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Introduction

La datte et plus particulierement la variété Deglet Nour, est un fruit du palmier dattier
Pheenix dactylifera L. le plus exploité en Afrique méditerranéenne. Dans le sud Algérien,
les dattes constituent un aliment fondamental pour les musulmans durant toutes les saisons
et particulierement pendant le mois sacré de Ramadhan. La datte est une source riche en
glucides, en fibres alimentaires, en composés phénoliques, en vitamines et en
macroéléments faisant d’elle un aliment naturel nutritif pour ’humanité (Kulkarni et al.,

2008 ; Dowson et al., 1963).

L’un des problémes majeurs des dattes et leurs dérivés c’est les réactions de
brunissement enzymatique et non enzymatique qui se produisent durant le développement
des dattes, la récolte, traitement et le stockage (Al-Bekr, 1972 ; Hasegawa et Maier,
1980 ; Sachde et al., 1989). Ces réactions provoquent le plus souvent des pertes de la
qualité sensorielle, de la couleur et de la valeur nutritionnelle et économique des dattes. La
PPO est la principale enzyme responsable du brunissement des dattes. La prévention de
cette réaction constitue 1’un des principaux défis pour les scientifiques traitant de la

conservation des produits alimentaires (Matheis, 1987a, b).

Le brunissement enzymatique est provoqué principalement par I'activité polyphénol
oxydase (PPO; EC 1. 14. 18. 1) en présence de l'oxygéne moléculaire (Martinez et
Whitaker, 1995). La PPO est largement distribuée dans la nature et a été détectée dans la

plupart des fruits et légumes (Vamos-Vigyazé, 1981).

La PPO catalyse deux réactions bien distinctes : I'o-hydroxylation des monophénols en
o-diphénols (activité crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et ’oxydation des o-diphénols en o-
quinones (activité catécholase) (EC 1. 10. 3. 2) qui se polymérisent pour former un

colorant brun, rouge ou noir (Gouzi et Benmansour, 2007).

Plusieurs méthodes ont été proposées afin de résoudre le probléme de brunissement
enzymatique, parmi lesquelles 1’utilisation des composés chimiques de synthese. La
toxicité de ces composes chimiques limite leurs utilisations, par conséquent ce controle
chimique, n’est pas acceptable par les consommateurs et ne peut pas étre utilisé donc pour
contréler le brunissement dans les fruits et les végétaux intacts (Rapeanu et al., 2005 ;
Whitaker et Lee, 1995). Par conséquent, la recherche d’autres méthodes alternatives de

contréle du brunissement est nécessaire.
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Le traitement thermique est généralement considéré comme un moyen trés efficace pour
inactiver la PPO et par conséquent d’inhiber le brunissement enzymatique (Golan-
Goldhirsh et al., 1984 ; McEvily et al., 1992 ; Sapers, 1993). En générale, la PPO
n‘appartient pas au groupe des enzymes thermostables, l'incubation de I'enzyme a des
températures comprises entre 70 a 90°C, détruit son activité catalytique (Vamos-Vigyazo,
1981).

Le traitement thermique est responsable le plus souvent d’une perte de la qualité
nutritionnelle et sensorielle des fruits et des végétaux (Lund, 1977 ; Sapers, 1993 ;
Anthon et Barrett, 2002). Par conséquent, il est préférable d’effectuer le traitement
thermique a température élevée et pendant une courte durée suffisante pour inactiver
totalement la PPO (Awuah et al., 2007).

D’aprés nos connaissances peu de travaux qui ont été menés sur 1’inactivation
thermique de la PPO des dattes. Pour cela, I’objectif principal de notre travail est d’étudier
la cinétique d’inactivation de la PPO extraite de datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.)
et de déterminer les principaux parametres caractérisant ce processus d’inactivation. Une
analyse thermodynamique est entreprise afin de mieux comprendre le comportement
structural de 1’enzyme aprées son traitement thermique.

Ce mémoire a été organisé en différents parties décrivant les étapes successives de cette
étude.

La premiere partie concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur les
dattes, la polyphénol oxydase et sur le contrdle du brunissement enzymatique. Dans la
deuxiéme partie, nous décrirons les procédures expérimentales mises en jeu dans cette
étude. La troisieme partie est consacrée a une discussion des résultats expérimentaux
obtenus. Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la

voie a des études ultérieures sur la PPO des dattes, sont regroupées dans la derniere partie.
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I.1. 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 espece dioique, monocotylédone arborescente, appartenant a une

grande famille d’arbres a palmes et produit des dattes (Gilles., 2000 ; Mazoyer., 2002).

Il s’agit d’une herbe géante qui s’éléve a plus de 20 métres de haut : un stipe élance,
plutot qu’un vrai tronc, sans cerne de croissance, terminé par un unique bourgeon d’ou
émerge un panache de longues feuilles pennées de 5 a 6 métres de long. Il ne porte
jamais de branches : le long du stipe, on distingue les cicatrices foliaires, trace des
palmes seches. C’est seulement au bout de quatre a cinq ans, quand il fleurit et que les
spathes éclatent laissant apparaitre une grande quantité de fleurs, qu’on reconnait I’arbre
male de ’arbre femelle. Ses fruits les dattes, se présentent en énormes grappes, les
régimes, formés de trés nombreuses branchettes. En effet, il suffit d’un noyau semé
pour donner une pousse, mais de nombreux rejets vont envahir la base du stipe qu’il
faudra ensuite élaguer (Brac de la Perriére., 1995). L’entretien seul assure son allure
au dattier. L’intervention de I’homme s’avére indispensable & toutes les étapes de sa
croissance. C’est donc bien d’un arbre domestiqué qu’il s’agit (Benchelah et Maka.,

2006).
1.2. La datte

1.2.1. 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,
entouré de chair Figure (1). La partie comestible de la datte, dite chair ou pulpe, est
constituée d’un :
péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommeée 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 (1) et (2) (Espiard., 2002).
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Les dimensions de la datte sont treés variables, de 2 a 8 cm de longueur et d’un poids
de 2 & 8 grammes selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunatre au noir en
passant par les couleurs ambre, rouges, brunes plus ou moins foncées (Djerbi., 1994).

La chair et le noyau représentent environ 85 a 90% du poids total du fruit (Hussein et

al., 1998).
Noyau de profil et de dos
Coupe longitudinale d’une datte Coupe du noyau
Périanthe Microye

}
}
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Figure 1 : Datte et noyau du palmier dattier (Buelguedj., 2001).

Datte
entiére
Tissu
Tissu blanc
blanc
Noyau Tissu
pigmenté

Figure 2 : montre une coupe réelle au niveau de datte (Chibane., 2008).

1.2.2. 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
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stades d’évolution (Sawaya et al., 1983 ; Benchabane., 1996 ; Al-Shahib et

Marshall., 2002).

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).

Stades de développement de la datte
Pays
I 11 111 I\Y% \%
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Besr Martouba Tamr
Libye - Gamag Bser Routab Tamr
Mauritanie Zel Tefejena Enguei Blah Tamr

1.2.3. 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 a 5.6% ; 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 Marshall., 2003; 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
possédent une activité antioxydante (Mansouri et al., 2005 ; Vayalil., 2002 ; Al-Farsi
et al, 2005 ; Vinson et al, 2005).

Les dattes sont aussi une bonne source des macroéléments comme le phosphore, le
fer, potassium et d’une quantité importante en calcium (Gamil-Abdel-Hafez et al.,
1980 ; Anwar-Shinwari., 1987).
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1.2.4. Les enzymes des dattes

Les enzymes jouent un role trés important dans le processus de conversion qui se
déroule durant le développement et de maturation des dattes. L’activité des quatre
enzymes citées ci-dessous présente un intérét particulier pour la qualité finale du produit
(Barreveld., 1993) :

Invertase : responsable de la conversion du saccharose en sucre invertis (glucose et

fructose) elle influe sur la texture du fruit ;

Polygalacturonase et pectinesterase : convertissent les substances pectiques insolubles

en pectique plus solubles attribuant au fruit la texture molle ;

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 ;

Polyphénol oxydase : est responsable des transformations biochimiques des polyphénols
dont I’exemple : les tannins. Cette enzyme joue un réle trés important dans les réactions
de brunissement non enzymatique des dattes (Sachde et al., 1989 ; Hasegawa et
Maier., 1980).

La connaissance de l’activité de ces enzymes a une importance capitale pour le
conditionneur et le transformateur. Sous I’effet de la température et de I’humidité,
I’enzyme pet étre activée ou inhibée. L’enzyme est active en solution ou dans un milieu

aqueux.

1.3. La répartition de Deglet Nour en Algérie
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.

Comme c’est indiqué dans la Figure (3) le plamier dattier Deglet Nour est repartie

dans les quatre régions d’Algérie suivante : Saoura (Igli et Beni Abbes), Touat (Adrar et
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Timimoun), centre (Chardaia et ElI Golea), et Rhir-Zibans (Biskra, (Ferfar), Touggoun
(Touggourt, EI Arfiane et Sidi Mahdi) et Ouargla).

MEDITERRANEAN SEA
ALGIERS ANNABA
TousGouRT, {257
MOROCCO JrarDala T e
Piak td v
,—-" i6LI © EL
7 ) z E‘! PR ¥oots
,_____V,.r- "BE’""BE%'VGN_““_ r “‘_- :
..-” LA Ze TIMIMOUN \
r3 :
1
----7 ADRAR \
1N * )
i ~ \
g S 1
N e
~\
-~ ALGERIA i
~ \
[ ~ =~
! ~ N\
1 ~ \
MAURITANIA ~ P
! \\ ’/’ =
! A e
| MALI R 7
i N N e NIGER
[ - ”~
% palm groves sampled S~ -
] -
’ — il
Scale: 1:15,000,000 i
I
0 100 500 km
e N T S Ty |

Figure 3 : La répartition des cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) dans le Sud Algérien
(Bennaceur et al., 1991).

1.4. Utilisation des dates

Les dattes sont utilisés pour la production de confiture, du jus et des sirops (Al-hooti
et al., 1996; Cheikh-Rouhou et al., 2006; Hobani., 1998; Khatchadourian et al.,
1983; Youssif et al., 1990; Youssif et Alghamdi., 1999; Youssif et al., 1996).

