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Résumé

Dans ce travail ,la polyphénol oxydase a été extraite a partir de truffe du désert Terfezia
Leonis Tul avec un tampon phosphate(pH7-0.05M) contenant 2% de sodium dodecyl
sulfate(SDS),’activité catecholasique a ét¢ mesuré par spectrophotometrie en présence de
trois substrats phénoliques qui sont :le catéchol(410nm) ,le pyrogallol(420nm), et le 4-
méthylcatéchol(400nm),l’utilisation de SDS a augmenté ’activité ainsi que la quantité¢ de
protéiné dosées par la méthode de Lowry en utilisant également le spectrophotometre a 760
nm(8.775g/1 en présence de SDS ; et 2,72 g/l en absence)

L’étude de la stabilité thermique a montré que La polyphénol oxydase est relativement
thermostable jusqu’au 60C° au dela de cette température ’enzyme est inactivée, de plus
I’effet du pH sur les paramétres cinétiques a été également discutée, un pH optimale vis-a-vis
des paramétres cinétiques pour chaque substrat est obtenu catéchol(pH=7,V.x=99,8 Abs/min
-Kn=5,7),pyrogallol(pH=5.3;V 1ax=606,4 Abs/min-Km=19,4,4-méthylcatechol(pH=5,Vmax=71,5
Abs/min -Km=0,8873).

L’étude de l'effet du pH sur les parametres cinétiques de ’activité catécholase montre
I’existence de deux acides aminés qui sont probablement I’histidine, et ’acide glutamique,
dont les valeurs de pK trouvés sont les suivantes :( pyrogallol (5,6-7.6).4-méthylcatéchol

(5-6.5 ),catéchol : quatre valeurs ont été trouvés a ’existence de deux isoenzyme
(4.6 :56:6.6:7.3)

D’apres, une comparaison entre les deux activités de la polyphenol oxidase de Terfezia
leonis Tul(activité catécholase et cresolase) en basant sur les valeurs de pKA des deux
groupements ionisables ,on peut suggérer que les deux activités sont effectué¢ par une seule

enzyme.

Mots-clés: Truffes, Terfezia leonis Tulpolyphénol oxydase, I'extraction, les

caractéristiques optimales, 'activité enzymatique, mécanisme catalytique.
2 2



Abstract

In this work the polyphenol oxidase (EC 1.10.1.3) was extracted from the desert truftle
Terfezia Leonis Tul with phosphate buffer (pH 7, 0.05M) containing 2% of sodium dodecyl
sulfate (SDS), the catecholase activity was measured by spectrophotometry in the presence of
three phenolic substrate: (catechol,410nm), pyrogallol(420nm), and (4-methylcatechol,400)
,the use of SDS increases the activity as well as the amount of protein assayed by the method
of Lowry using also the spectrophotometer at 760 nm (8.775g / 1 with SDS, and 2,72g / 1
without it)

The Polyphenol oxidase was founded relatively thermostable into 60C° beyond this
temperature the enzyme is inactivated, also the effect of pH on kinetic parameters is
discussed, a pH optimum vis-a-vis of the kinetic parameters for each substrate is obtained:

Catéchol (pH = 7,;Vmax =99,8 Abs/min; Km =5,7.b),pyrogallol,(pH =7, Vmax = 66,4
Abs/min;; Km =1.9) 4-methylcatechol; pH = 4.6, Vmax = 71,5Abs/min; Km =0.8873).

The study of the effect of pH on the kinetic parametres of catecholase activity shows the
existence of two amino acids that are probably histidine, and glutamic acid, Whose values of
pK are: pyrogallol (5.6-7.6),4-Methylcatechol (5-6.5),catechol:four values were founded wich
can be explain by existence of two isoenzyme (4.6-5.6-6.6-7.3)

Finally, a comparison between the two activities of polyphenol oxidase of Terfezia leonis
Tul (catécholase and cresolase activity) basing on the values of pKA of the two ionizable

groups ,led us to suggest that both activity is provided by the same enzyme.

Keywords: Truffles, Terfezia leonis Tul, polyphenol oxidase, extraction,optimal

characteristics , enzyme activity, catalytic mechanism.
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Introduction géneérale



Introducti n générale

Les truffes sont des champignons du désert qui comprennent plusieurs espéces des genres
Picoa, Balsamia, Tuber, Tirmania et Terfezia, dont le distribution est limitée aux conditions
semi-arides et arides (Honrubia et al,1992). Les truffes produisent des fructifications
souterraines et qui €tablissent souvent une symbiose ectomycorhizienne avec les racines de la
plante hote du genre Helianthemum spp. (Lanfranco et al.,1995;Martin et al.,1995;Maser et
al.,2008; Read.,1995;Smith et Read.,200 Trappe et Jumpponen.,1995 ;Trappe et
Claridge.,2010 ;Al-Laith.,2010).

Par rapport a la plus part des fruits et légumes, les truffes ont une durée de conservation
tres courte. Elles perdent leurs valeurs commerciales et leurs qualités nutritionnelles en
quelques jours en raison de la sénescence, la perte d’eau, l’attaque microbienne et le
brunissement (Whitaker et Lee.,1995; Jolivet et a/.,1998 ; Njagi et al.,2010). Ce dernier est le
plus souvent une réaction indésirable, responsable du changement de la couleur, de I'odeur et
du gott désagréable du champignon (Varoquaux.,1978 ; Martinez et Whitaker.,1995 ;Aldo et
al., 2011).

La prévention de cette réaction constitue 1’'un des principaux défis pour les scientifiques
traitant la conservation des produits alimentaires (Matheis., 1987 ;Gouzi et a/.,2010).

Le brunissement enzymatique est li¢ a ’existence de la polyphénol oxydase (PPO) dans les
fruits et légumes (Espin et al/,1996, Montereali et al,2010). En présence de I’oxygene
moléculaire, cette enzyme catalyse deux réactions bien distinctes : 1'o-hydroxylation des
monophénols en o-diphénols (activité crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et I’oxydation des o-
diphénols en o-quinones (activité catécholase) (EC 1. 10. 3. 2) qui se polymérisent pour
former un pigment brun, rouge ou noir (Gouzi et Benmansour., 2007).

Les PPOs ont été treés bien étudiées a partir de diverses sources telles que la pomme
(Rocha et a/., 1998), l'artichaut (Espin et a/,1997), le raisin (Sanchez-Ferrer et al.,1988),
I’aubergine (Dogan et al., 2002), le murier (Arslan et a/., 2004), le litchi (Jiang.,2000), la
banane (Cano et a/., 1997), la crevette (Montero et al., 2001), le homard (Williams et al.,
2003) et le chapignons de Paris (Agaricus bisporus) (Gouzi et Benmansour.,2007).Par contre,
peu d’études ont été réalisées sur la PPO des truffes (Choucha et Zaroual.,2009 ;Benmbarek et
Chabher., 2011).

Le mécanisme de la réaction d’oxydation des composés phénoliques par la PPO a été
élucidé par Lerch.,(1995) et Sanchez-Ferrer et a/,(1995), qui montrent l'importance de

'enzyme dans la mélanogénese.



Durants les décennies passées, plusieurs rapports sur le mécanisme d'action de la PPO ont
été publiés (Himmelwright et al,1980 ;Solomon et al,1996;Van Gelder et al, 1997;
Klabunde et al, 1998 ;Eicken et a/.,1999 ;Decker et Jaenicke.,2004 ;Decker.,2005, Tuncagil et
al.,2009;Tan et al.,2010), bien que la nature des acides aminés du site actif d’enzyme n’a pas
était discutée (Himmelwright et a/,1980,Solomon et al,1996 ;Van Gelder et al.,1997,
Klabunde et al.,1998 ;Eicken et al.,1999; Decker et Jaenicke., 2004 ;Decker.,2005),

Dans la littérature peu d’articles discutent le mécanisme catalytique notamment celui de
I"activité catécholase en relation avec les parametres cinétiques. Par conséquent, ce présent
travail est consacré pour étudier approfondiment le mécanisme catalytique de [’activité
catécholase de la PPO de 7erfezia leonis en utilisant différents substrats phénoliques.

Ainsi, notre travail présenté en quartes chapitres est s€équencé comme suit.

Le premier chapitre concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur la
PPO. Dans le deuxieme chapitre, nous mettrons en évidences les procédures expérimentales..

Le troisiéme chapitre est consacré a une discussion des résultats expérimentaux conduits
lors de cette these en se basant beaucoup plus sur ’effet de pH sur Iactivité enzymatique en
présence de trois substrats fréquemment utilisés avec la polyphénol oxydase :le pyrogallol, le
catéchol et le 4-méthylcatéchol (Jiang et al., 1997, Adamski et al.,2010).

Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des

études ultérieures sur la PPO, sont regroupées dans le dernier chapitre.



