le Tableau (2) on remarque que 1 ’affinité de la PPO de Deglet nour
vis-a-vis du catéchol est relativement similaire par rapport a celles des PPOs de céléri, de raisin et de
pomme. Par contre les PPOs de champignon de Paris, de cerise, d ’artichaut et de datte de deux

variétés Barhee et Zahdi ont 1 ’affinité la plus élevée vis-a-vis de catéchol comme substrat.

Tableau 2: les valeurs de K , et pH optimal de la PPO obtenue a partir de différentes sources

végétales.
La source K, pH Référence
(mM) bibliographique

Dattes d ’Iraq :
Barhee 3.5-875 6 Sachde et al. (1989)
Zahdi 7
Célri (Apium graveolens L) 29 7 Aydemir et Akkanli (2005)
Pomme 34 Oktay et al. (1995)
Artichaut ( Cynara scolymus L.) 10.7 7 Dogan et al. (2005) .
Cerise (Malpighia glabra L) 52 7 Kumar et al. (2008)
Datte Deglet nour ( Phoenix 26.8 5.6 Notre étude
dactylifera L.)
Raisin ( Vitis vinifera L. cv. Emir) 25.1 4.2 Unal et Sener (2006)
Champignon de Paris ( Agaricus 0.40 7 Gouzi et Benmansour
bisporus) (2007)
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La PPO des dattes Deglet nour a une bonne aftinité vis-a-vis du catéchol par rapport aux PPOs
d’haricot (Glycine max L.) (K, =71 mM) (Nagai et Suzuki 2003), du choux de Chine ( Brassica
rapa L.) (K= 682.5 mM) (Nagai et al.,2001) et de la fleur de Rape (767 mM) (Sunet al., 2012).

Figure 14: Représentation de Michaelis-Menten de 1 ’effet de la concentration de substrat ~ sur la
vitesse initial d ’oxydation du catéchol par 1 ’extrait brut de la PPO Deglet Nour (  Pheenix dactylifera
L.)apH 5.6 (tampon acétate de sodium 50Mm) et a 30°C.

Figure 15: represntation de Linweaver-Burk en double inversée del ’effet de la concentration de
substrat sur la vitesse initial d ’oxydation du catéchol par 1 ’extrait brut de la PPO Deglet Nour
(Pheenix dactylifera L..) a pH 5.6 (tampon acétate de sodium 50Mm) et a 30°C.
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1.4 Stabilité thermique

Les résultats de | ’¢tude de la stabilité thermique de la PPO de datte Deglet nour, sont représentés
dans la Figure (16).
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Figure 16: Stabilit¢ thermique de la PPO de datte (Deglet nour ;  Phoenix dactylifera L.) apres 10
min de traitement thermique. Le milieu réactionnel contient 80 mM de catéchol dans 0.05 M de

tampon acétate de sodium a pH 5.6.

La représentation graphique de 1 ’activité catécholase résiduelle, exprimée en pourcentage de
Pactivit¢ enzymatique relative a 30°C pour les différentes températures testées, montre que
I’enzyme n ’est pas stable thermiquement a des températures supérieures a 40°C. De 40°C a 60°C,
activité enzymatique résiduelle diminue légerement (22%). Une inactivation rapide se produit a
entre 70 et 80°C. Cette baisse d ’activité enzymatique, selon Khatun et  al. (2001) ; Yemenicioglu
(2002) ; Dogan et al. (2005b) ; est due aux changements de la structure secondaire, tertiaire et
quaternaire de | ’enzyme, a la destruction de son site actif et aussi a la présence des formes multiples
d'enzyme de la PPO dont certai nes sont extrémement thermolabiles. 1l est également probable que le
chauffage doux, cause la dissociation de quelques formes oligoméres de la PPO vers des monomeéres

moins actifs (Yemenicioglu, 2002).

Les résultats de | ’étude de la stabilité thermique montrent que la PPO de datte Deglet nour est
une enzyme thermorésistante. Cette grande thermostabilité peut étre expliqué par la présence de
sucres.