Les sous-produits des dattes ont été utilisé 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, I’oxytetracycline ou 1’ethanol
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(Abou Zied et al., 1991; Abou Zied et Baghlef., 1983; Abou Zied et Khoja., 1993;
Al obaidi et Berry., 1982).

Les noyaux des dattes ont été utilisé comme source d’huile contenant du tocophérol,

des composés phéenoliques et des stérols (Besbes et al., 2004).

Les dattes ont des propriétés médicales diverses. Elles sont utilisées pour soigner les
hémorroides, les troubles intestinaux, les constipations, 1’ictére, les rhumes, les maux de
gorge, les affections broncho-pulmonaires, la fatigue, et les maladies nerveuses
(Benchelah et Maka., 2006).
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I1.1. Historique et perspectives sur la polyphénol oxydase

La polyphénol oxydase a été découverte pour la premiére fois en 1856 par Schoenbein
dans le champignon Boletus luciferus. Il a noté que 1’extrait de ce champignon catalyse
I'oxydation en aérobie de certains composés en formant un pigment bleu dans les plantes
(Whitaker., 1995; Zawistowski et al., 1991 ; Vamos-Vigyazo., 1981). La premiére
étude sérieuse de cette enzyme a suivi la production a grande échelle de la polyphénol
oxydase de pomme de terre par Kubowitz (1938). C'était la premiere enzyme purifiée par
chromatographie d'affinité (Lerch., 1981). La polyphénol était également la premiére
enzyme connue pour son aptitude a catalyser I’incorporation de 1'oxygéne moléculaire a
une molécule organique (phénolique), et elle fournit un exemple de ce qui s'appelle
maintenant « inactivation suicide», mais qui s'est a l'origine nommé inactivation de
réaction. Des recherches considérables ont été publiées sur l'enzyme depuis lors
(Zawistowski et al., 1991 ; Robb., 1984 ; Escribano et al., 1989). Depuis sa découverte,
la polyphénol oxydase a été le sujet de recherches intensives. Ces recherches ont portés
d’une part sur la nature physique et chimique de 1'enzyme elle-méme et d’autre part sur le
réle de I'enzyme dans la respiration des végétaux inférieurs et supérieures (Bonner., 1956).
Bien que la polyphénol oxydase ait été découverte et purifiée il y’a bien longtemps (Keilin
et Mann., 1938 ; Schoenbein., 1856), c’est tout récemment qu'une image claire de cette

enzyme a commencé a émerger (Jolivet et al., 1998).

11.2. Définition, classification et nomenclature de la polyphenol oxydase
11.2.1. Définition

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-étre la dénomination générale la plus
appropriée, et sera employée sous I’acronyme PPO dans ce présent travail (Dawson et

Magee., 1955 ; Rescigno et al., 2002).

11.2.2. Nomenclature

Plusieurs noms ont été associes a la PPO dont la tyrosinase, la crésolase, la catécholase,
la diphénolase, la phénolase, la phénol oxydase, 1’0-diphénol oxydase et 1’acide
chlorogénique oxydase. De ces derniers, c'est la polyphénol oxydase qui reflete

généralement la capacité de cette enzyme a utilisé différents composés phénoliques comme
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substrats. Ainsi, les phénols ou les catéchols peuvent étre des substrats pour lI'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 «la polyphénol oxydase »
(Zawistowski et al., 1991 ; Burton., 1994 ; Rivas et Whitaker., 1973).

11.2.3. 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 I'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;
oxydoreductase. 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: oxygéne oxydoréductase ; EC 1.14.18.1) est I'enzyme qui catalyse deux
réactions différentes en présence d'oxygene moléculaire : I'hydroxylation 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.,
1999a).

11.3. Caractéristiques reactionnelles et structurales des PPOs

11.3.1. Caractéristiques réactionnelles

Le groupe des PPOs comprend essentiellement deux types d’enzymes : 1’o-diphénol
oxydase (catéchol oxydase, tyrosinase, phénolase, polyphénol oxydase (PPO) et la p-
diphénoloxydase ou la laccase. Les deux types d’enzymes sont phénol-oxygene
oxydoréductases (Mayer et Harel., 1991).
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11.3.1.1. La polyphénol oxydase
11.3.1.1.a. Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent 1’hydroxylation des
monophénols en o-diphénols. Cette enzyme est appelée tyrosinase car la L-tyrosine est le
substrat monophénolique majeur dans le regne animal. Cette enzyme est également appelée

crésolase en raison de sa capacité a utiliser le crésol comme substrat.

L’activité monophénoloxydase est généralement peu étudiée dans les plantes car la
réaction d’hydroxylation est beaucoup plus lente que la réaction d’oxydation formant les
quinones et initiant les réactions de brunissement. Elle est cependant connue depuis

longtemps dans les champignons (Varoquaux., 1978).

11.3.1.1.b. Activité o-diphénoloxydase (EC 1.10.3.1)

L’oxydation des substrats 0-diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygeéne est
catalysée par [Dactivit¢é o-diphénoloxydase également appelée catécholase ou
catécholoxydase. Les o-quinones sont des composes fortement réactifs qui peuvent soit
subir spontanément en solution aqueuse des polymérisations et cyclisations non
enzymatiques  donnant naissance a un pigment hétérogéne, noir, brun ou rouge
généralement appelé mélanine soit réagir avec des acides aminés et des protéines pour
produire des composes colorés (Dicko et al., 2002 ; Cho et Ahn., 1999a ; Burton., 1994).

Les préparations enzymatiques a partir de plusieurs especes montrent une ou les deux
activités (Burton., 1994 ; Thomas et Janave., 1986).

11.3.1.1.c. Activité laccase (E.C. 1.10.3.2)

La laccase se caractérise par son activité p-diphénoloxydase qui s’ajoute a I’activité o-
diphénoloxydase. L’oxydation des substrats phénoliques par la laccase génere la formation
d’un radical semi-quinone et s’accompagne par la réduction de ’oxygeéne en eau par un
mécanisme ping-pong (Reinhammar et Malmstrom., 1981). Les laccases sont présentes
dans de nombreux champignons phyto-pathogénes et dans certaines plantes mais on ne
trouve pas de laccase dans les fruits et Iégumes a part dans les péches (Harel et al., 1970)
et les abricots (Dijkstra et Walker., 1991).
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On peut distinguer les o- des p- diphénoloxydases en fonction de leurs spécificités de
substrats et d’inhibiteurs. Un taux d’oxydation différent pour le cuivre du site actif ainsi
que les différences des mécanismes réactionnels de catalyse enzymatique peuvent en partie
expliquer les taux différents d’inhibition de ces deux enzymes pour un méme inhibiteur.
Par exemple, la laccase n’est pas inhibée par le monoxyde de carbone, la phénylhydrazine
ou le 2,3-naphtalénediol qui sont de puissants inhibiteurs de la catécholoxydase (Keilin et
Mann., 1940).

Un résumé de ces différentes activités PPO est presenté dans la Figure 4.

OH

1,0, | H,0
R [
cresolase

AN 7,0,
P catecholase

ou laccase
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Figure 4 : Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphénols oxydases.

11.3.2. Caractéristiques structurales

11.3.2.1. Architecture moléculaire globale

La structure cristallographique de la PPO n’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 possédent des sites actifs de structures comparables (Claus et Decker.,
2006 ; Siegbahn., 2003). En effet, ces protéines montrent des changements de valence et
de conformation comparables lors de la fixation de I’oxygéne (Della Longa et al., 1996).
Elles possedent des propriétés spectroscopiques et chimiques comparables (Himmelwright
et al., 1980), et des similitudes de séquence primaires (Van Gelder et al., 1997). 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 sphére hydrophile est située

dans une poche hydrophobe formée par des résidus aromatiques. La configuration du site
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actif des PPOs est maintenue par des forces eélectrostatiques ou par des interactions
ioniques. Une autre caractéristique du site actif des PPOs est la liaison covalente thio-éther
entre une cystéine et un des résidus histidyl lié au cuivre du site actif (Lerch., 1982). Une
telle liaison covalente cystéine-histidine est également rapportée dans la catéchol oxydase
de patate douce (Ipomea batatas) (Klabunde et al., 1998). Selon ces auteurs, cette
structure optimise le potentiel redox du cuivre pour I’oxydation des o-diphénols et permet
ainsi un rapide transfert d’électrons lors des phénomeénes redox et est responsable de la
régulation de l'activité enzymatique (Mayer., 1987). Seule, la structure cristalline de la
PPO de patate douce (Ipomoea batatas) sous sa forme active a était résolue (Klabunde et
al., 1998).

La PPO native du champignon de couche (Agaricus bisporus) est une enzyme
oligomérique de 569 acides aminés, de forme globulaire et dont la structure quaternaire est
composee de deux sous-unités non identiques, de deux chaines lourdes H avec une masse
moléculaire d’environ 43-48 kDa qui contiennent les sites catalytiques et deux chaines
polypeptidiques légeres L de 13.4-14 kDa , qui different par leur composition en acides
aminés, formant ainsi une structure tétramérique de la forme H,L, ayant un poids
moléculaire apparent de 128-133 kDa possédant 4 atomes de Cu groupés par paires. La
fonction de la sous-unité L demeure inconnue. Ces sous-unités pourraient contribuer a la
stabilit¢ ou a l'activit¢é de la préparation d’enzyme. En solution aqueuse, la forme
prédominante (120 kDa) a la structure H,L,, alors que la forme active de l'enzyme
(montrant I’activité crésolase et catécholase) a la composition en sous-unités L,H. Le poids
moléculaire de la sous-unité de base de la polyphénol oxydase des plantes et d'autres
sources s'étend entre 30 et 45 kDa (Strothkamp et al., 1976 ; Robb., 1984 ; Zawistowski
et al., 1991; Whitaker, 1995 ; Solomon et al., 1996 ; Van Gelder et al., 1997; Jolivet et
al., 1998 ; Fan et Flurkey., 2004). Selon Wichers et al. (1996) les sous-unités isolées H et
L ne posséderaient aucune activité enzymatique. D’autres PPOs des bactéries, des myceétes,
de plantes supérieures ou des animaux contiennent seulement un type de sous-unité. Elles
sont souvent monomériques. Ces enzymes sont actives a I'état monomeérique. Dans le cas
de la PPO d’A. bisporus, la sous-unité H qui est responsable des activités catalytiques peut
étre comparee a la sous-unité unique d'autres tyrosinases (Robb., 1984 ; Jolivet et al.,
1998). Dans beaucoup de cas, les PPOs des préparations brutes ou partiellement purifiées
sont présentes sous différentes formes multiples d’isoenzymes (Mayer et Harel., 1979 ;

Anosike et Ayaebene., 1982). Ces formes d’enzyme peuvent étre différenciées par leur
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spécificité de substrat, leur pH optimum, leur stabilité thermique, et leur réponse aux

inhibiteurs.
11.3.2.2. Le site actif

Il a été montré que la PPO peut avoir un site actif semblable & celui de
I'oxyhémocyanine (Rodakiewicz-Nowak et Ito., 2003 ; Baldwin et al., 1996).