Chapitre 1.
Syntheése bibliographique



Chapitrel.Synthése bibliographique
1.1 Polyphénol oxydase

1.1.1 Historique

La polyphénol oxydase a été découverte pour la premiére fois en 1856 par Schoenbein
dans le champignon Boletus luciferus. 11 a noté que I’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 premiere étude sérieuse de cette enzyme a été établie par Keilin et Man .,(1938) et
Kubowitz .,(1938), qui ont montré la présence du cuivre au niveau du site actif et également
I’existence des similitudes avec 1'hémocyanine. 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).

1.1.2 Définition, réactions et nomenclature

1.1.2.1 Définition

Le terme PPO est habituellement adopté pour les enzymes d’origine animale et humaine, et
se rapporte au substrat ‘typique’, tyrosine qui €tait 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).

1.1.2.2Nomenclature

La PPO est un nom générique pour un groupe d'enzymes capable de produire plusieurs o-
quinones en présence des substrats phénoliques (Mathew et Parpia .,1971; Whitaker., 1994).

Cette enzyme refleéte généralement la capacité a utiliser différents composés phénoliques
comme substrats. Ainsi, les phénols ou les catéchols peuvent étre des substrats pour I'enzyme,
et les produits de réaction obtenus sont généralement des o-quinones dans les deux cas.

Les noms «PPO», «phénol oxydase» et «polyphénolase» sont aussi généralement
employés interchangeablement avec « la polyphénol oxydase » (Zawistowski et al,1991 ;
Burton., 1994 ; Rivas et Whitaker.,1973).

1.1.2.3Reactions
La PPO accomplit I’o-hydroxylation des monophénols (activité monophénolase) et

l'oxydation des o-diphénols en o-quinones (I'activité diphénolase) avec I'oxygene comme



oxydant primaire (Mason.,1957; Mayer et Harl.,1979; Kahn et Pomerantz.,1980; Vamos-
Vigyazo.,1981; Janovitz et al., 1990, Zawistowski et al., 1991).

L'activité monophénolase (EC 1.14.18.1), également appelée hydroxylase ou crésolase, est
toujours couplée a l'activité diphénolase (EC 1.10.3.1), catécholase ou oxydase.

Toutefois, l'activité diphénolase n'est pas toujours précédée par l'activité hydroxylase
(Rodriguez-Lopez et al., 1992;Whitaker.,1994).

La laccase (p-diphenol: oxygene oxydoréductase, EC 1.10.3.2) est un autre type de
polyphénol oxydase ,présente dans certains végétaux supérieures (Robinson et al., 1993).

Ces deux réactions utilisent I’oxygeéne moléculaire comme co-substrat. Lorsque ces deux
activités enzymatiques sont simultanément observées dans les plantes, le ratio activité
monophénoloxydase sur phénoloxydase est généralement de 1/10 et peut aller jusqu’a
1/40 (Nicolas et al.,1994).

1.1.2.3.1L'activité monophénolase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent 1’hydroxylation des
monophénols en o-diphénols.

Cette enzyme est également appelée PPO car la L-tyrosine est le substrat monophénolique
majeur dans le régne 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), et un peu
plus récemment dans la pomme (Nicolas et al., 1994).

1.1.2.3.2 Activité catéchol oxydase (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 catéchol
oxydase.Cette derniére a ¢té 1’objet de nombreuses recherches en raison de son haut
pouvoir catalytique dont découle la formation des quinones puis la production des
polymeres bruns appelés mélanoidines comme le montrent les figures (1) et (2).

Oy

&

S

diphénaloxydase

Figure 1 :Formation des quinones catalysée par la diphénoloxydase en présence d’oxygene.

( Lerner, 1953).
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1.1.2.3.3La 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, génére la formation
d’une radicale semi-quinone et s’accompagne par la réduction de I’oxygeéne en eau par un
mécanisme dit ping-pong (Reinhammar et Malmstrom.,1981). Les laccases sont présentes
dans de nombreux champignons phytopathogénes et dans certaines plantes. On ne les trouve

pas dans les fruits et légumes, a 'exception des péches (Harel et al., 1970) et les abricots

(Dijkstra et Walker,1991).

Nous pouvons distinguer les o- des p- diphénoloxydases en fonction de leur spécificité de

substrat et/ou d’inhibiteur. Un taux d’oxydation différent pour le cuivre du site actif, ainsi que
des différences dans les mécanismes réactionnels de catalyse enzymatique, peuvent en partie

expliquer les taux d’inhibition différents de ces deux enzymes pour le méme inhibiteur.

(Keilin et Mann.,1940).

Un résumé de ces différentes activités de PPO est présenté dans la Figure 3
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Figure 3 :Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphénoloxydases.

1.1.3 Source, localisation et role physiologique

1.1.3.1 Source et localisation

La distribution de la PPO dans les différentes parties des fruits et légumes et le rapport de
I’enzyme liée sur I’enzyme soluble peuvent étre considérablement inégales.

Le niveau de I'activité de la PPO dans les plantes dépend de l'espece, du cultivar, de la
maturité, de 1'dge et le stockage et peut chuter jusqu’a des niveaux négligeables dans certains
cas. L’activit¢ PPO est trés basse dans les jeunes plantes, souvent indétectable (Mayer et
Harel.,1991).

Beaucoup de chercheurs se sont intéressés par les PPOs de diverses sources telles que : les
truffes (Miranda et al,1992.,1996 ;Perez-Gilabert et a/,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)’artichaut (Ziyan et
Pekyardimc.,2003), la poire (Ziyan et Pekyardimci.,2004), la péche (Wong et a/.,1971),
I’abricot ( Chevalier et a/.,1999), les feuilles de tabac (Shi et a/.,2001) et le cerise ( Kumar et
al.,2008). la pomme (Harel et a/.,1964;Barrett et al., 1991;Yemenicioglu et al., 1997).

La localisation subcellulaire attribue a la PPO une fonction physiologique (Mayer et
Harel., 1979), l'emplacement de la PPO a toujours été d'un intérét particulier pour les
chercheurs dans le domaine agro-alimentaire.

La PPO se trouve dans une variété de fractions subcellulaires telles que les peroxysomes,
les mitochondries et les microsomes (Harel et al, 1964 ;Shomer et al, 1979, Mayer et
Harel.,1979; Martinez et al.,1989).

Chez les plantes saines, la PPO est majoritairement présente dans les plastides., alors

qu’elle est libérée dans le cytoplasme des fruits murs ou endommagés

7



(Anderson.,1968;Vaughn et Duke., 1984 ; Mayer et Harel.,1979 ; Zawistowski et al., 1991.
Whitaker et Lee., 1995).

Chez les mammiferes, elle est localisée dans les mélanocytes de la rétine et de la peau

(Claus et Decker., 2006).
1.1.3.2 Réle physiologique

La localisation spécifique des formes actives des PPO laisse supposer que cette enzyme
intervient directement dans la photosyntheése et/ou dans la régulation de la concentration
en oxygeéne 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 feve (Vicia faba).

Dans les plantes, les PPO jouent également 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 hypotheses sont émises.

La PPO est impliquée dans divers processus tels que, la pigmentation des vertébrés et
mammiferes, ainsi que le brunissement des fruits et des légumes (Whitaker.,1995;Fenoll et
al., 2004).

Chez les insectes, la PPO est impliquée dans la sclérotisation de l'exosquelette et aussi,
dans la protection contre d'autres organismes par leur encapsulation dans la mélanine(Steffens
et al,1998).

Par son activité hydroxylase,cette enzyme participe également dans la biosynthese des
composés phénoliques(Vamos-Vigyazo.,1981;Vaughn et Duke.,1984;Zawistowski et al.,
1991).

1.1.4 Structure moléculaire et site actif

En général, le poids moléculaire de PPO varie considérablement d'une source a une autre,
les PPO de nombreuse sources végétales ont des masses moléculaires de 32 a plus de 200
kDa,
al.,1991;Steffens et a/,1994;. Fraignier et al.,1995;Van Gelder et al.,1997;Yang et al., 2000).

essentiellement dans l'intervalle de 35-70 kDa (Flurkey.,1986; Sherman et

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

oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel.,1991;Turner.,1974).



La structure cristalline de la PPO Streptomyces castaneoglobisporus a été récemment
résolu (Matoba.,2006) , sa similitude avec les structures cristallines de la catéchol-oxydase de
Ipomoea batatas (Klabunde.,1998)et 'hémocyanine de FEnteroctopus dofleini (Cuff.,1998) a
soutenu la théorie d’un mécanisme catalytique identique entre ces dernieres
enzymes(Matoba.,2006; Dawson et Magee.,2006 ;Marusek.,2006).