La PPO des dattes Deglet Nour d ’Algérie est plus stable thermiquement que les PPOs des dattes
d’Iraque des variétés Barhee et Zahdi (Sachde et al., 1989), de datte Deglet nour d ’amérique
(Hasegawa et Maier, 1980), de champignon de paris ( Agaricus bisporus) (Gouzi et bennmansour,
2007) et de trufte ( Terfazia leonis) (Choucha et Zaroual, 2009).

1.5 Effet du pH

Le pH est parmi les facteurs qui influent sur 1~ ’activité des enzymes. L ’activité catécholase de la
PPO de date Deglet nour (  Phoenix dactylifera L.) est mesurée a différentes valeur de pH utilisant le
catéchol comme substrat. L ’enzyme est active dans la gamme de pH compris entre 3.6-8 et possede

une activité maximale a pH 5.6 avec une activit¢ maximale de moitie a pH 3.6 (Figure 17).
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Figure 17: Activité catécholase de la PPO de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) en fonction
du pH. Le milieu reactionnel (1 ml) contenant 40 mM de catéchol et 30 pul de 1 ’extrait enzymatique

est incubé a 30°C.

Au-dessous et au dessus du pH 5.6, son activité diminue rapidement. A pH 4 et 6.3 1 ’enzyme

perde environ 50% de son activité et elle est inactivée presque totalement a pH 8.
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Comme 1 ’indique le Tableau (3), la PPO de datte est plus active dans les conditions acides que
dans les conditions alacalines, ce qui est nettement différent par rapport a la plus part des PPOs qui
montrent une activit¢ PPO maximale dans le domaine de pH neutre ou proche de la neutralité. Le
comportement de la PPO de datte Deglet nour vis-a-vis du pH est similaire par rapport a celui des
PPOs des autres sources (Tableau 3).

L’activité faible de 1a PPO a pH 7.0 peut étre exploitée, le brunissement enzymatique des dattes
durant leur stockage ou leur transformation peut étre controlé par | ‘utilisation des solutions
neutres.

Le pH optimal de la PPO varie largement avec la source végétale mais généralement il est situé
dans la gamme de pH 4.0-8.0 (Mayer et Harel, 1979 ; Yoruk et Marshall, 2003). Il dépend de la
source de la PPO, de la nature du substrat phénolique utilisé, de la méthode d ’extraction, de la
température et de la méthode utilisée pour mesurer I ’activité enzymatique (Whitaker, 1994 ; Luh et
Phithalopol, 1972 ; Vamos-Vigyazo, 1981 ; Kolcuogluet  al., 2006).

Le type de tampon et la puret¢ de | ’enzyme affectent aussi la valeur du pH optimal
(Vamos-Vigyazo, 1981).

Tableau 3: Le pH optimal de la polyphénol oxydase de quelques fruits et légumes utilisant le

catéchol comme substrat.

Source de la PPO E]I;Itimal Reference bibliographique
Laitue ( Lactuca sativa var, capitata L.) 5.5 Gawlik-dziki et al. (2007)
Fraise (Fragaria ananassa) 5 Dalmadiet al. (2006)
Banane 6.5 Unal (2005)

Poire suvage ( Pyrus elaegrifolia) 6 Yerlitiirk et al. (2008)
Fleur de viol ( rape flower) 5.5 Sun et al. (2012)

Choux de Chine ( Brassica rapa L.) 5 Nagai et Suzuki. (2001)
Raisin dechaunac 6 Lee et al. (1983)

Datte (Zahdi et Barhee) 6.8 Sachde et al. (1989)

Datte Deglet nour (  Phoenix dactylifera L.) 5.6 Notre travail

2. Etude de Pinhibition de la PPO de datte Deglet nour par’hcide cafféique



Résultats et discussion

L’inhibition du brunissement enzymatique peut étre le résultat de (a) 1 “inactivation de la
catécholase, (b) de 1 *élimination del ’un des substrats de la réaction (O ,, polyphénols), et (c) de
I’action des inhibiteurs sur les produits de la réaction enzymatique pour empécher la formation des
produits colorés aprés des réactions secondaires (Dogan et al. 2007).