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 & cuivre est
désigné sous le nom de « cuivre type 3 » et est trouvé également chez 1’hémocyanine, la
laccase, 1’ascorbate oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel., 1991 ; Turner.,
1974).

La structure secondaire de la PPO est principalement a- hélicoidale et le cceur de
I’enzyme est constitué de quatre hélices a (a2, a3, a6 et 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 binucleaire
de cuivre et qui est entouré par les hélices, al et o4, et de plusieurs coudes 3. 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 hélices a figure (5). Le CuA
est coordonné par 1I’His 88, His 109, et ’'His 118. L’His 88 est situés au milieu de I’hélice
a2, tan disque I’His 109 et His 118 sont au début et au milieu de 1’hélice a3. Le second
cuivre, CuB, est coordonné par 1I’His 240, His 244 et I’His 274. Ces résidus d’histidines
sont localisés au milieu d’hélices 06 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 (Van Gelder et al., 1997).
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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).

Figure 6: Vue a [lintérieure du site actif d’hémocyanine de
Limulus polyphemus. Les atomes de cuivre (marron clair), oxygéne
(rouge), histidines liées a I’atome CuA (bleu clair), histidines liées
a I’atome CuB (bleu foncé) (Decker et Jaenicke., 2004).

Figure 7: L’état Oxy du site actif d’hémocyanine
de Limulus polyphemus. Les trois résidus
histidines liés au CuA son colorés en rouge, ceux
liés au CuB sont colorés en vert. Les deux atomes
de cuivre sont colorés en bleu et I’oxygéne en
rouge (Claus et Decker., 2006).
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11.4. Source, localisation et rdle des PPOs

11.4.1. Source et localisation

Les PPOs ont été découvertes initialement dans les champignons et 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 étre trouvée dans les mycétes (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).

Chez les plantes saines, la PPO est majoritairement présente dans les plastides, tandis
qu’elle est libérée dans le cytoplasme des fruits murs ou endommagées (Vaughn et Duke.,
1984 ; Mayer et Harel., 1979 ; Zawistowski et al., 1991 ; Whitaker et Lee., 1995). Chez
les mammiferes, elle est localisée dans les mélanocytes de la rétine et de la peau (Claus et
Decker., 2006).

Les meilleures préparations des PPOs sont issues a partir de Streptomyces glaucescens
et des mycétes (Neurospora crassa et Agaricus bisporus) (Solomon et al., 2006). Le
champignon commun de couleur blanchatre Agaricus bisporus est reconnu comme étant la
source naturelle majeure de la PPO (Chen et Flurkey., 2002 ; Burton., 1994). La PPO est
présente dans les différentes parties du champignon avec des proportions variables (Zhang
et Flurkey., 1997). La localisation intracellulaire de la PPO d’Agaricus bisporus n'a pas
encore été etablie 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 legumes peut étre
considérablement inégale et le rapport de 1’enzyme liée sur I’enzyme soluble. Elle dépend
de l'espéce, de 1’age, et dans les fruits ou les legumes- de la maturité (Vamos-Vigyazé.,

1981). Le niveau de ’activité de la PPO dans les plantes dépend de I'espéce, du cultivar, de
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la maturité, de I'age et le stockage et peut chuter jusqu’a des niveaux négligeables dans
certains cas. L’activité PPO est trés basse dans les jeunes plantes, souvent indétectable

(Mayer et Harel, 1991).

Beaucoup de chercheurs ce sont intéressés par les PPOs de diverse sources telles que :
les truffes (Miranda et al., 1992 ; Miranda et al., 1996; Perez-Gilabert et al., 2001;
Zarivi et al., 2003), les champignons (Frieden et Ottesen., 1959; Smith et Krueger.,
1962; Duckworth et Coleman, 1970; Papa et al., 1994a,b; Gouzi et Benmansour,
2007 ), la banane (Palmer, 1963; Oba et al., 1992 ; Sojo et al., 1998; Thomas et
Janave, 1986), le tubercule de pomme de terre (Patil et Zucker., 1965; Matheis.,
1987a,b ; Pathak et Ghole., 1994; Cho et Ahn., 1999a,b; Marri et al., 2003), les
épinards (Golbeck et Cammarata., 1981), I’artichaut (Ziyan et Pekyardimc., 2003), la
poire (Ziyan et Pekyardimci., 2004), le coing (Yagar et Sagiroglu., 2002), la péche
(Wong et al.,1971), I’abricot ( Chevalier et al., 1999), les feuilles de tabac (Shi et al.,
2002) et le cerise ( Kumar et al ., 2008).

11.4.2. ROle

Depuis la découverte en 1895, la PPO reste une énigme physiologique (Vaughn, et
Duke., 1984). Cependant, plusieurs hypothéses ont été proposé au sujet de sa fonction
(Thygesen et al., 1995; Steffens et 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 oxygéne
actif dans les chloroplastes (Kuwabara et Katoh., 1999). En support a cette hypothese,
Lax et Vaughn (1991) ont montré que la PPO était structuralement associée au

photosystéme Il dans la féve (Vicia faba).

Dans les plantes, les PPOs jouent un rdle de résistance contre les infections
microbiennes, virales et contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et
Whitaker., 1995). Les mécanismes de defense des vegétaux 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 bacteéricides et fongicides (Zinkernagel.,
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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 I’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 pathogénes
(Steffens et al., 1998). Par son activité hydroxylase, cette enzyme participe également dans
la biosynthése des composés phenoliques (Vamos-Vigyazé., 1981; Vaughn et Duke.,
1984 ; Zawistowski et al., 1991).

L’activité PPO joue aussi un rdéle 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).

11.5. Extraction de la PPO

Le premier compte rendu d’extraction et de caractérisation de la PPO date il y &
quelques décennies (Wichers et al., 1995). Cette enzyme a été pour la premiére fois
préparée presque simultanément par Kubowitz (1938) a partir de la pomme de terre et par
Keilin et Mann (1938) a partir du champignon de couche (Agaricus bisporus). Plusieurs
méthodes d’extraction de la PPO de champignon de couche ont été développées. Parmi les
méthodes cités dans la littérature, les plus largement utilisées et qui donnent de bon
rendement d’activité enzymatique sont celles : de Dawson et Magee (1955), de Frieden et
Ottesen (1959), de Bouchilloux et al. (1963), de Nelson et Mason (1970), d’Atlow et al.
(1984), de Papa et al., (1994), et de Fan et Flurkey (2004).
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Trois problémes doivent étre traités avant d’extraire la PPO a partir du matériel végétal :
(1) latence, (2) la solubilisation de I'activité liée a la cellule, et (3) la prévention de
I'oxydation enzymatique des phénols endogénes et par conséquent les produits se
polymérisent et se précipitent, sur la protéine enzymatique (Vamos-Vigyazo., 1981). La
latence est un probleme mineur avec la polyphénol oxydase vegétale, comme dans la

plupart des espéces I'enzyme est présente sous la forme active.

La PPO représente moins de 1% des protéines totales dans les fruits et les végétaux.
Dans les champignons, qui sont considérés comme étant la meilleure source de la PPO, la
concentration de 1I’enzyme est de 1’ordre de 0.004% ce qui implique 1’utilisation de 1 kg de
champignon pour avoir un rendement de 40 mg de PPO purifiée (Zawistowski et al.,
1991).

Les PPOs liées peuvent étre solubilisées dans un milieu hypotonique, par I'utilisation des
agents chimiques tel que les détergents (Tween-80®, Triton X-100®, SDS: Sodium
Dodecyl Sulfate), ou au moyen des agents physiques comme les ultrasons (Vamos-
Vigyazo., 1981; Robb., 1984). L'extraction détersive des tissus augmente
substantiellement le niveau de I'activité PPO (Whitaker., 1995).

La solubilisation, est habituellement réalisée apres préparation de poudre d'acétone ou
I’extraction avec des détergents et d'autres agents. Il en résulte incontestablement une
modification de la structure de I’enzyme et de ses propriétés (Mayer et Harel., 1979 ;
Vamos-Vigyazé., 1981).

Les plus grandes difficultés a surmonter pendant 1’obtention d’une préparation soluble
PPO sont la prévention de 1’oxydation enzymatique des composés phénoliques endogeénes
et la formation des pigments pendant le broyage de la matiére végétale et 1’extraction de
I’enzyme. Les pigments pourraient s’associer avec la protéine enzymatique et rendre cette

derniere insoluble et inactive (Vamos-Vigyazo., 1981).

Pendant I'extraction de la PPO, des réactions de tannage peuvent étre avoir lieu, et ont
comme conséquence la modification des propriétés de I’enzyme (Mayer et Harel., 1991).
Pour réduire au minimum ces risques, toutes les étapes d'extraction de la PPO devraient

étre effectuées a basse température, probablement a -20°C voire -30°C ; en tout cas a des
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températures inférieures a 0°C (Vamos-Vigyazo., 1981 ; Zawistowski et al., 1991). Le
morcellement et I'nomogénéisation sont souvent faits dans ’azote liquide ou dans 1’azote
atmosphérique pour réduire le plus possible les interactions protéine- phénol. Dans certains
cas, la congélation rapide et la lyophilisation du matériel sont recommandées comme
premicres étapes de l'extraction de 1I’enzyme. La précipitation par l'acétone suivie de

I’extraction par un tampon, est I'une des méthodes le plus souvent appliquées.