Les caractéristiques des différents PPOs fongiques, en particulier les enzymes d’Agaricus
bisporus (Wichers.,1996)et Neurospora crassa (Lerch.,1983), ont été étudiés en détail,La
PPO fongique d’Agaricus bisporus(Wichers,1996 ;Nakamura et al,1966 ;Robb et
Gutteridge,. 1981 ;Gouzi et Benmansour.,2007) est composé de deux sous-unités monomeres
(Wichers et al.,1996).

La structure secondaire de la PPO est principalement a- hélicoidale et le cceur de ’enzyme
est constitué de quatre hélices a (02, a3, a6 et a7), (Jolivet et al,1998 ;Ros et
al.,1994;Decker et Terwilliger.,2000;Eicken et al,1999;Haghbeen et al,2004;Claus et
Decker., 2006).

Le paquet hélicoidal est adapté au centre catalytique binucleaire du cuivre. Il est entouré
par les hélices,al et a4, et de plusieurs coudes . Deux ponts disulfures (Cys 11-Cys 28 et
Cys 27-Cys 89) aident a ancrer la région N-terminale riche en boucle (résidus 1-50), a
I’hélice a2 (Figure 4). La paire de 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 I’His
88, His 109, et I’His 118. L’His 88 est situés au milieu de I’hélice a2, tandis que 'His 109 et
His 118, sont au début et au milieu de I’hélice a3. Le second cuivre, CuB, est coordonné par
I’His 240, His 244 et I’His 274. Ces résidus d’histidines, sont localisés au milieu 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 l'oxygéne moléculaire et ses substrats phénoliques (Figure 6) (Van Gelder et

al,. 1997).



Figure 4: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés
par le type d'atome : carbone : gris, 'azote : bleu, soufre : jaune, oxygene : rouge,

cuivre : cyan (Eicken et a/,1999).

FigureS: 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’oxygene en rouge (Decker.,2005).
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Figure 6: Vue a Dlintérieure du site actif
d’hémocyanine de Limulus polyphemus. Les atomes
de cuivre (marron clair), oxygéne (rouge), histidines
lies a I'atome CuA (bleu clair), histidines liées a
I’atome CuB (bleu foncé) (Decker et Jaenicke., 2004).



1.1.5 Extraction

Trois problemes doivent étre considérés avant d’extraire la PPO a partir du matériel
végétal : (1)la latence, (2) la solubilisation de l'activité lie a la cellule et (3) la prévention de
l'oxydation enzymatique des phénols endogenes et par conséquent la précipitation de la
protéine enzymatique par les polymeéres (Vamos-Vigyazé.,1981).

La PPO peut exister,sous une forme active et/ou une forme latente , cependant les

méthodes utilisées pour extraire les enzymes différent en fonction de cet état(Mayer et
Harel.,1979)

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

La précipitation peut avoir lieu lors de l’association de pigments avec la protéine
enzymatique ce qui lui rend rendre insoluble et inactive(Vigyazo Vamos.,1981).

Les protocoles d'extractions de ces enzymes s’ orientent généralement vers une méthode
efficace et économiquement viable qui répond a certaines exigences, différentes méthodes ont
été développées a cette fin, telles que les poudres d'acétone, de sulfate d'ammonium,des sels,
des polymeres insolubles et des détergents (Weselake et Jain.,1992).

Parfois cette extraction implique des agents tels que la polyvinylpyrrolidone (PVP),le
polyéthyléne glycol (PEG) ou de l'acide ascorbique pour d’une part éliminer les polyphénols,
et d’autre part pour empécher l'accumulation des produits d'oxydation des polyphénols
(Gonzalez et al.,2000;Weemaes et al.,1998).

1.1.6 Méthodes de détermination des activités monophénolase et diphénolase

La Détermination de l'activit¢ PPO est essentielle pour identifier ses propriétés
biochimiques et sa fonction et, également, pour prévenir la dégradation des cultures agricoles.

Un certain nombre de méthodes quantitatives disponibles pour évaluer l'activité de PPO

sont regroupées dans le Tableau 1.

11



Tableau 1 : les différentes techniques utilisées pour mesurer ’activité de la PPO.

Meéthode Principe

Manometrique Mesure de la consommation de I’oxygene
(Harel et a/.,1964 ;Mayer et al.,1966).

Polarographique Mesure de la consommation de I’oxygene
avec un électrode d’oxygene (Harel et
al,. 1964 ;Mayer et al.,1966)

Chronometrique Détermination de temps quand la premiere
Activté diphénolase couleur apparue en présence de l’acide
ascorbique (Mayer et al.,1966).

Spectrophotometrique ~ Mesure de I’absorbance de produit entre
400 et 500 nm (Mayer et a/.,1966).

Spectrophotometrie  Mesure de la formation de o-diphénol a
L 280 nm et/ou la formation de quinone a
Activite 400-500 nm(Sanchez-Ferrar et al.,1988).
monophenolase Radioactivité Mesure de taux d'incorporation de tritium
dans le produit (Pomantez.,1966 ;kahn et
Pormentez .,1988).

La vitesse initiale de la réaction est linéaire pour une courte période seulement. Cela peut
étre di non seulement a la liaison irréversible des produits oxydés au site actif de la PPO dans
la réaction de Michael (Wood et Ingraham.,1965), mais aussi a l'inactivation d’une réaction
rapide, dite inactivation suicide (Whitaker.,1994.,1995),Celle-ci est considérée produite a la
suite de la réaction des radicaux libres de 1'o-semibenzoquinone.

Le dosage d'activité enzymatique ne peut pas étre utilisé pour différencier les isofomes de
PPO ou pour identifier les formes d'enzyme latentes sans amorcage avec des activateurs
(Lanker et al.,1987),1’¢lectrophorése peut étre utilisée pour la détection et la comparaison des
isofomes actifs de PPO a partir d'une source ou entre plusieurs sources(Angleton et
Flurkey,1984;Lax et al,1984;Watson et Flurkey.,1986; Barrett et al,1991;Fraignier et
al.,1995; Marques et a/.,1995; Shin et al.,1997).

Des approches Immunologique peuvent identifier distinctement la protéine PPO en
donnant un aper¢u supplémentaire sur la détection des ces isoformes,ainsi que dans le cas des

formes inactives et/ou latente des enzymes (Lieberei et al,1981;King et Flurkey., 1987,
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Lanker et al,1987;Fraignier et al,1995;Marques et al,1995;Murata et a/.,1995;Shin et al,
1997).

D’autres techniques plus sophistiquées impliquent le dosage quantitatif des protons libérés
lors de la conversion enzymatique de la L-3,4-dihydroxyphénylalanine(DOPA)au
Dopachrome (Solano et a/,1985), également la détection spécifique de certains produits de la
réaction, en utilisant un appareil approprié proprement équipé d'un détecteur électrochimique
comme Hplc est applicable(Li et al,1990).En outre, I'o-quinone résultant de la réaction
enzymatique peut étre piégé au moyen d'un agent de couplage nucléophile, et le produit
d'addition stable formé, peut étre déterminé par photométrie (Gauillard et al.,1993)

1.1.7 Spécificité de la réaction

L’activité diphénolase du PPO est généralement la plus répandue dans les plante, quand les
deux activités monophenolase et diphenolase sont présentes, le rapport de l'activité
monophenolase a celle de I'activité diphenolase varie de 1: 10 a 1:40 selon les sources
végétales (Vamos-Vigyazo,1981;Perez et Carmona.,2000).

Il a été montré que l’activité catécholase latente de PPO de féve n'a pu étre détectée
qu’apres activation par SDS (Sanchez-Ferrer et al,1990;Jimenez et Garcia-
Carmona.,1996),également ,Laveda et al,(2001) a signalé que l'activité monophénolase de
PPO de péche est activée par la trypsine,Alternativement, 1’activité monophénolase peut
nécessiter différentes conditions de dosage optimales que l'activité diphénolase (Sanchez-
Ferrer et al.,1988.,1989a;Perez- et Carmona.,2000).

1.1.8 Spécificité de substrat

Les composés phénoliques sont des substrats primaires de PPO,les types et les
concentrations relatives des phénols naturels varient considérablement pour les différentes
sources végétales. Par exemple, la catéchine est un composé phénolique majeur trouvé dans
les raisins (Jaworski et Lee,1987), et le thé (Ullah,1991), tandis que 1'acide chlorogénique est
dans la pomme (Murata et a/,1995), la pomme de terre (Sanchez-Ferrer et a/,1993b), tournesol
(Raymond et a/,1993),

Yang et a/.(2000) et Sojo et a/.(1998a) ont signalé que le brunissement enzymatique dans
la pulpe de banane est causé par l'oxydation du composé phénolique, la dopamine, en
présence de substrats endogéne.