L’effet inhibiteur de 1 ’acide caffeique surl ’activité catécholase de la tyrosinase de dattes

D’aprés les résultats trouvés, 1 ’acide caffeique montre une forte inhibition de 1 ’activité
catécholase de la tyrosinase de la datte, provoquant 1 ’iactivation de 1 ’enzyme méme a des
moyennes concentrations. La présence de 1 ’acide caffeique dans le milieu réactionnel provoque une
augmentation de la phase de latence avant que la vitesse initialed ~ ’oxydation du substrat atteint 1 ’état
stationnaire.

2.1 Détermination de la valeur d ’ICs,

L’effet de différentes concentrations de 1 ’acide caffeique sur 1 ’oxydation du catéchol par la

tyrosinase de la datte ( pheenix dacitifera L) est étudié. La Figure (18) montre que 1 ’activité

tyrosinase diminue en fonction de la concentrationd  ’acide caffeique dans le milieu réactionnel.
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Figure (18): Effet de la concentration de 1 ’acide caffeique surl ’oxydation de catéchol de datte
Deglet nour. Les conditions d ’essai : 30°C, 1.0 ml de milieu réactionnel contient 0.05 M de tampon
acétate de sodium (pH 5.6), 80 mM de catéchol, et 30 ul de 1  ’extrait enzymatique,. Chaque valeur
représente la moyenne de deux essais.

La valeur d ’ICs, d’acide caffeique définie comme étant la concentration de ce composé pour
provoquer une diminution de 1 ’activité enzymatique initiale a 50 % ainsi calculée égale a 7,31 mM
(0,85).

2.2 Mécanisme cinétique d ’inhibition de 1 ’activité catécholase par 1’acide caféique

L’inhibition de 1 ’activité catécholase de la PPO des truffes par1  ’acide caféique a été étudiée. Les
résultats illustrés dans la Figure (19) montrent une série de courbes linéaires ayant le méme point
d’intersection sur 1 ’axe des abscisses (///S]) mais de différentes pentes, indiquant que 1 ’acide
caféique est un inhibiteur non compétitif. Cet inhibiteur provoque une diminution des valeurs

apparentes de V. et n’as aucun effet surle K, comme le montre les résultats indiqués dans le

Tableau (4).

1A/, (Abs/min)

-0,010 0005 0000 000 0010 0O1F 0020 0028 0,030
1{Catéchol] (mh)
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Figure (20) : Les graphiques de Lineweaver-Burk de 1 ’inhibition del ’activité catécholase de la

tyrosinase de la datte ( pheenix dacitifera .L) sur le catéchol parl ’acide caffeique. Concentrations de

’acide caffeique sont: 0 ( @), 5(0), et 10 ( ¥) mM. Chaque valeur représente la moyenne de deux

essais.

La valeur du coefficient de régression linéaire (R

sont parfaitement ajustées par1 ’équation d ’inhibition choisie.

2) indique bien que les données expérimentales

Tableau (4) : Les valeurs de K |, de K,,,, et de V ..« de 1’activité catécholase de la PPO de datteen

présence de 1’acide caféique.

. re I(I I(m Vmax 2
Acide caféique (mM) (mM) (mM) ) R
0 0,38+0,03
5 9,68+0,23 149+16,17 0,50+0,03 0.994
10 0,76+0,05
L’équation de Lineweaver-Burk pour] ’inhibition non compétitives ’écrit comme suit:

11
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o
fZ:—:I.-|-?*r

I
a:'l = _l_ u
KI_'-'-'
Ky =Kis
K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
Kjs : constante de dissociation du complexe ESI (mM) ;

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

Les constantes d ’équilibres de la fixationde 1 ’inhibiteur surl ’enzyme libre, K ;| ; et sur le complexe
(ES) ; K5 sont identiques, ces valeurs sont de 9.68 mM. Ce comportement cinétique montre que
’acide caféique peut se fixer sur 1 ’enzyme libre et également sur le complexe enzyme-substrat (ES)
(Figure 20). La présence d "un inhibiteur non compétitif dans le milieu réactionnel n "affecte pas la

fixation du substrat avec 1 ’enzyme libre mais affecte la fonction catalytique del  ’enzyme.

kl, S k2
E EeS —> E+ P
k.
Ki||1 Ki||1
ki', S
E°l EeSel
ki
Figure 20 : Schéma de type Michaelis-Menten de 1 ’inhibition non-compétitive (Dogan et

al. 2007).