Parfois I'extraction avec un tampon approprié précede I'étape de précipitation par
I’acétone. La précipitation d'acétone ne produit pas d’artefacts. Une grande variété de
tampons est employée pour I'extraction, et les valeurs du pH, qui changent avec la source
d'enzyme, sont, en général, ajustées pour assurer un milieu légérement alcalin. Le pH du
tampon pourrait affecter la forme enzymatique obtenue. Afin de protéger le produit
d'extraction contre 1’oxydation enzymatique des polyphénols, des agents réducteurs ou des
coupleurs de quinones, aussi bien que des inhibiteurs réversibles d'enzymes, ce sont
incorporés dans le milieu. L'acide ascorbique, la cystéine, le métabisulfite de sodium, le
DIECA, ou le saccharose, et parfois des mélanges de certains de ces composés, ont été

employés (Vamos-Vigyazé., 1981).

L’¢limination des composés phénoliques endogenes des extraits de plantes peut réduire
la formation des quinones, des pigments et des mélanines indésirables dans 1’extrait de
polyphénol oxydase. Elle peut étre effectuée par I’addition dans I'extrait enzymatique des
adsorbants de composés phénoliques tels que les résines échangeuses d’ions et le
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). Nous avons constaté que ce procédé change les
caractéristiques cinétiques de la polyphénol oxydase de champignon dans le milieu
organique, dans une certaine mesure, mais il n'affecte pas les produits de réaction dans les

milieux aqueux ou organiques (Burton., 1994).

Un moyen trés efficace de prévention contre l'oxydation et la polymérisation des
phénols pendant l'extraction de 1’enzyme est leur élimination par fixation a un polymeére
insoluble. Les piéges a phénol le souvent utilisés pendant 1’extraction sont la
polyvinylpyrrolidone (PVP), les résines échangeuses d’ions en raison de leurs capacites
fixatrices des composes phénoliques. Elles sont utilisées pendant la séparation des fractions
subcellulaires et dans les étapes initiales de purification de I'enzyme (Mayer et Harel.,
1991 ; Zawistowski et al., 1991; Ziyan et Pekyardimci., 2004). En méme temps le PVP
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est un inhibiteur partiellement compétitif de la PPO (Vamos-Vigyazé., 1981 ;
Zawistowski et al., 1991). Le polyéthylene glycol (PEG) est parfois préferé, peut-étre
parce que sa solubilité dans 1’acétone présente certains avantages pour 1’obtention d’une
préparation enzymatique brute. Malheureusement, le déplacement de ces phénols par des
résines d’échange ionique ou d'autres composés se liant aux phénols (Bonner., 1955) peut
avoir comme conséquence la perte de quelques isoformes (Smith et Montgomery., 1985).
Ainsi, le séchage par 1’acétone, souvent appliqué comme premicre étape d'extraction
d'enzymes, est, en méme temps, un moyen puissant d’élimination des phénols,

particulierement quand ils contiennent environ 20% d'eau.

Le déplacement des substances pectiques des tissus de fruit peut étre réalisé par
précipitation par 'acétone ou I’acétate de calcium (Vamos-Vigyazo., 1981).

L’extraction de la PPO peut étre entravée en présence d’enzymes protéolytiques
endogénes qui pourraient produire des formes multiples artéfactuelles et interconvertibles
de I’enzyme. Cela a été mis en évidence lorsque 1’utilisation des inhibiteurs de protéases
(fluoride, phénylméthylsulfonyl, et le Trasylol) a conduit a la diminution du nombre des
formes d'isoenzymes obtenues lors de la purification de la PPO de péche et de datte
(Mayer et Harel., 1991 ; Zawistowski et al., 1991).

11.6. Mécanismes réactionnels de la PPO

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique sont principalement décrits
pour les PPOs d’origines fongiques. D’aprés Sanchez-Ferrer et al. (1995), le site actif des
PPOs peut exister sous trois formes selon la valence du cuivre et la liaison avec 1’oxygene
moléculaire : deoxy (Cul-Cul), oxy (Cull-O,-Cull) et met (Cull-Cull). La forme met est
convertie en forme deoxy par double réduction électronique, et la forme deoxy résultante
est capable de fixer réversiblement 1’oxygéne moléculaire pour donner la forme oxy
(Figure 8). In vivo, la forme majoritaire de I’enzyme est la forme met, incapable de fixer
I’oxygeéne moléculaire (Lerch., 1981). Cette forme prédominante n’agit pas sur les
monophénols bien qu’elle ait une forte affinité pour les fixer. Il en résulte une phase de
latence décrite par Cabanes et al. (2002). Bien que le mécanisme exact des réactions
catalysées par les PPOs soit partiellement incertain, il est généralement admis que
I’oxydation des o-diphénols catalysée par les PPOs suit une cinétique de Michaelis-

Menten, tandis que 1’hydroxylation des monophénols est caractérisée par une phase de
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latence (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Cette phase de latence peut étre supprimée par un
faible ajout d’o-diphénols (Espin et Wichers., 1999).

Le modeéle des mécanismes réactionnels des PPOs incluant I’activité catécholase (Figure
8, cycle A) et crésolase (Figure 8, cycle B) est basé sur des informations quant a la
structure ¢lectronique et géométrique du complexe de cuivre binucléaire et sur 1’étude des
modifications du site actif par différents anions et ligands (Siegbahn., 2003 ; Lerch.,
1995).

Les formes oxy peuvent réagir avec les mono- et les diphénols tandis que la forme met
ne peut réagir qu’avec les diphénols (Claus et Decker., 2006). Les deux cycles (crésolase
et catécholase) produisent des o-quinones qui se réarrangent spontanément en pigments
polymériques (Rodriguez-Lopez et al.,, 1992). Chez les végétaux supérieurs, un
mécanisme réactionnel similaire est proposé. Cependant, la forme oxy semble beaucoup
plus instable que dans le cas des PPOs, ce qui réduit fortement I'affinité des PPO pour les
mono-phénols (Eicken et al., 1999). L’oxygéne se fixe sur I’enzyme avant le substrat

phénoligue selon un mécanisme séquentiel ordonné (Janovitz-Klapp et al., 1989).

L'activité catécholase implique I'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones avec
la réduction concomitante de 4e” 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 I'enzyme
qui est suivie de la réduction du faisceau bicuivrique menant a la formation du deoxyPPO
et au dégagement d’o-quinone. Avec la fixation postérieure de I’oxygéne moléculaire,
I’oxyPPO est formée et une deuxiéme o-diphénol est liée, réduisant le peroxyde et en

produisant I’eau et la formation d’une autre o-quinone.

Dans l'activité crésolase, 1’0, est lié d'abord aux deux groupes du Cu(l) du deoxyPPO
pour donner 1’0xyPPO dans laquelle 1’0, a les caractéristiques d'un peroxyde. Ensuite un
monophénol est coordonné en position axiale a ’'un des cuivres de I'0xyPPO, suivie d’un
réarrangement complexe menant a la production d’une molécule d’eau et I’intermédiaire
conduisant a la formation de 1’0O-quinone (Solomon et al., 1996 ; Solomon et al., 2001 ;
Fenoll et al., 2004 ; Whitaker., 1995; Mayer et Harel., 1991 ; Siegbahn., 2004 ;
Sanchez-Ferrer et al., 1995 ; Jolivet et al., 1998).

Les étapes limitantes dans I'nydroxylation des monophénols pourraient étre :
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1) L’attaque nucléophile du groupement OH en C-4 sur I’ion cuivre du site actif de la
tyrosinase ;

2) L’attaque électrophile du peroxyde du site actif de 1’oxytyrosinase sur le C-3 du
substrat monophenolique ;

3) L’oxydation du o-diphénol formé a partir du monophénol (Fenoll et al., 2000).
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Figure 8 : Schéma mécanistique de I’activité catécholase (A) et crésolase (B) de la PPO (Lerch.,
1995 ; Mayer et Harel., 1991).
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I1.7. Les méthodes de détermination de I’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 l'activité enzymatique afin d’éviter une surestimation ou des résultats

faux.

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

La vitesse de disparition du substrat peut étre mesurer par l'absorption de 1’oxygéne
dissout, par la technique de Warburg ou par polarographie a I’aide d’une électrode a
oxygéne (Vamos-Vigyazo., 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
I'activité diphénolase de la PPO (Vamos-Vigyazo., 1981 ; Zawistowski et al., 1991 ;
Espin et al., 1995). Une grande variété de substrats de synthese peut étre utilisée dans ce
cas, par exemple : le catéchol, le 4-méthylcatéchol, le pyrogallol, ou des substrats naturels
tels que l'acide chlorogénique (Vamos-Vigyazo., 1981). La meilleure méthode pour
étudier la réaction crésolase est la mesure de la production de Il'eau dans le milieu
contenant du tritium & partir du [2.6- *H] monophénol tel que la [3.5- *H] tyrosine (Mayer
et Harel., 1991 ; Jolivet et al., 1998). Il est également plus commode de déterminer la
vitesse de perte d'agents réducteurs tel que ’ascorbate a 265 nm (g = 15300 M Cm'l) ou le
NADH a 340 nm (¢ = 6220 M cm™) (Mayer et al., 1966 ; El-Bayoumi et Frieden.,
1957 ; Zawistowski et al., 1991). Plusieurs méthodes pour la mesure de I’activité PPO
sont proposées et les chercheurs travaillant sur cette enzyme définissent leur propre
méthode. Il est par conséquent difficile de comparer entre les activites de la PPO des

diverses sources.
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11.8. 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’espeéce, le genre, le cultivar, ou également le tissus) (Zawistowski et al.,
1991).

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

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

Par exemple, la substitution en position 3 (exemple : le 3-méthyl catéchol) cause une
diminution de l'affinité de I'enzyme pour le substrat a cause de la géne stérique. La
présence d'un groupement donneur d’électron en position 4 (exemple : le 4-méthyl catéchol
ou I’acide chlorogénique) ou d’un groupement attracteur d'électron (exemple: le 4-
nitrocatéchol ou le 3,4-dihydroxy acide benzoique) augmente ou réduit la réactivité du

substrat, respectivement (Vamos-Vigyazo., 1981).

La catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA), la tyrosine,
et les esters d’acide cinnamique sont les substrats naturels de la PPO trouvés dans les fruits
et légumes (Zawistowski et al., 1991, Vamos-Vigyazé., 1981 ; Trebst et Depka., 1995).

Le substrat phénolique le plus simple de la PPO est le catéchol puisqu’il posse 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 reéaction enzymatique.

11.9. Effet du pH sur I'activité PPO
Le pH optimal de I’activité enzymatique de la PPO varie avec la source de I’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 parametres 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. L’étude du pH peut nous fournir des informations sur 1’identification des
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activateurs ou sur les résidus du substrat susceptibles d’étre ionis€s nécessaires pour sa
fixation et sa transformation (Kuby., 1991).

Le changement de pH du milieu réactionnel modifie la réaction enzymatique de la PPO
par: (1) I’inactivation de I’enzyme a cause du changement de I’état d’ionisation des
chaines latérales des acides aminés impliquées dans la réaction catalytique, le changement
du I’état d’ionisation du substrat, et/ou (3) la modification de 1’équilibre de la réaction

lorsque les protons H* ou les hydroxyles OH" sont impliqués.

I1.10. Effet de la température sur activité PPO
L'effet de la température sur l'activité des PPOs n'a pas été étudié intensivement par
rapport a I’effet du pH (Joslyn et Ponting., 1951; Vamos-Vigyazo., 1981). Amiot et al.

(1997) ont propos¢ que «la PPO n’est pas une enzyme trés thermostable».

Les traitements thermiques de courtes durées de ’enzyme en solution ou dans les
produits d'origine végetale a des températures comprises entre 70 et 90°C sont dans la
plupart des cas suffisantes pour la destruction irréversible partielle ou totale de sa fonction
catalytigue (Vamos-Vigyazé., 1981; Zawistowski et al., 1991; Yemenicioglu et
Cemeroglu., 2003). La diminution d'une partie de l'activité de la PPO a une basse
température de chauffage n'est pas étonnante (Yemenicioglu., 2002). Sa tolérance
thermique dépend également de la spécificité de substrat, du pH optimal, de la température,
et & un degre considérable de la source de I'enzyme et du cultivar (Vamos-Vigyazo., 1981;
Yemenicioglu et Cemeroglu., 2003). L’inactivation thermique de la PPO peut étre

considérée comme étant une forme d’inhibition de I’enzyme (Mayer et Harel., 1991).

11.11. Les effecteurs de la PPO

11.11.1. 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).
Le SDS peut activer la tyrosinase de diverses sources, y compris la PPO de champignon de
couche (Agaricus bisporus). Il a éte également montré que le SDS active la PPO latente

dans les préparations brutes et/ou partiellement purifiées. L'addition des ions du Cu®* dans
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le milieu augmente l'activité enzymatique de la PPO (Vamos-Vigyazé., 1981; Fan et
Flurkey., 2004; Van Leeuwen et Wichers., 1999).

11.11.2. Les inhibiteurs

Le controle de I’activité de la PPO est d’une importance dans 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). En outre, les inhibiteurs de la PPO ont été
employés en tant qu'agents de dépigmentions pour le traitement ou la prévention des
désordres de pigmentation. Par conséquent, les inhibiteurs de la PPO sont censés d’avoir
de larges applications dans les industries médicales (Mosher et al., 1983) et cosmétiques
(Maeda et Fukuda., 1991). Dans I'industrie alimentaire, les inhibiteurs de la PPO peuvent
étre employés comme des conservateurs des aliments et des boissons d’'origine végétale.
En outre, la PPO est I'une des plus importantes enzymes clés impliquée dans le processus
muant d'insecte, et la découverte des inhibiteurs de cette enzyme peut étre ainsi importante
pour le développement de nouvelles alternatives pour le contréle des insectes
(Likhitwitayawuid., 2008).

L’inhibition de la PPO responsable du brunissement de la plupart des produits
alimentaires est une préoccupation majeure des industries alimentaire. Dans I’industrie
alimentaire, la toxicité relative au mode d’inhibition choisie, le colt de la méthode et/ou
des composés chimiques, et 1’acceptation de la méthode par le consommateur, des
composés chimiques et le produit final aident a la sélection de la méthode d’inhibition
(Barthet., 1997). En théorie, le brunissement des fruits et des légumes par la PPO peut étre
empécher par I’inactivation thermique de I’enzyme, par I'élimination de I'un des deux
substrats nécessaires pour la réaction (O, et/ou les composés phénoliques), par
I’abaissement du pH de 2 unités ou plus au-dessous du pH optimum, par des réactions
d’inactivation de 1’enzyme ou par 1’addition des composés qui inhibent la PPO ou qui
empéchent la formation de la mélanine (Vamos-Vigyazé., 1981 ; Whitaker et Lee.,
1995). Des centaines de composés ont été examinées comme des inhibiteurs du
brunissement enzymatique (Whitaker et Lee., 1995). Les inhibiteurs du brunissement
enzymatique doivent étre non toxiques, et ne modifie pas le godt, la saveur ni la texture du
produit (Vamos-Vigyazo., 1981). Beaucoup d’études ont eu pour but d’inhiber la PPO et
plusieurs méthodes ont été développées.
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11.11.2.1. Méthodes physiques

Les traitements thermiques sont les plus utilisés pour stabiliser les aliments en raison de
leur efficacité pour la destruction des micro-organismes et I’inactivation des enzymes. Le
blanchiment est I’une des méthodes les plus efficaces et des plus appliquées pour contrdler
le brunissement enzymatique. Les traitements thermiques de courtes durées aux
températures comprises entre 70- 90°C, de la PPO en solution ou dans les produits
d'origine végetale sont dans la plupart des cas suffisantes pour la destruction irréversible,
partielle ou totale de sa fonction catalytique (Vamos-Vigyazo., 1981; Zawistowski et al.,

1991; Yemenicioglu et Cemeroglu., 2003).

Plusieurs études ont montré que la PPO obtenue a partir de diverses source est inactivée
thermiquement (Yemenicioglu et al., 1997 ; McCord et Kilara., 1983 ; Weemaes et al.,
1998 ; Soysal., 2008). L’inconvénient majeur du traitement thermique réside dans la
production du mauvais golt et 1’apparition d’une coloration indésirable causés par la

réaction de Maillard.

La combinaison du traitement thermique avec d’autres méthodes physiques tels que la
pression, les micro-ondes ou les ultrasons pouvons induire une inactivation réversible ou
irréversible de la PPO a des températures relativement basses, en particulier lorsqu’il s’agit
d’un produit sensible a la chaleur (Terefe et al., 2009 ; Weemaes et al., 1998 ; Buckow et
al., 2009 ; Rapeanu et al., 2005 ; Devece et al., 1999 ).

11.11.2.2. Méthodes chimiques
Une large gamme de composés est connue pour inhiber la PPO. Leur efficacité
dépend de la nature et de la concentration de l'inhibiteur, de la source de I’enzyme, de la
disponibilité de substrat (O, et substrat phénolique), du pH et de la température
(Zawistowski et al., 1991).

Il est commode de diviser les inhibiteurs de la PPO en trois catégories : (1) les agents
de chélation généraux pour le cuivre : petites molécule ou ions qui se lient au centre de
cuivre dans le site actif compétitives en ce qui concerne 1’oxygene ; (2) les inhibiteurs non-
compétitifs en ce qui concerne le substrat phénolique ; et (3) les analogues des phénols
compétitives vers des substrats (phénol et/ou diphénol) (Robb., 1984 ; Burton., 1994).
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11.11.3. Les inhibiteurs de synthése

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), I’¢thyléne diamine tétra-acetique acide (EDTA), le 2-mercaptobenzothiazole,
I’azide, le méthyle xanthate de potassium, 1’acide kojique, L-mimosine et le tropolone
(Vamos-Vigyazé., 1981; Jolivet et al., 1998; Anderson et Morris., 2001 ; Gasowska et
al., 2002 ; Mayer et Harel., 1979).

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

L'acide ascorbique peut également agir directement sur la PPO du champignon par

2++

chélation avec son groupement prosthétique et réduit ainsi le Cu
Vigyazé., 1981; Zawistowski et al., 1991).

en Cu" (Vamos-

En outre, les composés qui ne ressemble pas a la structure de substrat (exemple : le 4-
nitrophenol, la phénylalanine et le 4-chlorophénol) et qui sont lentement oxydés, ont été
identifiés comme des inhibiteurs compétitifs de la PPO. Les analogues de substrat tels que
les acides aromatiques (exemple : ’acide benzoique et 1’acide cinnamique) se comportent
habituellement comme des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis du substrat phénolique (Robb.,
1984 ; Jolivet et al., 1998; Gasowska et al., 2002 ; Janovitz-Klapp et al., 1990).

L'inhibition de la PPO est également provoquée par des agents réducteurs parmi
lesquels, les sulfites; SO, ; l'acide ascorbique, l'acide érythorbiques et les composés a
fonction thiol (Kahn., 1985 ; Zawistowski et al., 1991). Les composés a fonction thiol,
comme la L-cystéine, le glutathion, le dithiotreitol, le mercaptoéthanol et le thiourée, sont
des inhibiteurs efficaces de la PPO de plusieurs sources (Zawistowski et al., 1991 ;
Burton., 1994 ;Rescigno et al., 2002).
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Les polymeres solubles tels que le polyvinylpyrrolidone (PVP) agissent en tant
qu'inhibiteurs compétitifs de la PPO mais on sait pas s’il agissent sur ’enzyme liée au

phénol ou sur I’enzyme (Jolivet et al., 1998 ; Vamos-Vigyazé., 1981).

Les acides amines, peptides et protéines peuvent inhiber le brunissement enzymatique
soit en inhibant directement la PPO, soit en réagissant avec les o-quinones (McEvily et al.,
1992 ; Ates., 2000). Ces composés peuvent former des complexes stables avec le cuivre
Cu?* du site actif de la PPO (O’Sullivan., 1969).