1.1.8.1 Catéchol

Le catéchol, également connu sous le nom pyrocatéchol ou 1,2-dihydroxybenzene, est un
composé organique avec la formule brute Cs H4(OH),,il a été isolé en 1839 par H.Reinsch par

distillation de catéchine (dans le jus de Mimosa cachou) (VonEuler et a/, 1955).
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C’est un hydroxyphénol présent dans I’alimentation en tant que constituants de fruits, thé,
café et vin (Moridni et a/,2001a,b), et qui présente des effets bénéfiques pour la santé y
compris des effet anti-tumorale,anti-virales,anti-bactérienne,cardio-proective,(RiceEvans et
al., 1996 ;Galati et a/., 2000).

Les hydroxyphénols sont auto-oxydables en milieu aqueux et forment des radicaux
hautement réactifs en présence de métaux tels que le fer et le cuivre (SaidAhmad et a/.,1992).
En outre, ils peuvent agir en tant que substrats pour les peroxydases, la tyrosinase et

cytochromeP450(Moridini et a/.,2001(a).,(b), Metodiewa et a./,1999 ;Galati.,2001)
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Figure 7: Structure des catéchols (Majid et a/.,2004).
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1.1.9 Effet du pH

Le changement de I’ionisation des groupes prototropiques dans le site actif d'une enzyme a
pH acide et alcalin peut empécher son fonctionnement correct en modifiant la liaison de
substrats, et / ou de catalyse de la réaction, de plus, la dénaturation irréversible de la protéine
et / ou une réduction de la stabilité¢ de substrat en fonction du pH peut également aftecter
l'activité catalytique de I’enzyme (Segel.,1976; Tipton et Dixon.,1983; Whitaker.,1994).

Le pH optimum de la PPO varie largement avec la source végétale, mais il est
généralement dans la gamme de 4,0 a 8,0 (Tableau 2),1l est influencé par un certain nombre de
facteurs expérimentaux tels que les méthodes d'extraction, de la température, la nature du
substrat phénolique et systéeme de tampons utilisé au cours d’élimination (Whitaker.,1994).

Les isoformes de PPO présents dans un extrait de plante peuvent également présenter
différents pH optimum (Harel et al, 1964.,1965;Wong et al.,1971;Saluja et Sachar.,1982;
Park et Luh.,1985; Oba et a/., 1992; Marques et al.,1995;Nozue et al.,1998).

L'effet marqué de méthodes d'extraction sur le pH optimum de la PPO de fruit de I'olivier a
été démontré par Ben-Shalom et a/,(1977),L’extrait de PPO d'olive sans aucun processus de
purification présente un pH optimum large entre pH 5,5 et 7,5, tandis que la PPO purifiée a
partir d'une poudre d'acétone d'olive a un pH optimum de 4,5 unique.

La nature du substrat utilis¢ dans le dosage de l'activité est un autre facteur qui a une
influence significative sur le pH optimum de I'enzyme. Par exemple, la PPO de feuilles de thé
présente une activité maximale a pH 5,7 avec le pyrogallol, mais un pH de 5,0 avec le 4-
méthylcatéchol (Tableau 2).

La dépendance de pH avec le substrat existe aussi dans la PPO de rose de chien(Sakiroglu
et al,1996),graines de haricot (Paul et Gowda ,2000) et la fraise(Wesche-Ebeling et
Montgomery .,1990).

Cette variation pourrait étre expliquée par les différences dans la capacité de liaison de
substrats dans le site actif dans des conditions acides ou alcalines (Tipton et Dixon.,1983;
Whitaker.,1994).

Le pH optimum pour l'activit¢ maximale de la PPO est également exposé¢ a des
changements lorsqu'il est testé en présence d’un détergent, le comportement de la PPO de
pomme en fonction de pH est modifie en présence de SDS,quel que soit le substrat, l'activité
de la PPO de pomme est inhibée a un pH acide et activé a un pH supérieur a 5,0, en présence
de 3,5 mM SDS (Marques et al.,1995).

Le pH optimum de l'enzyme est également passé de basse a une valeur de pH plus élevée

pour différents substrats, cela semble également étre le cas pour les fruits de Prunus (Fraignier
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et al,1995),la péche (Laveda et al.,2000), fraise(Serradell et a./,2000) et la féve (Moore et

Flurkey.,1990;Jimenez et Garcia-Carmona.,1996) , ou la SDS provoque un changement dans

le pH optimum de 1'enzyme menant a des valeurs de pH supérieures .

La différence de profils de pH de la forme latente de PPO en présence d’un tel détergent a

¢été attribuée au déplacement de la sensibilité de pKs de l'enzyme induit par l'interaction

avec des molécules SDS chargées négativement (Jimenez et Garcia-Carmona.,1996; Espin et

Wichers 1999).

Tableau 2:Le pH optimum de PPO de plusieurs sources végétales

Source substrat pH Références
d’enzyme optimum
Amande 4-méthylcatechol 5.0 Fraignier et a/.,(1995).
Pomme 4-méthylcatechol 3.5-45 Marques et a/.,(1995).
acide chlorogenique
Abricot 4-méthylcatechol 5.0-5.5 Fraignier et a/.,(1995).
Avocado 4-hydroxyanisole 5.0 Espin et a/.,(1997)
Cerise 4-méthylcatechol 4.5 Fraignier et a/.,(1995).
Cacoa catéchol 6.8 Lee et a/,,(1991)
Comcombre  catéchol 7.0 Miller et a/.,(1990)
Chien-rose  catéchol 8.5 Sakiroglu et a/.,(1996)
pyrogallol 7.0
L-Tyrosine 7.0
P-Cresol 5.0
Aubergine 4-méthylcatechol 50-6.5 Perez-Gilabert et Gamona., (2000)
tert-Butycathecol 5.0-6.5
p-cresol 7.5
Haricot catéchol 4.0 Paul et Godwa.,(2000)
4-méthylcatéchol 4.0
L-Dopa' 5.0
Raisin 4-méthylcatéchol 3.5-45 Valero et a/.,(1988)
Olive 4-méthylcatéchol 5.5-7.5 Ben-Shalom et al.,(1977)
Thé 4-méthylcatéchol 5.0 Gregory et Bendall.,(1966)
pyrogallol 5.7
Prune 4-méthylcatéchol 4-5-5.5 Fraignier et a/.,(1995).
BI¢ 4-méthylcatéchol 53 et 6.9 Interesse et al.,(1980)

'L-3,4-Dihydroxyphenylalanine

1.1.10 Effet de la température

La température est un autre facteur important qui influe considérablement sur I’activité

catalytique de la PPO(Tableau 3),II est bien connu que la diminution de l'énergie cinétique

des molécules correspond a une réaction plus lente (Laidler et Peterman.,1983; Lehninger et

al.,1993).
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Les variations de température peuvent aussi modifier la solubilité¢ de I'oxygene nécessaire
pour I’activité catalytique de la PPO (Whitaker.,1996)

L’inactivation thermique de cette enzyme a été attribuée comme une cinétique du premier
ordre(Wissemann et Lee,1981;Lee et al,1983;Wesche-Ebeling et Montgomery.,1990;
Robinson et al.,1993; Yemenicioglu et al.,1997).toutefois, la perte de l'activité de PPO de
graines de tournesol n'a pas suivi une cinétique de premier ordre a des températures de 80 et
100 °c mais a une température inférieure de 65 °c (Raymond et al.,1993).

Le temps de l'inactivation thermique de l'enzyme est variable et dépend de la source
végétale, des études sur la stabilité¢ thermique du PPO de raisin ont indiqué que I'enzyme
montre une réduction de 50% de l'activité a 65 °c aprés 20 min et une inactivation complete
est obtenue a 75°c apres 15 min (Valero et al.,1988),a 60°c, la PPO de pomme a une demi-vie
de 30 min (Zhou et a/.,1993),de plus les PPOs de la laitue (Heimdal et al.,1994), de cacao
(Lee et al, 1991) sont relativement stables a la chaleur, le traitement thermique a 70°c
pendant 5 min n'a pas affecté l'activité de PPO or a 90°c aucune activité est restée (Heimdal et
al.,1994). La PPO de mangue est également relativement thermostable, nécessitant plus de 15
min a 80°c pour perdre 50% de son activité (Robinson et al., 1993).

La stabilité thermique de la PPO peut étre également influencée par la nature de substrats
phénoliques utilisés lors de la détermination (Park et Luh.,1985; Wesche-Ebeling et Montgo-
mery.,1990). Par exemple, I’activité de la PPO dans les extraits de kiwis en présence de
catéchine comme substrat a été trouvée plus thermostable qu’en présence de catéchol (Park et
Luh.,1985).

En outre, Lourenco el a/.,(1992), tout en travaillant sur la PPO de la pomme de terre,ont
constaté que la présence de saccharose et des sels dans le milieu réactionnel conférents de
protection pour l'enzyme contre la dénaturation thermique.