L’inhibition de la PPO par 1 ’acide caffeique peut étre expliquée par son effet chélateur du site
actif de | ’enzyme, et aussi par son pouvoir acidulant en abaissant le pH du milieu réactionnel, ce qui
réduit 1 *activité de la PPO. Aux pH inférieurs a 4, la PPO a le plus souvent une activité faible due a

la perte du cuivre de son site actif.
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A I’heure actuelle, il y a un intérét substantiel dans 'utilisation des acides organiques tel que
l'acide caffeique avec d'autres inhibiteurs pour un meilleur controle de brunissement enzymatique
induit par la PPO. Par exemple, 1 ’association d'acide ascorbique avec l'acide caffeique est trouvée
plus efficace qu ’en présence d ’acide caffeique seul (Eskin ef al., 1971; Sapers 1993). Ceci est
probablement di a la capacité de réduire 1| ’o-quinones pour former des produits incolores stables
et/ou par | ’abaissement de pH du milieuet1 ’élimination de cuivre de site actifdel  ’enzyme.

Kang et al. (2009) ont trouvé que 1 ’acide caféique inhibe 1 ’activité catécholase de la PPO de
champignon de Paris ( Agaricus bisporus).

Loizzo et al. (2012) ont signalé que les dérivés del ’acide caféique sont des inhibiteurs puissants

de la PPO.
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Conclusion

La datte Deglet-Nour Pheenix dactylifera L. est un fiuit de grande valeur nutritionnelle est
commerciale. L "un des problémes les plus importants des dattes, ¢ ’est la réaction de brunissement
enzymatique causé principalement par la polyphénol oxydase (PPO).

Nos résultats ont montré que 1 ’extrait aqueux des dattes Deglet nour contient une activité
catécholase ¢élevée. Cette activité est optimale a pH relativementacide. L~ ’étude de la stabilite
thermique montre que la PPO des dattes est stable entre 40-50°C.

La cinétique d ’oxydation de catéchol par la PPO suit parfaitement le modele cinétique de
Michaelis-Menten. Les propriétés biochimiques de la PPO des dattes sont plus ou moins similaires
par rapport a ceux des PPOs isolées de plusieurs sources végétales.

L’application de | ’acide caféique comme un inhibiteur pour réduire le brunissem  ent des dattes est
ainsi rapportée pour la premiere fois.

L’acide caféique inhibe la PPO des dattes de maniére non compétitive en se fixant soit sur
I’enzyme libre ou sur le complexe enzyme-substrat.

L’acide caféique est un composé phénolique naturel non toxique qui pourrait etre donc utilisé
comme un agent de contrdle du brunissement enzymatique des dattes lors de leur stockage ou de
leur transformation.

Comme perspectives, il serait plus intéressant d  ’étudier | ’effet de 1 *acide caféque sur la PPO
isolée a partir d ’autres variétés de dattes et voir aussi son effet sur leurs propriétés

thermodynamiques.
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1) Composition du réactif Folin-Ciocalteau :

Le réactif de Folin-Ciocalteau comprend deux solutions ~ (A) et (B) qui sont préparés comme suit :

e Solution (A) : mettre dans 1 *ordre :

® (CuSO4 anhydre 005¢g
® Tartratede K+ 0,1g
® (Carbonate de Na* (Na,COs) 10g
e NaOH 2g
¢ FEaudistillée g.s.p. 100 ml
Chaque produit chimique est mis successivement en diluant a chaque fois avec de | “eau distillée,

jusqu'a un volume de 100 ml.

e Solution (B): (A préparer au dernier moment.)