Les cyclodextrines peuvent inhibées la PPO par fixation au substrat phénolique (Irwin et
al., 1994). L’acide citrique inactive la PPO par deux mécanismes : élimination du cuivre
du site actif et par la diminution du pH du milieu (MeEvely et al., 1992). La grande
majorité de ses inhibiteurs n'est pas seulement spécifique pour les PPO (Mayer et Harel.,
1991).

11.11.4. Les inhibiteurs naturels

Plus récemment, les plantes sont considérées comme étant une source potentielle des
inhibiteurs de la PPO (Baurin et al., 2002). Un certain nombre d'inhibiteur de la PPO des
sources naturelles ont été identifiés. Ils appartiennent a deux grand groupes: les
polyphénols et les aldéhydes et d’autres dérivés (Rescigno et al., 2002). Parmi les
composés isolés le cuminaldéhyde, 1’oxyrésveratrol, le kaempferol, la quercetine, la
morine, la lutéoline, I’anisaldéhyde, la kurarinone et I’acide gallique sont des inhibiteurs

puissants de la PPO (Parvez et al., 2007).
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1-A-Matériels
I1-A-1. Matériels biologique
Les dattes Deglet Nour (Pheenix dactylifera L.) sont utilisées comme source de la

polyphénol oxydase (PPO), Tableau 2.
Les dattes sont achetées & maturité du marché local de la Wilaya de Laghouat dans la

semaine précédant leurs utilisations (la deuxiéme semaine du mois de Décembre 2015).

Elles sont lavées avec de I’eau distillée, séchées et conserver a -15°C.

Tableau 2. Représentation botanique des dattes étudiées

Appellation Photo

Nom commun : Deglet Nour

Nom scientifique :
Pheenix dactylifera L.

Famille : Palmacées

I1-A-2. Produits chimiques

Le pyrocatéchol est fournis par Fluka. Tous les autres produits chimiques et réactifs

utilisés dans cette étude sont d’un grade analytique.
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11-B- Méthodes

11-B-1- Extraction de la PPO

L’extraction de la PPO de datte (Phenix dactylifera L.) est réalisée selon le protocole
décrit par (Hasegawa et Maier., 1980). Les dattes sont lavées avec de 1’eau distillée et
sont séchées a I’air libre. 200 g de chair de dattes préalablement refroidie a -15°C sont
découpés et homogénéisés pendant 2 min & 1’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 sodium 005 ™M a pH 7.0 contenant 5g de
polyvinylpolypyrrolidone. Le broyat est ensuite filtré a travers quatre couches de la
gaze. Le filtrat ainsi obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000 trs/min dans une
centrifugeuse (Sigma Fischer Bioblock Scientific). Le surnageant récupéré d’un volume
total de 150 ml et de couleur jaunatre, représente I’extrait brut de la PPO. L’extrait
enzymatique brut est conservée a -15°C

200 g de Deglet Nour lavées a I’eau distillée et
séchés a I’air libre et refroidis a -15°C

Broyage dans 300 ml de tampon phosphate de
sodium (0.05 M-pH 7.0), en présence de 5 g PVPP
pendant 2 min dans un mixeur.

\ 4

[ Dattes broyés ]

v

[ Obtention d’un filtrat visqueux de couleur marron foncée ]

Centrifugation a 4000 tr/min pendant 10 minutes

\ 4

Récupérer le surnageant qui représente
I’extrait brut de la PPO (300 ml)

Figure 9 : Protocole d’extraction de la polyphénol oxydase des dattes (Deglet Nour ; Phoenix dactylifera L.).

Filtration du broyat a 1’aide de quatre couches de la gaze
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La PPO de Deglet Nour (Phoenix dactylifera L.) a été extraite par le tampon phosphate
de sodium (pH 7.0-0.05 M). Le pyrocatéchol a été utilisé comme substrat pour mesurer
I’activité enzymatique.

11-B-2- Mesure de P’activité¢ PPO

L’activit¢ de la PPO est mesurée a 410 nm en utilisant le pyrocatéchol comme
substrat par la mesure directe de la formation des o-quinones a 1’aide d’un
spectrophotomeétre (Thermo Scientific HeAMlOS y) en présence oxygéne/aire (Fan et

Flurkey., 2004 ; Espin et al., 1995).

La solution mere de pyrocatéchol a 0.2 M est préparée dans de I’acide ortho-

phosphorique a 0.5 mM (Fan et Flurkey., 2004).

Le milieu réactionnel. contient 200 pl de substrat a 80 mM. La réaction d’oxydation
est déclenchée par I’ajout de 20 pl de solution d’enzyme. La variation de 1’absorbance
est enregistrée toutes les 10 secondes pendant deux minutes aprés ’ajout de 1’extrait

enzymatique.

La vitesse initiale (vo) représente la pente de la partie linéaire de la courbe de

I’absorbance en fonction du temps Figure 10 (Unal., 2007).

Les solutions d’enzyme et de substrat doivent étre préincubées pendant 5 min dans

un bain marie a 30°C avant d’étre mélangées.

En spectrophotométrie une unité enzymatique (UE) est définie comme la quantité
d’enzyme qui cause I’augmentation de I’absorbance de 0.001 min™ (Zheng et al., 2004
; Erat et al.,, 2006 ; Gawlik-Dziki et al., 2007 ; Kumar et al., 2008). Toutes les

expériences ont été réalisées trois fois et leurs valeurs moyennes ont été représentées.
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Absorbance a 410 nm

0.25 R*=0.9995
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Figure 10 : Représentation graphique de la détermination de la vitesse initiale d’oxydation du

pyrocatéchol par la PPO

11-B-3- Effet du pH sur Pactivité de la PPO

L’activité catécholase de la PPO est mesurée a 30°C dans les intervalles de pH 3.6-8.
Les systemes 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 pyrocatéchol a 80 mM est

utilisé comme substrat.

Une autoxydation négligeable du pyrocatéchol a été produite dans les essais
standards au pH inferieur ou égale a 7.0. Les activités enzymatiques mesurées a des pH
supérieurs a 7.0 ont été corrigées a cause de 1’autoxydation du pyrocatéchol en o-

benzoquinone (Palmer., 1963).

Toutes les expériences ont été réalisées trois fois.

11-B-4-Etude de la stabilité thermique de la PPO
L’activité résiduelle de la PPO a été évaluée apres incubation des tubes en verre de 1
mm d’épaisseur, contenant 2 ml d’extrait enzymatique brut pendant 10 minutes dans un

bain marie réglé a différentes températures comprises entre 30 et 90°C.

/ Y =0.001539 X + 0.03358
0.2
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Apres chauffage, les échantillons sont refroidis rapidement dans I'eau glacée et
I'activité enzymatique résiduelle est mesurée & pH 5.8 (tampon phosphate de sodium

0.05 M) et a 30°C, en présence de 80 mM de pyrocatéchol comme substrat.

Le pourcentage de l'activité résiduelle de la PPO est calculé par comparaison avec
I'enzyme non traité thermiquement (Dogan et al., 2005). L’activit¢ enzymatique

résiduelle a été calculée a partir de la formule suivante :

A
(ARY% = P 100
(A)
0
Ou (A)o est l'activité avant traitement thermique (activité de I’enzyme mesurée a 30°C)
et (A); est l'activité apres traitement thermique.

Toutes les expériences ont été realisées trois fois.

I1-B-5- Etude cinétique et thermodynamique de I’inactivation thermique

de la PPO

La cinétique d'inactivation thermique de la PPO a été étudiée par incubation des tubes a
hémolyse de 1 mm d’épaisseur, contenant 4 ml d’extrait enzymatique brut dans un bain
marie réglé aux différentes températures : 60°C, 65°C, 70°C et 75°C. Des prélevements de
0.5 ml ont été effectués a différents intervalles fixes de temps, refroidis et leurs activités

enzymatiques résiduelles ont été mesurées.

Les analyses des données cinétiques de 1’inactivation thermique de I’enzyme peuvent

étre décrites par la réaction d’ordre un (Rapeanu et al., 2006):
dA,
dt

Avec A est Iactivité résiduelle de ’enzyme a I’instant t et k est la constante cinétique de la

= —k.A,

réaction a une température étudiée.

Pour des facteurs extrinséque/intrinseques constants, dans le cas d’une réaction de premier

ordre, la cinétique peut étre décrite par I’équation suivante :
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In (:) = k.t
“20

Le constante de vitesse d'inactivation (k) est calculée a partir de I'équation de régression
linéaire suivante, (Anthon et Barrett., 2002 ; Rapeanu et al., 2006 ; Samborska, 2007) :

i) (oo
°9\a,) = .,_2.303)Xt

La valeur du temps de demi-vie (t12) de I’activité de I’enzyme est donnée par I’expression

suivante :

In(2)
L2 = Tk

La valeur D est le temps (min) nécessaire pour réduire 1’activité initiale a 90%. Elle est liée

avec les valeurs de k par I’équation suivante et mathématiquement exprimee par (Espachs
Barroso et al., 2006):

_In(10)
=—

La valeur Zr est ’augmentation de la température nécessaire pour une réduction de 90% de
la valeur D (paramétre de sensibilité a la température). Il suit I’équation (Gnangui et al.,

2009):

o3 (D_) N ( Z )
2

Avec T, et T, représentant respectivement la température la plus faible et la plus élevée, °C
ou °K.

D; et D, sont les valeurs de D aux températures faible et élevée en minute.

La loi d’ Arrhenius est souvent utilisée pour décrire la dépendance thermique des valeurs

de k, et elle est algébriqguement donnée par :

E
In(k) = In(ky) — =2
(k) = ko) = ==

Avec kg est la constant d’Arrhenius, Ea est I’énergie d’activation (kJ.mol™), R est la

constantes universelle des gaz parfaits (8.314 J.mol™.K™) et T est la température absolue.
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L’énergie d’activation peut €tre estimée a partir de la pente de I’analyse de régression
linéaire du logarithme naturel de la constante de vitesse en fonction de I’inverse de la

température absolue.