La température optimale de quelques PPO végetales en présence de plusieurs substrats est

donnée dans le tableau 3

17



Tableau 3 : Température optimale de PPO de plusieurs sources végétales .

Source substrat Temperature Référence
d’enzyme optimale c°
Pomme Catechol 30 Zhou et a/.,(1993)
Banane Dopamine 30 Yang et a/.,(2000)
Cacoa Catéchol 45 Lee et a/,,(1991)
Comcombre Catéchol 50 Miller et a/.,(1980)
Chien-rose Catéchol 25 Sakiroglu et a/.,(1996)
Ptrogallol 15
Tyrosinase 65
P-cresol 60
Raisin 4-Methylcatechol ~ 25-45 Valero et a/.,(1998)
Prune Catéchol 55 Wong et al,,(1971).
Tournesol Pyrogallol 45 Raymond et a/.,(1993)

1.1.11 Effet des effecteurs

1.1.11.1 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 a/., 2003 ; Gandia-Herrero et al., 2005),L.e SDS peut activer la PPO de
diverses sources, y compris la PPO de champignon de paris (Agaricus bisporus),Il a été
¢galement montré que le SDS active la PPO latente dans les préparations brutes et/ou
partiellement purifiées, L'addition des ions du Cu®" dans le milieu augmente l'activité
enzymatique de la PPO (Vamos-Vigyazo,.1981; Fan et Flurkey.,2004;Van Leeuwen et
Wichers., 1999).

1.1.11.2 Les inhibiteurs

Des millions de dollars perdus chaque année a cause de brunissement enzymatique
(Martinez et Whitaker.,1995,,1996; Kim et al.,2000). .

Plusieurs approches peuvent étre utilis€ées pour diminuer ou prévenir le brunissement les
tissus lésés, comme examiné par McEvily et a/.,(1992) ,les inhibiteurs disponibles pour éviter
le brunissement li¢ au PPO peuvent étre classés en six groupes en fonction de leur mode
d'action:

(1) Agents Réducteurs (l'acide ascorbique et ses analogues, sulfites) (2) agents chélateurs
(éthylenediaminetétraacétate (EDTA), diethyldithiocarbamate de sodium (DIECA), 1'azoture
de sodium) (3) Les agents complexants (cyclodextrines, le chitosane) (4) acidulants (acide

ascorbique, l'acide citrique, l'acide malique, l'acide phosphorique) (5) inhibiteurs
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enzymatiques (analogues de substrat, les halogénures) (6) traitements enzymatiques
(protéases, o-méthyltransférase)

Ces composés diminuent ou inhibent le taux de réaction de brunissement par 1’élimination
d'un élément de réaction ,le cuivre ou d'une réaction intermédiaire (0O-quinones) (Vamos-
Vigyaz6.,1981 ;Richardson et Hyslop.,1985;Macheix et al.,1990;Nicolas et al.,1994;
Ahvenainen.,1996;Ferrar et Walker., 1996).

1.1.12 Applications de la PPO

La PPO est I'une des enzymes ayant de multiples applications. Elle est utilisée dans la
production des o-diphenols comme la L-dopamine et le catéchol (Min et al.,2010;Seetharam
et Saville.,2002 ; Martin-Zamora et al., 2009 ;Tuncagil et al., 2009).

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

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

La PPO sous forme soluble ou immobilisée est largement utilisée pour la dégradation du
phénol et ses dérivée au niveau des eaux usées (Yamada et al, 2005;Seetharam et Saville.,
2003;Ikehata et Nicell, 2000).

1.2. Mécanisme d'action moléculaire de la PPO

Le mécanisme global d'oxydations des monophénoles et diphénoles proposé pour la PPO
de Neurospora crassa est montré dans la Figure 8 (Lerch.,1995).

Le mécanisme de l'action catalytique de l'enzyme a été déduit sur la base de la moyenne
géométrique et la structure électronique de cuivre du site actif (Himmelwright et al.,1980;.
Lerch.,1983.,1995; Wilcox et al,1985;Solomon et al,1992.,1996), qui structurellement
ressemble a celui trouvé dans I'hémocyanine, une protéine de transport d'oxygene
(Himmelwright et al., 1980; Gaykema et a/., 1984).

Le site actif de l'enzyme consiste en deux atomes de cuivre chacune porte trois résidus
d’histidine conservés (Lerch.,1983;Huber et a/,1985),1l existe sous trois formes, met-PPO
(Cu™?),désoxy-PPO (Cu'™), et un groupe oxy- PPO (Cu ™), La forme de repos de I'enzyme est
considérée comme Met-PPO (Himmelwright et al., 1980; Solomon et al., 1992).
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Dans la voie d'oxydation de diphénol (Figure 8) les substrats diphénoliques réagissent non
seulement avec un groupe oxy-PPO mais ainsi avec le met-PPO (Lerch., 1995).

La Met-PPO est tout d'abord réduite a sa forme désoxy par l'oxydation d'une molécule de
l'o-diphénol et ensuite combiné a l'oxygene conduisant a la formation d'un groupe oxy-PPO,
qui a son tour forme un complexe o-diphénol-PPO.

Les données cinétiques ont indiqué que l'enzyme lie d’abord l'oxygene et plus tard le
monophénol dans un mécanisme séquentiel ordonné(Wilcox et a/,,1985),Bien qu’ un
mécanisme aléatoire séquentielle a €té suggéré pour la liaison de I’o-diphénol et I'oxygene a
l'enzyme (désoxy-PPO) (Wilcox et al,1985)dont l'oxygeéne est admis comme le premier
substrat a étre 1lié par la PPO lors de l'activit¢ diphenolase (Janovitz-Klapp et
al.,1990;Whitaker.,1994).Cependant, l'ordre de I'élimination des produits n'est pas clair,de
plus selon Sanchez-Ferrar et a/.,(1995),lorsque les étapes de recyclage chimique de la voie
proximale sont prises en compte,le mécanisme semble étre un processus ordonné (Sanchez-
Ferrer et al., 1995).

Des études menées par Wilcox et al/.,(1985) ont comparé les constantes cinétiques pour
l'oxydation d'une variété de substrats monophénoliques et diphénoliques ont indiqué que les
taux de substituants de monophénols a réduisé de facon significative I'hydroxylation, mais
ceux de diphénols montrent peu d'effet sur leurs taux d'oxydation, ils ont suggéré que les
monophénols subissent un arrangement axiale vers équatoriale dans le poche protéique
entourant le site du cuivre lors de la catalyse; signifiant la possibilité de l'encombrement
stérique des substituants du cycle (Wilcox el al.,1985).

En outre, des études quantitatives (dosages RMN et analyse des données cinétique) ont été
menées pour ¢valuer l'effet possible des différents substituants latéraux du noyau benzénique
sur le taux de catalyse de PPO de la pomme, poire (Espin et a/,1996.,1998b), et de
champignons (Espin et a/.,2000),ils ont trouvé que les substituant du cycle avec un donneur
d'¢lectrons a haute capacité pour les substrats monophénoliques augmente significativement la
force nucléophilique de I'atome d'oxygene du groupe hydroxyle existant dans ce substrat(eftet
¢électronique),Par conséquent, les monophénols avec une chaine latérale douée d’un tel type
d'¢lectrons s’oxydent plus rapidement. Cependant, la taille de la chaine latérale de substituant
(effet stérique) n'avait pas un effet significative sur la vitesse catalytique en raison de la
faible puissance nucléophile des monophénols,pour 1’o-diphénols,la capacité des donneurs
d'électrons des substituants a été montré pour avoir peu d'impact sur la taux d'oxydation, mais
la taille de la chaine latérale (effet stérique) devient trés importante (Espin el a/.,1998b.,

2000).
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Figure 8 : Le mécanisme catalytique global d'oxydations pour la PPO Neurospora crassa

(a) de monophénol et b) de diphénol (Lerch.,1995).
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Chapitre 2.Matériels et méthodes

Ce chapitre a pour objectif de présenter les différents matériels et les méthodes utilisés
pour répondre aux objectifs auxquels on est engagé.
2.1Matériels
2.1.1Matériel biologique
Les truffes(7erfezia leonis) ont été achetées sur le marché local de la région de
Laghouat deux jours avant la manipulation, elles avaient une couleur marron foncé avec un

poids et taille moyenne 49.61g et 4. Scm respectivement (Figure 9)

Figure 9 :Terfezia Leonis Tul D" Algérie(wilaya de Laghouat)

2.1.2Produits chimiques
Les réactifs de base utilisés sont les suivants :

» Tampon phosphate de sodium :0,05M a pH(5,8-8)
Tampon acétate de sodium :0,05 M a pH (3,6-5,6).
Substrats :le catéchol, pyrogallol,4 méthylcatéchol (Fluka),
Détergent :le sodium dodecyl sulfate(SDS :Merck),

Y V. VYV VY

Tous les autres produits ou/et réactifs utilisés sont d’un grade analytiques.
2.1.3Matériel utilisés

Spectrophotométre(uv/Vis ThermoScientific HerlOS ySpectrophotometer),une

centrifugeuse(Fisher Bioblock Scientific) ; et un vortex; mixeur(Warning commercial blender

800EG,model bb90e) ;un bain marie(grant-sub 28 ;Memmert).
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2.2Méthodes

2.2.1Extraction de la polyphénol oxydase

L’extraction de la PPO de truffe (7erfezia leonis Tul)est réalisée selon le protocole décrit
par Choucha et Zaroual.,(2009)

Tout d’abord les truffes sont lavées par I'eau distillée afin d’éliminer les traces de sol
résiduel, puis elles sont décortiquées apres avoir suffisamment séché a ’air libre, 100 g de
I’écorce est broyé dans un mixeur contenant 200 ml de tampon phosphate(0.05M,pH7)et 2%
de (SDS), 'addition de SDS dans le milieu réactionnel peut activer I’enzyme en
raccourcissant la période de latence (Jimenez et Garcia-Carmona.,1996;Sojo et al.,1998b).