- 0,5 ml de réactif de Folin dans 8,51 ’eau distillée.

Remarque : 11 faut adapter le volume total au nombre de tubes a doser.

2) Préparation de la Solution Tampon acétate : pH de 3.6 a 5,6

A : Solution d ’acide acétique 0,2 M (11,55 mL dans 1 L d ’eau distillée)
B : Solution d ’acétate de sodium 0,2 M (16,4 g de C ,H;0,Na ou 27,2 g de C,H;0,Na, 3 H,O dans
1 L d’eau distillée).
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Memory title : Study of the inhibition of polyphenol oxidase of Deglet Nour dates (phoenix dactylifera L.) by
caffeic acid.
Name: Kacem First name : Houssem eddine Directed by : Mr Gouzi Hicham

Abstract:
The aim of this present work is to study the inhibition of polyphenol oxidase (PPO) of Deglet Nour dates (  Phoenix
dactylifera L.) by caffeic acid. The PPO activity was measured by spectrophotometry at 410 nm, pH 5.6 and 30°C, using
catéchol as a substrate.
The kinetics of oxidation of catechol by PPO of the date of Deglet Nour perfectly follows the kinetic model of
Michaelis-Menten. The values of kinetic parameters were determined at pH 5.6 and 30 ° C. they are: Km =26 mM and
Vmax = 324 umol/l/min. The concentration of the enzyme influences on the initial rate of the oxidation of catechol. The
catecholase activity is optimal at pH 5.6 and 40 ° C. Caffeic acid is a reversible inhibitor of PPO dates and causes a
of caffeic acid estimated to be 7.3 mM. The Lineweaver-Burk spsignificant decrease in catecholase activity. The IC
representation indicates that caffeic acid is a non-competitive inhibitor of the PPO dates with a K | value equal to 9.7 mM.
Caffeic acid is a natural phenolic compound can be used to control enzymatic browning of dates during their storage or

their transformations.
Deglet-nour (Phoenix dactylifera L.), Polyphénol oxydase, catéchol, Inhibition, Caffeic acid, :: Keys words
browning.

inhibition de la Polyphénol oxydase des dattes Deglet-nour (Pheenix dactylifera L.) par ’Titre du mémeoire : Etude de 1
acide caféique.’l

Nom: Kacem Prénom: Houssem eddine Encadreur: M. Gouzi Hicham

Résumé :
inhibition de la polyphénol oxydase (PPO) des dattes Deglet-Nour ( Phoenix’Ce présent travail a pour objectif d'étudier |
activité de la PPO a été¢ mesurée par spectrophotométrie a 410 nm, a pH 5.6 et a 30°C,  ’dactylifera L.) par I'acide caf€ique. L
en présence de catéchol comme substrat.
oxydation du catéchol par la PPO de datte Deglet nour suit parfaitement le modéle cinétique de ’La cinétique d
= Michaelis-Menten. Les valeurs des paramétres cinétiques determinés a pH 5.6 et 8 30°C sont : K, =26 mM et V  max
activité catécholase’oxydation de catéchol. L ’enzyme influe sur la vitesse initiale de 1’324 pmol/l/min. La concentration de 1
acide caféique est un inhibiteur réversible de 1a PPO des dattes et provoque une diminution ’est optimale a pH 5.6 et a 40°C. L
de l'acide caféique estimée a 7.3 mM. La représentation de spactivité catécholase. La valeur d'IC ’significative de 1
Lineweaver-Burk indique que I'acide caféique est un inhibiteur non compétitif de la PPO des dattes avec une valeur de K
.égalea 9.7 mM
acide caféique est un composé phénolique naturel peu étre utilis€ pour le controle du brunissement 'L
enzymatique des dattes au cours de leur stockage ou leurs transformations.

Mots clés:. Deglet-nour (Phoenix dactylifera L.), Polyphénol oxydase, catéchol, Inhibition, Acide caféique,
Brunissement.
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