Les valeurs de 1’énergie d’activation (Ea) et la constante d’ Arrhenius (ko) permettent de
déterminer les différents parameétres thermodynamiques (Marin et al., 2003) comme la
variation de 1’enthalpie, de I’entropie et 1’énergie libre de Gibbs, AH, AS et AG,

respectivement, selon les expressions suivantes (Galani & Owusu Apenten, 1997).

AG = —R.T.In (%)

AH= E, —R.T

_ (AH - AG)
B T

AS

Avec Kg est la constant de Boltzmann (1.3806)10-23 J.K-1), hP est la constant de Planck
(6.6262)x103* J.s), T est la température absolue en Kelvin (K), et k la constante cinétique

d’inactivation thermique pour chaque température (s™).
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IV-1-Le pH optimal de I’activité de la PPO

La (Figure 11) représente le profil de 1’activité enzymatique relative en fonction du
pH de l'oxydation du pyrocatéchol par la PPO des dattes Deglet Nour qui a 1’aspect

d’une courbe en cloche.

L’activité de la PPO est maximale a pH 5.8 et de part et d’autre de cette valeur de pH
l‘activité enzymatique diminue progressivement. Cette diminution de 1’activité
enzymatique peut étre expliquée par les changements du degré d’ionisation du substrat
et/ou des résidus des acides aminés du site actif qui donnent naissance aux interactions

défavorables entre I’enzyme et son substrat.

100

80 -
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40

Activité enzymatique relative (%)
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Figure 11 : Représentation graphique de la variation de 1’activité enzymatique de la PPO des dattes
Deglet Nour en fonction du pH.

Nos résultats sont en accord avec ceux mentionnés dans la littérature. Hamdan
(1975) a initialement signalé que 1’activité de la PPO des dattes Deglet Nour d’Iraq est
optimale a pH 6.8. Hasegawa et Maier (1980) ont constaté que le pH optimal de la PPO
des dattes Deglet Nour d’ Amérique est compris entre 4.5-6.5.

Sachde et al. (1989) ont trouvés que le pH optimal de la PPO des dattes Deglet Nour

d’Iraq égale a 6.1. Les valeurs des pKa; et pKy, apparents sont respectivement 4.6 et 7.1.
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Lourengo et al. (1990) ont trouvé que les valeurs des pKs sont 4.6 et 6.7 de

I’oxydation de I’acide chlorogénique par la PPO de palme.

Park et al. (1980) ont remarqué que 1’activité de la PPO de la mangue est optimale

entre le pH 5.6 et 6 en présence de pyrocatéchol comme substrat.

Le pH optimal de I’activité PPO varie avec la source de I'enzyme de la méthode
d’extraction et d’une maniere générale du substrat utilisé (Luh et Phithalopol., 1972 ;
VVamos-Vigyaz0., 1981 ; Gouzi et Benmansour., 2007 ; Kolcuoglu et al., 2006). Le
type de tampon et la pureté de ’enzyme affectent aussi la valeur du pH optimal
(Vamos-Vigyéazo., 1981). Le pH optimal de la plupart des PPOs étudiées est entre pH 5
et 7 (Mayer et Harel, 1979).

IV-2- Etude de la stabilité thermique de la PPO

Les résultats de I’étude de la stabilité thermique de la PPO des dattes (Phoenix
dactylifera L.) sont représentés dans la (Figure 12). Apres 10 min de chauffage, une
augmentation non négligeable de 1’activité catécholase a été observée lorsque 1’enzyme
est traitée a 40°C pendant 10 min. Cet augmentation de 1’activité enzymatique peut étre
due a Dactivation par le choc thermique des formes d’enzyme liée ou latente.
L’activation thermique des PPOs latentes obtenues a partir d’avocat (Kahn., 1977), de
la pomme (Vamos-Vigyazé., 1981), de la mangue (Robinson et al., 1993), et de la

poire (Gauillard et Richard-Forget., 1997) a été mise en évidence.

Les températures supérieures a 50°C provoquent une diminution progressive de
I’activité enzymatique due d’une part aux changements de la structure secondaire,
tertiaire et quaternaire ou de la destruction du site actif de I'enzyme (Khatun et al.,
2001) d’autre part a la présence des formes multiples de la PPO dont certaines d’entre
eux sont extrémement thermolabiles Il est également probable que le chauffage doux
cause la dissociation de quelques formes oligomeéres de la PPO aux monomeres moins
actifs (Yemenicioglu., 2002).

Apres 10 min de traitement a 55, 65 et 70°C, Pactivité de la PPO est réduite par
15.34, 34.9 et 50 %, respectivement. Une activité catécholase résiduelle negligeable a

été mesurée lorsque ’enzyme est incubée a 80°C. L’enzyme est presque totalement
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dénaturée a 90°C. Par conséquent, il semble que la PPO des dattes Deglet Nour
d’Algérie est plus thermostable par rapport aux PPOs obtenues a partir de la fraise
(Fragaria ananassa) (Dalmadi et al., 2006), de la mangue (Mangifera indica L. CV.
“Tainong”) (Wang et al., 2007), du champignon de Paris (Agaricus bisporus) (Gouzi et
Benmansour., 2007), du raisin (Vitis vinifera ssp. sativa) (Rapeanu et al., 2005).

Sachde et al. (1989) ont trouvés que les PPOs obtenues a partir de deux variétes de
dattes de I’Iraq (Barhee et Zahdi ou Deglet Nour) sont moins stables a des températures
supérieures a 35°C, et sont complétement inactivées a 70°C, aprés incubation pendant
10 min. Par contre, Hasgawa et Maier (1980) ont constatés que la PPO de Deglet Nour
d’ Amérique retient son activité initiale aprés 10 min de traitement a 60°C, mais elle est

complétement inactivée apres incubation a 80°C.
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Figure 12 : Stabilité thermique de ’activité catécholase de I’extrait brut de la polyphénol oxydase des dattes
Deglet Nour (Phoenix dactylifera L.) aprés 10 min de traitement thermique. Le milieu réactionnel contient

80mM de pyrocatéchol dans 0.05 M de tampon phosphate de sodium a pH 7.0.
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IV-3- Etude cinétique et thermodynamique de P’inactivation thermique

de la polyphénol oxydase de Phoenix dactylifera L.

IVV-3-1- Etude cinétique
Les résultats observés de la cinétique d’inactivation thermique de la PPO des dattes

Deglet Nour d’Algérie ont eté ajustés par le modele biphasique proposé par Aymard et
Belarbi (2000) :

% = AL Exp[_KL t} + AR Exp{_HS t)
D

Avec :

Ar et A_: Représentent I’activité enzymatique résiduelle des deux fractions
résistante et labile respectivement ;

Ks et Ki(min™) : Représentent les constantes de vitesse d’inactivation de la réaction
du premier ordre des deux fractions résistante et labile respectivement ;

t (min) : temps de traitement thermique.

Selon les valeurs du coefficient de corrélation des courbes ainsi obtenues (R? 0.97-
0.99), le modele biphasique ajuste parfaitement les résultats observés de la cinétique
d'inactivation thermique de la PPO, ceci confirme la présence d'une fraction
thermostable et d'une fraction thermosensible de la PPO des dattes (Unal et Sener.,
2006; Polakovic et VVrabel., 1996 ; Padron et Lozano., 1975).

D’aprés la (Figure 13), on remarque que I’ampleur de la dénaturation de la PPO
augmente avec la température et le temps du traitement (Patnaik., 2002) et que

I’activité enzymatique diminue de maniere exponentielle avec le temps.

La PPO semble étre plus thermostable. Apres 1 heure de traitement thermique a
65°C, I’enzyme retienne 60% de son activité initiale. On assiste a une dénaturation
thermique appréciable de 1’enzyme qu’a partir de 70°C. Cependant, 1’activité
enzymatique résiduelle est environ 30% aprés 1 heure d’incubation de la PPO a cette

température.
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L’inactivation des enzymes est un processus chimique extrémement complexe qui
implique plusieurs phénoménes comprenant : I’agrégation, la dissociation en sous unité
et la denaturation (Ditchfield et al., 2006).

A des températures plus élevées D’activité catalytique d’une enzyme diminue
rapidement a cause de la destruction des liaisons non covalentes (van der Waals,
liaisons hydrogenes, interactions électrostatiques et hydrophobes) qui sont maintiennent
sa structure native de I’enzyme (Whitaker., 1994 ; Vieille et Zeikus., 2001).
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Figure 13 : Les graphes de I’inactivation thermique de I’extrait brut de la polyphénol oxydase de (Phoenix
dactylifera L) dans des températures comprises entre 60-75°C. Les conditions expérimentales sont : catéchol
80 mM, pH 5.8 (tampon acétate 0.05 M).
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Le (Tableau 3) regroupe les valeurs des différents parametres cinétiques estimés pour les
deux fractions de la PPO thermostable et thermolabile a partir de la représentation
graphique non linéaire de 1’équation (1) des données de la cinétique de 1’inactivation
thermique de la PPO trouvés entre 60 et 75°C et a pression atmosphérique (Rapeanu et
al., 2005 ; Dalmadi et al., 2006).

Tableau 3 : Les paramétres cinétiques estimés de 1’inactivation thermique de la polyphénol oxydase de

(Phoenix dactylifera L).

Température - ) _ )
¢0) L || Ke(min®) || De(min) || tae Ar Ds(min) | tup R

E.. =238.35 kJ/mol E.s=300.100 kJ/mol
ZT =9.31 ZT:737

On remarque d’aprés le (Tableau 3) que les valeurs de la constante de vitesse

d’inactivation (k) et D augmentent et diminuent respectivement avec 1’augmentation de
la température indiquant que la PPO s’inactive aux températures élevées (Gheibi et al.,

2006 ; Gnangui et al., 2009).

Le t;, et D sont deux parametres importants, utilisés souvent pour caractériser la

stabilité d’une enzyme (Unal et Sener., 2006 ; Marangoni., 2003).