Aprés le broyage,on procéde a la filtration par un pressage manuel en utilisant quartes
couches de la gaze, le filtrat ainsi obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000trs/min.

Le surnagent obtenu dont le volume ¢€tait de 172 ml représente 1’extrait brut de la PPO,ce
dernier est devisé ensuite dans des tubes Eppendrof de 2 ml qui vont étre conservés a — 10c®

2.2.2 Dosage des protéines par la méthode de Lowry

Afin de pouvoir estimer le taux de protéines en présence et en absence de (SDS) dans
Terfezia leonis Tulla quantité de protéines contenue dans notre 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 d’étalonnage contenant de 1’albumine sérique
bovine.

2.2.2.1 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 & moins de 10 ug/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.(Gouzi et al,
2010).

L’addition au réactif d’une certaine quantité de cuivre (méthode de Lowry), augmente
considérablement la sensibilité de la méthode (100 fois plus sensible que la réaction de
Biuret).

Cette méthode, ne présente d’intérét que pour un travail semi-quantitatif appliqué a des
protéines en solution diluée (Métais.,1979).

2.2.2.2 Mode opératoire
Au temps (tpo), dans des tubes a essais on ajoute 20 pl d’échantillon a doser, dilué 6 fois

dans de I’eau distillée a 0.5 ml de réactif (A) (Annexe).
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On mélange les tubes au vortex et on laisse incuber 10 minutes a température ambiante.
Au temps (tpo+10 min), on ajoute 2 ml de réactif (B) (Annexe) dans chaque tube. Les tubes
sont placés au bain-marie réglé a 50°C pendant 5 minutes puis refroidis rapidement sous I’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 solution mere d’albumine

sérique bovine a 1 g/l, permet de déterminer la concentration en protéines (Figure 10)

R?= 0.99434825
0.125 Y=0.1165432 X

0.1 1
0.0754

0.0%54

Absorbance a 6850 nm

0.0254 *

0 ' 0.25 ' 05 ' 0.75 ' 1
[Sérum albumine bovine] gf

Figure 10 : Droite d’étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode
de Lowry et al,,(1951).

2.2.3 Mesure de activité de la PPO

L’activité de la PPO est directement mesurée a I’aide d’un spectrophotometre (Uv/Vis
Thermo Scientific HeAlOS y Spectrophotometer) suite a la formation des o-benzoquinones,
produits formés aprés 1’oxydation du 4-méthylcatéchol (400 nm), catéchol (410 nm) ou de
pyrogallol (420 nm) (Espin et al.,1995).

Tous les substrats phénoliques ont été préparés a 0.1 mM dans ’acide ortho-phosphorique
a 0.5 mM (Fan et Flurkey.,2004). La réaction d’oxydation est déclenchée par ajout de 20 ul de
solution d’enzyme dans un milieu réactionnel contenant 20 mM de catéchol (Figure 11)ou
pyrogallol et 50 pl d’extrait enzymatique & 5 mM de 4-méthylcatéchol. La variation de
I’absorbance est enregistrée toutes les 10 secondes pendant une minute apres ’ajout de
I’extrait enzymatique.

La vitesse initiale (vo) représente la pente de la partie linéaire de la courbe de 1’absorbance

en fonction du temps (Unal.,2007).
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Figure 11: Exemple de détermination de la vitesse initiale d’oxydation du pyrocatéchol par la
PPO (pyrocatéchol a 20 mM, volume de I’extrait enzymatique 20ul, tampon phosphate de
sodium 0.05M-pH 7.0, température 30°C, volume réactionnel 1 ml).

2.2.4 Etude de la concentration de substrat

La concentration de substrat optimale a ¢été déterminée par I’utilisation de deux substrats
potentiels de la PPO dun grade commercial : le pyrocatéchol (410 nm), et le
pyrogallol(420nm) (Gouzi et Benmansour.,2007), elle a ét¢ mesurée a pH 7.0 (tampon
phosphate de sodium 0.05M) et a 30°C.

La vitesse initiale de la réaction a été mesurée a partir de la partie rectiligne de la courbe de
I’augmentation de 1’absorbance en fonction du temps due a la formation des o-quinones a
partir de chaque substrat.

Toutes les mesures d’activité enzymatique ont été répétées trois fois et les valeurs
moyennes ont €té présentees.

2.2.5 Effet de la concentration de I’enzyme

L’effet de la concentration de ’enzyme sur la vitesse d’oxydation de catéchol et de
pyrogallol a été étudié par la mesure de la vitesse initiale pour des volumes croissants de
I’extrait brut de la PPO,I’activité enzymatique a ét€¢ mesurée a pH 7.0 (tampon phosphate de
sodium 0.05 M) et a 30°C.

2.2.6 Détermination des parametres cinétiques K,, et V.«

Pour la détermination de la constante de Michaelis-Menten (K,,) et la vitesse maximale
(Vmax) de la PPO de truffe, la vitesse initiale a €té mesurée a différentes concentrations de
catéchol (1.25-20 mM), de 4-méthylcatéchol (0.5-5 mM) et de pyrogallol (1.25-20 mM).

Les valeurs de Ky, et Vimax de la PPO, pour chaque substrat, ont été estimées a I’aide de la
représentation graphique de Lineweaver-Burk.,(1934). Pour déterminer I’efficacité catalytique
ou le pouvoir catalytique de ’enzyme, le rapport Vmax/Km a été calculé a partir des données

obtenues a partir du graphique de Lineweaver-Burk.
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Tous les essais expérimentaux ont €té répétés trois fois et les valeurs moyennes ont été
représentees.
2.2.7 Stabilité thermique

L’activité résiduelle de la PPO a été évaluée apres incubation des tubes en verre de 1 cm
d’épaisseur, contenant 1 ml d’extrait enzymatique brut pendant 10 minutes dans un bain marie
réglé a différentes températures comprises entre 30 et 65°¢.

Apres chauffage, les échantillons sont refroidis rapidement dans l'eau glacée et 'activité
enzymatique résiduelle est mesurée comme c’est décrit précédemment.

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

été calculée a partir de la formule suivante :

(AR =Dr 100
(4)
o

Ou (A), est 'activité avant traitement thermique (activité de I’enzyme mesurée a 30°c)

et (A) est l'activité apres traitement thermique.
Tous les essais expérimentaux ont €té répétés trois fois et les valeurs moyennes ont été
représentees.

2.2.8 Effet du pH

L’activité catécholase de la PPO est mesurée a 30°c dans les intervalles de pH 3.6 a pH 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 catécholle pyrogallolet le 4-
Methylcatéchol ont été utilis€ comme substrats.

Une autoxydation négligeable du pyrogallol et du pyrocatéchol a été observée 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
I’autoxydation du pyrogallol et du catéchol (Abrash.,1989; Palmer., 1963).

Toutes les expériences ont €té réalisées trois fois.

2.2.9Analyse des résultats expérimentaux L’analyse des données cinétiques
observées a été effectué par ’ajustement a ’aide des régressions linéaires et des régressions
non linéaires par 1’utilisation des programmes suivants : Table Curve 2D (Jandel Scientific
Windows v2.03, Copyright© 1989-1994), Excel® (Microsoft Excel 2007), SigmaPlot 2011
(Systat Software, Inc., Windows Version 11.0,12.0) et Origin 8.0 (Microcal(TM) Origin
Version 8.0, Copyright © 1995-2008 Microcal Software, Inc.).
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Chapitre 3. Résultats et discussion

3.1Extraction de la polyphénol oxydase
La polyphénol oxydase (PPO) est souvent signalée comme une enzyme latente, qui peut €tre

activéé in vitro par un certain nombre de facteurs différents et des traitements tels que
détergents (Swain et al.,1966;;Moore et Flurkey.,1990., Friedman.,1997, Gandia-Herrero et
al.,2005), les protéases (Tolbert.,1973; King et Flurkey., 1987 li et al), pH acide et
alcalin(Kenten.,1957., Joy et al.,1995) et l'exposition aux acides gras dans les mélanges
d'incubation (Golbeck et Cammarata.,1981,).

Le détergent anionique, le SDS, a été largement utilis¢ comme un activateur de PPO
latente a partir de plusieurs sources végétales (Angleton et Flurkey.,1984;Sanchez-Ferrer et
al.,1989a.,1998b, 1990.,1993a; Moore et Flurkey.,1990;Jimenez et Garcia- Carmona.,1996;
Sojo et al,1998a; Espin et Wichers.,1999; Laveda et al, 2000,Fan et al.,2007. Aldo et
al.,2011)
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Le diagramme d’extraction de la PPO des truffes est le suivant :

anl 100 g des truffes lavées a ’eau BRRIY
" distillée et séchés a I’air libre et )
S~ refroidis a -15°C -7

-~
~ o~

—

Broyage dans 200 ml de tampon phosphate (0.05 M-PH 7.0),
en présence de 2 g de SDS

- -

-~
~ I

- Obtention d’un filtrat visqueux de ~
~. couleur marron foncée .7

- ——

.- le surnageant représente 1’ extrait RN
AN brut de la PPO(175 ml) e

~ I

Figure 12: Protocole d’extraction de la polyphénol oxydase a partir des truffes de
désert(Terfezia Leonis Tul)
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3.2Dosage des protéines par la méthode de Lowry

Les truffes du désert les plus importants sont ceux qui sont inclus dans le genre Terfezia et
Balsamia,La plupart des études de truffes ont ¢ét¢ morphologique (Honrubia et
al.,1992;Moreno et al., /1986),tandis que pratiquement aucune enquéte biochimiques dans leur
composition et/ou son métabolisme a été effectuée, le taux de protéine est déterminé par la
relation suivante :

T% = (absorbance/la pente ) = le taux de dilution

La pente est calculé a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 10 ) dont elle vaut 0.116

Deux essais ont été effectués pour I’extrait enzymatique en présence et en absence de SDS et
que la moyenne est représentée, les résultats ainsi obtenus sont résumés dans le tableau ci-
dessous :

Tableau 4 : Dosage de protéine par la méthode de Lowry

(+)SDS (-)SDS
Taux de protéine 8,775¢/1 2.72¢/1

D’apres ces résultats, on remarque que le sodium dodecyl sulfate (SDS) induit
I’augmentation de la concentration des protéines totales dans le milieu d’extraction, ce
détergent pourrait augmenter la concentration des composés phénoliques en solution qui
peuvent réagir positivement avec le réactif de Lowry provoquant ainsi des interférences lors
du dosage des protéines. Le SDS joue également un réle crucial dans I’activation de I’enzyme
menant a la formation des groupement phénoliques détectables par la méthode de Lowry. Nos
résultats concordent avec celles trouvés par Shi et a/.,(2000) , Yu et al.,(2009)qui ont montré
que le SDS initie l'activation de la PPO latente suite au changement limité de la conformation
structurale de I’enzyme.

3.3 Effet de la concentration de I’enzyme

Afin de déterminer les parametres cinétiques de la PPO dans les conditions Michaeliennes,
il était nécessaire de déterminer 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 substrat, soit 20 mM de volume réactionnel et
différents volumes d’extrait enzymatique allant de O a 40ul par 1ml de volume réactionnel.

Les Figure (13) et (14) représentent |’évolution de la vitesse initiale de la réaction
d’oxydation du pyrocatéchol et de pyrogallol, respectivement, par la PPO du truffe de désert

en fonction de la concentration de ’enzyme.
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Dans ces expériences, le volume de 20 ul d’extrait enzymatique dans les deux cas est
convenable pour que la cinétique soit du premier ordre et donc pour la détermination des

parameétres cinétiques de la PPO.

50

y=4,4600x+ 19,6864

40 4 R?=0,9945

30 1

20 +

(VAT

10

0] 10 20 30 40 50

Enzyme(pl)
Figure 13 :Effet de concentration de I’enzyme sur la vitesse initiale d’oxydation de catéchol

par l'extrait aqueux de la polyphenol oxydase de Terfezia leonis (tampon phosphate

0.05M ;pH 7.0 2 30 °c)

240

y = 4,7612x + 37,2863
2201 R2=0,9433 .
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o] 10 20 30 40 50

Enzyme(ul)
Figure 14 :Effet de concentration de I’enzyme sur la vitesse initiale d’oxydation de
pyrogallol par I’extrait aqueux de la polyphenol oxydase de 7erfezia leonis (tampon
phosphate 0.05M ;pH 7.0 a 30 °c)
3.4 Détermination des paramétres cinétiques (Km et Vmax)

L’effet de la concentration du catéchol(Figure 15),de pyrogallol(Figure 16) et du 4-
méthylcatéchol(Figure 17) sur activité de la PPO de trufte (7erfezia leonis Tul.) a été étudié.
Les autres parametres physico-chimiques sont maintenus constants.
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Nos résultats expérimentaux ont été ajustés a 1’aide des deux équations non-linéaires

suivantes :
Vinax-[S] _
Vo = K:L-F[S] (Equation 1)

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

1 K, 1 N 1
Vo Vmax [S] Vmax

(Equation 2) (Lineweaver — Burk., 1934)
v, est la vitesse initiale de la réaction (Abs/min) ;

Vimax est la vitesse maximale de la réaction (Abs/min) ;

S est la concentration de substrat (mM) ;

K,, est la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat (mM) ou constante de
Michaelis-Menten, mesure 1’affinité du substrat pour I’enzyme, c'est-a-dire la stabilité¢ du
complexe ES (mM)
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Figure 15 : Effet de concentration de pyrocathécol sur la vitesse initiale d’oxydation par
I’extrait aqueux de la polyphénol oxydase de 7erfezia leonis Tul (tampon phosphate
0.05M ;pH,7.0 a 30 °c)a)Representation de Michaelis-Menten, b) Representation de
Lineweaver-Burk
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Figure 16 :effet de concentration de pyrogallol sur la vitesse initiale d’oxydation par I’extrait
aqueux de la polyphenol oxydase de Terfezia leonis (tampon phosphate 0.05M ;PH 7.0 a 30
°c).a)Representation de Michaelis-Menten,b)Representation de Lineweaver-Burk
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Figure 17 : Effet de concentration de 4-méhylcatéchol sur la vitesse initiale d’oxydation par
I’extrait aqueux de la polyphenol oxydase de 7erfezia leonis (tampon phosphate 0.05M ;PH
5.0 a 30 °c).a)Representation de Michaelis-Menten,b)Representation de Lineweaver-Burk
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D’aprés les valeurs du coefficient de corrélation linéaire (R*), I’oxydation de catéchol,de
pyrogallol et du 4-méthylcatéchol par la PPO brute de truffes suit parfaitement le modele
cinétique de Michaelis-Menten.

Les Figures (15,16,17) montrent que 1’activité o-diphénol oxydase augmente jusqu’a 20
mM, pour le catéchol et le pyrogallol ,et SmM pour le 4-méthylcatéchol,au-dela de ces
valeurs la vitesse initiale demeure relativement constante.

La constante de Michaelis-Menten (K,) mesure I’affinit¢ de I’enzyme vis-a-vis du
substrat, la faible valeur de ce parametre signifie que I’enzyme a une forte affinité vis-a-vis de
son substrat (Siddiq et al.,1992). D’apres le Tableau (5) on remarque que I’affinité de la PPO
de truffes de désert vis-a-vis de catéchol et pyrogallol est relativement similaire par rapport a
celles des PPOs de cerise, de basilic,et d’aubergine,également pour le 4-méthylcatéchol des
résultats pareilles ont été trouvés pour le blé et basilic,de plus , en comparant les valeurs de
K., de la PPO vis-a-vis de 4-méthylcatéchol trouvés pour la PPO de litchi(K,,=10)(Jiang et
al.,1997),du Thymus longicaulis (Kn=5,5) Serap Dogan et Mehmet.,(2003),du Cerise
(Malpighia glabra ) (Kn=0,9) Kumar et al,(2008),du celeri(Ky,=42) Aydemir et
Akkanl.,(2005),et du blé(K,=0.8861) (MustafaErat et a/,(2010 ),on trouve que la PPO de
truffe de désert posséde l’affinité la plus €levée vis-a-vis de ce substrat(Km=0.8585),par
conséquent, on considere alors que le 4-méthylcatéchol représente le substrat idéale pour cette
enzyme.