La PPO des dattes est plus thermostable que les PPOs du champignon de Paris
(Agaricus bisporus) (ty, = 11.08 min; 60°C, ty» = 0.56 min; 70°C) mais moins
thermostable par rapport a la PPO obtenu a partir de 1’ananas (ty» = 79.67 min; 60°C,
t1» = 63.01 min; 70°C) (Chutintrasria et Noomhorm., 2006).
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La (Figure 14) représente le logarithme népérien de la constante de vitesse
d’inactivation thermique en fonction de l'inverse de la température absolue pour les

deux fractions thermolabile et thermostable de la PPO des dattes.

Les valeurs d’énergie d’inactivation estimées a partir de la pente des deux
graphiques d’Arrhenius pour la fraction thermolabile et thermostable sont
respectivement : E, = 238.35 kJ/mol et E;s = 300.1 kJ/mol. Ces deux valeurs d’énergie
d’activation sont différentes par rapport a celle trouvée par Sachde et al . (1989)
(112.86- KJ/mol, mais sont presque similaires par rapport a celles obtenues par Rapeanu
et al., (2005) pour la fraction thermolabile (285.5 kJ/mol) et thermostable (307.2
kJ/mol) de la PPO du raisin.

Des grandes valeurs d’énergie d’activation (Ea) reflétent une grande sensibilité de la
PPO au changement de la température (Weemaes et al., 1998; Sachde et al ., 1989 ;
Chutintrasri et Noomhorm., 2006 ; Unal et Sener., 2006). Par conséquent la PPO des
dattes est plus thermostable que les PPOs de champignon de Paris (208.37 kJ/mol)
(Araar et Ziani.,2009), du raisin blanc (Victoria, I’Afrique du sud) (221.5 kJ/mol)
(Rapeanu et al., 2006), et du raisin de table (Crimson Seedless) (295.5 kJ/mol) (Fortea
et al., 2009), mais moins thermostable par rapport aux PPOs de péche (502 kJ/mol)
(Chan et Yang., 1971) et de banane (413 kJ/mol) (Dimick et al., 1951).

La (Figure 15) montre le graphique du Log D et la température pour les deux
fractions de la PPO thermolabile et thermostable. La pente de ces courbes représente -
1/Z5.

Les valeurs Zt de la PPO de Deglet Nour d’Algérie ainsi calculées sont : Zt = 9.31°C

pour la fraction labile et Z+=7.37°C pour la fraction stable.

Les valeurs de Zt trouvées pour d’autres PPOs obtenu a partir des fruits sont comprises
entre 8.5 & 10.95°C (Unal et al., 2007 ; Rapeanu et Bulancea, 2005 ; Unal et Sener,
2006 ; Rapeanu et al., 2006 ; Strubi et al., 1975; Vamos-Vigyazo., 1981).

Les différences dans la cinétique d’inactivation de la PPO dans différent produits,
peut étre due a la différence de leurs composition, qui reflet leur variété et due aussi aux

conditions climatiques ou ils ont développes (Chutintrasri et Noomhorm., 2006).
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Figure 14 : Graphique d’Arrhenius de la vitesse d’inactivation thermique de la polyphénol oxydase des deux

fractions (stable et résistante) des dattes (Phoenix dactylifera L).
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Figure 15 : Représentation graphique de I’effet de la température sur la valeur-D de I’inactivation de

’activité polyphénol oxydase des deux fractions (stable et résistante) des dattes (Phoenix dactylifera L).

IV-3-2- Analyse thermodynamique
Dans toutes les températures testées, la valeur moyenne de AG pour les deux formes

sensible et résistante de la PPO de datte (Phoenix dactylifera L.) est presque similaire a une
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valeur de 98.95 et 109.59 kJ/mol, respectivement (Tableau 4). Toutes les valeurs de 4G
dans le (Tableau 4) sont en accord avec la valeur constante relative de 100 kJ/mol
caractéristique de la réaction de dénaturation d’une protéine (Busto et al., 1999; Yun et
al., 2007). La valeur 4G est directement liée a la stabilité de la protéine : une 4G élevée
indique une stabilité élevée de I’enzyme (Longo & Combes, 1999). Cependant, il peut étre
conclu que I’activité de la PPOs de datte est plus thermostable par rapport a I’activité de la

PPO

Les changements d’enthalpie (AH) et d’entropie (AS) des activités PPOs et PPO, de la
PPO de datte ont été calculées et les résultats sont présentés dans le (Tableau 4). Les
valeurs moyennes de AH de I’inactivation thermique de la PPO de datte sont 235.52 kJ/mol
pour la forme labile et 297.27 kJ/mol pour la forme résistante. Ces résultats suggérent que
la PPOs plus thermostable par rapport a I’activité de la PPO_, apparemment en raison de la
valeur élevée de AH pour I’inactivation (Gnangui et al., 2009). La valeur de AH value
trouvée dans cette étude est beaucoup élevée par rapport a celles reportées par Colak et al.
(2007) pour la PPO des champignons comestibles (Lepista nuda (13 kJ/mol), Hypholoma
fasciculare (36 kJ/mol) et Armillaria mellea (64 kJ/mol), par Duangmal et Owusu Apenten
(1999) pour la PPO de pomme de terre (98.02 kJ/mol), par Waliszewski et al. (2009) pour
la PPO d’haricot de vanille (89.24 kJ/mol) et par Mdluli (2005) pour la PPO de marula
(35.79 kJ/mol). La valeur AS trouvée dans cette étude pour I’activité catécholase est élevée
par rapport a celles trouvées pour les isoenzymes de la PPO du sagoutier (Metroxylon
sagu) (137.71-222.87 J/mol.K ; Onsa et al., 2011), mais relativement similaire par rapport
a celle de la PPO du champignon de Paris (Agaricus bisporus) (382.06 J/mol.K; Gouzi et
al., 2012).

Tableau 4 : Les paramétres thermodynamique de I’inactivation thermique de I’extrait brut de la PPO de

datte Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) a différentes températures.
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Chapitre IV : Résultats et discussion




Conclusion

Le travail que nous avons entrepris dans le cadre de ce mémoire s’est focalisé d’une part
sur I’étude cinétique de I’inactivation thermique de la PPO de datte et d’autre part de

déterminer les parameétres thermodynamiques de cette enzyme.

Le traitement thermique de 1’extrait aqueux de datte aux températures comprises entre
60°C et 75°C montre que I’activité de la PPO dépend non seulement de la température du
q

milieu mais dépend également du temps d'incubation de I'enzyme.

Les résultats cinétiques de I’inactivation thermique de la PPO pourront étre décrits
correctement par un modéle cinétique biphasique. Ce comportement cinétique est di a la
présence d’une fraction d’enzyme thermostable et d’une fraction d’enzyme non

thermostable.

Les paramétres thermodynamiques suggerent que la PPO dans I’extrait aqueux de datte
est structurellement robuste puisque le processus d’inactivation est principalement

entropique.

Un traitement thermique efficace pourra réduire I’activité¢ de la PPO et par conséquent

le brunissement enzymatique des dattes.

En perspectives, il serait envisageable de réaliser le traitement thermique de I’enzyme

avec d’autres méthodes physiques par exemples la pression, les ultrasons ou I’irradiation

UVv.
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Résumé

La cinétique et la thermodynamique de 1’inactivation thermique de la polyphénol oxydase (PPO) dans 1’extrait
aqueux des dattes d’Algérie Deglet nour (Phoenix dactylifiera L.) ont été étudiées, utilisant le catéchol comme
substrat. L’inactivation thermique de la PPO a été examinée avec plus de détails entre 60 et 75°C and fonction du
temps de traitement.

L’étude cinétique montre que ’inactivation thermique de la PPO de datte suit un model cinétique biphasique,
avec les valeurs du paramétre Z et d’énergie d’activation de 9.31°C et 238.35 kJ/mol pour la fraction labile et 7.37°C
et 300.1 kJ/mol pour la fraction stable. Les paramétres thermodynamiques suggérent que la PPO dans I’extrait
aqueux de datte est structurellement robuste puisque le processus d’inactivation est principalement entropique.

L’inactivation thermique de I’activité PPO pourrait étre trés utile pour contrdler le brunissement enzymatique des
dattes.

Mots clés : Deglet nour Phoenix dactylifera L., inactivation thermique, cinétique, thermodynamique.
Abstract

The kinetics and thermodynamics of the thermal inactivation of polyphenol oxidase (PPO) in an aqueous extract
from Algerian date Deglet nour (Phoenix dactylifera L.) was studied, using catechol as a substrate. Thermal
inactivation of PPO was examined in more detail between 60 and 75°C in relation to exposure time.

Kinetic studies showed that the thermal inactivation of date PPO followed biphasic kinetics, resulting in
activation energy and Z values of 238.35 kJ/mol and 9.31°C for the labile fraction and 7.37°C and 300.1 kJ/mol for
the stable fraction. Calculated thermodynamic parameters suggest that the PPO in aqueous extract from date is a
structurally robust yet temperature-sensitive biocatalyst whose inactivation process is mainly entropy-driven. These
properties may reflect the adaptation to desert conditions where date Deglet nour grows. . The thermal inactivation of
PPO activity could be very useful for enzymatic browning controlling of the dates.

Keywords: Deglet nour Phoenix dactylifera L., thermal inactivation, kinetics, thermodynamics

il

D8 Ay Sl ) saill Sl paliiudl 3 (PPO) <Y sl aaatie S el (g ) jall Jelanill (5 ) jall clialinall 5 48 s Al 3 Cua
Bula (a0 Ul PPO JU gl all Jadaatll Aladall dd jall 358 S J S8l aladiuly casyy  (Phoenix dactylifiera L)
Al pall (e 3 Al 3 530 A2 75560
9.31 (3o Juniil) 48l 5 7 jualinll o aa ¢ shall A S jall 23 saill atiy ¢ il PPO J sl padl dadasil) G 48 pall Al jall i
e e all J e/ dsa 1S 300.1 5450 4n 53 7.37 5 sl Jl&l) ¢ all Jge / Jon 5US 238,355 43 5% 4 )0
Al oa Ll Qoo Alee (0 paill el Galiiondl 3 LIS (5 58 PPO o (sl sl aliall o el
osaill e 33y 0 sl e b ylaall las v 5 o 0Sa PPO L (5 ) sl Jalawill
Aol Al Akl A8 ) sl sl dubaaill | Phoenix dactylifera L s 438 dzalidal) cilalsl)