Les valeurs de Ky, et Vmax de la PPO varient avec le type de substrat, le tampon, la
concentration ionique, la température, la source d’enzyme, le degré de pureté de ’enzyme et
la méthode utilisée pour son extraction (Arslan et al.,1997;Dogan et Dogan.,2003; Ziyan et
Pekyardimci.,2004).
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Tableau 5: les valeurs de K, de la PPO obtenue a partir de différentes sources

source substrat K. Référence
(mM) bibliographique
Cerise (Malpighia glabra ) catéchol 52 Kumar et a/., (2008)
pyrogallol 1.24
4-méthylcatéchol 6.9
catéchol 29 Aydemir et Akkanli.,(2005)
Celeri(Apium graveolen L) Pyrogallol 50
4-méthylcatéchol 42
Basilic(Ocimum basilicum) catéchol 4.99 Dogan et al.,2005
4-méthylcatéchol 1.45
Thymus longicaulis catéchol 18 Dogan et Mehmet (2003)
pyrogallol 9.8
4-méthylcatéchol 55
Artichaut (Cynara scolymus  catéchol 10.7 Dogan et al.,(2005)
L) pyrogallol 52
4-méthylcatéchol 11.6
catéchol 0.1243
Blé pyroga]]o] 0.1040 MustafaErat et al,(2010)
4-méthylcatéchol 0.8861
‘ catéchol 2.973 AldoTodaro et a/.,(2011)
Aubergine 4 —méthylcatéchol 2.122
catéchol 0.4 Gouzi et Benmansour.,(2007)
Chapignon de Paris pyrogallol 1.4
(Agaricus bisporus)
catéchol 5,7 Notre étude
Terfezia leonis Tul pyrogallol 1.9
4-méthylcatéchol 0.8585

3.5 Etude de la stabilité thermique
Les profils de la stabilité thermique de I’activité catecholase de la PPO de truffe (7erfezia

leonis) vis-a-vis de trois substrats ;catéchol,pyrogallol et le 4-méthylcatéchol sont
représentées dans les Figures (18,19,20),respectivement sous forme de pourcentage d’activité
résiduelle.

On remarque que Dactivité relative de la PPO est inversement proportionnelle a

I’augmentation de la température. Apreés 10 min de traitement thermique, I’enzyme est
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quasiment inactivée a 60°c. Il semble que la PPO des truffes d’Algérie est plus thermostable
par rapport aux PPOs obtenues a partir de la fraise (Fragaria ananassa) (Dalmadi et
al.,2000), de la mangue (Mangifera indica) (Wang et al.,2007), du champignon de Paris
(Agaricus bisporus) (Gouzi et Benmansour,2007), du raisin (Vifis vinifera ssp. sativa)
(Rapeanu et a/.,2005). Par contre,la PPO des dattes est plus thermostable que la PPO des
truffes(Benchrair et Benchrair.,2010). De plus, nos résultats montrent que le comportement
thermique de Iactivité de la PPO des truffes dépend du type de substrat utilisé. Nos résultats

sont en accord avec ceux trouvés par Park et Luh.,(1985) et Wesche-Ebeling et Montgomery
,(1990).
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Figure 18 : Stabilité thermique de I’activité catécholase de I’extrait brut de la polyphénol
oxydase truffes (7erfezia leonis)aprés 10 min de traitement thermique. Le milieu réactionnel
contient 20 mM de pyrocatéchol dans 0.05 M de tampon phosphate de sodium a pH 7.0.
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Figure 19: Stabilité thermique de ’activité catécholase de I’extrait brut de la polyphénol
oxydase truffes (7erfezia leonis)aprés 10 min de traitement thermique. Le milieu réactionnel
contient 20 mM de pyrogallol dans 0.05 M de tampon phosphate de sodium a pH 7.0
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Figure 20: Stabilité thermique de ’activité catécholase de I’extrait brut de la polyphénol
oxydase truffes (7erfezia leonis)aprés 10 min de traitement thermique. Le milieu réactionnel
contient 50 mM de 4-méthylcatéchol dans 0.05 M de tampon phosphate de sodium a pH 7.0.
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3.6 Effet du pH

Le pH est parmi les facteurs qui influent sur ’activité des enzymes. L activité catécholase
de la PPO est mesurée a différentes valeur de pH en utilisant trois substrats phénoliques
(catéchol ,pyrogallol et le 4-méthylcatéchol).

L’enzyme est active dans la gamme de pH compris entre 3.6-8 et posseéde une activité
maximale a pH 7 pour le catéchol (Figure 21),pH 7 également pour le pyrogallol (Figure 22)
et pH 5 pour le 4-méthylcatéchol (Figure 23), Au-dessous et au dessus des ces valeurs ,
I’activité de cette enzyme diminue rapidement.

En outre, pour le catéchol,et le pyrogallol, a pH 5 et 7,6 'enzyme perde environ 50%,20%
respectivement, de son activité et elle est inactivée presque totalement a pH 8,alors que dans
le cas de 4-méthylcatéchol ,I’enzyme perdre 20%,40%,60% a pH 4 ;5.6 ;6.6 respectivement et

elle est également inactivée presque totalement a pH 8.
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Figure 21 : Activité catécholase de la PPO de truffe de désert(7erfezia leonis Tul)en fonction
du pH. Le milieu reactionnel (1 ml) contenant 20 mM de catéchol et 20 pl de ’extrait
enzymatique incubé a 30°C.
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Figure 22 : Activité catécholase de la PPO de truffe de désert(7erfezia leonis Tul)en fonction
du pH. Le milieu reactionnel (1 ml) contenant 20 mM de pyrogallol et 20 ul de I’extrait
enzymatique incubé a 30°C.
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Figure 23 : Activité catécholase de la PPO de truffe de désert(7erfezia leonis Tul)en fonction
du pH. Le milieu reactionnel (1 ml) contenant 0,5 mM de 4-méthylcatéchol et 40 pl de
I’extrait enzymatique incubé a 30°C.
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La PPO des truffes de désert est activée a pH neutre ou proche de la neutralité en présence
de catéchol et pyrogallol comme substrats, ceci est trouvé dans la plus part des PPOs(Tableau
3) tandis qu’en présence de 4-méthylcatéchol ,une activit¢é dans un domaine acide est
remarquée,probalement,ceci est lie a la différence de structure chimique(Figure 18) ,dont La
présence d'un groupement donneur d’électron en position 4 (exemple : le 4-méthylcatéchol

ou l'acide chlorogénique) augmente la réactivité du substrat(Vamos-Vigyazo., 1981).

OH OH
OH
HO OH OH oH
CHg
pyrogallol catéchol 4-méthylcatéchol

Figure 24 : Structure chimique des substrats utilisés

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 (Tableau 6) (Mayer et Harel., 1979 ;Yoruk et Marshall .,
2003). 11 dépend de la source de la PPO, de la nature du substrat phénolique utilis¢, 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 ;Kolcuoglu et
al.,2006).

Le type de tampon et la pureté de I’enzyme affectent aussi la valeur du pH optimum

(Vamos-Vigyazé.,1981).
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Tableau 6: Le pH optimal de la polyphénol oxydase de différentes sources

source substrat pH Référence
bibliographique
Cerise (Malpighia glabra ) catéchol 7 Kumar et al.,(2008)
pyrogallol 8
4-méthylcatéchol 7
Celeri(4pium graveolen L) catéchol 7 Aydemir et Akkanli.,(2005)
pyrogallol 7
4-méthylcatéchol 7
Basilic(Ocimum basilicum) catéchol 6 Serap Dogan.,(2005)
4-méthylcatéchol 8
Thymus longicaulis catéchol 6.5 Serap Dogan et Mehmet
pyrogallol 55 (2003)
4-méthylcatéchol 6.51 v
Artichaut (Cynara scolymus L.) catéchol 7
pyrogallol 6.5 Dogan et a/.(2005)
4-méthylcatéchol 5.5
BI¢ catéchol 4.5 MustafaErat et a/.,(2010)
pyrogallol 5
4-méthylcatéchol 5
Aubergine catéchol 7
4-méthylcatéchol 5 66 AldoTodaro et a/.,(2011)
Chapignon de Paris catéchol 7 Gouzi et Benmansour.,
(Agaricus bisporus) pyrogallol 7 (2007)
Terfezia leonis Tul catéchol 7 Notre étude
pyrogallol 7
4-méthylcatéchol 5
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3.7 Effet du pH sur les paramétres cinétiques (K., et V,..,)

Les parametres cinétiques (Vmax et Ky) de la PPO de truffe de désert(7erfezia leonis Tul)
ont été déterminés a différentes valeurs de pH, en présence de catéchol, pyrogallol et de 4-
méthylcatéchol comme substrats.

Les valeurs de K, et Vimax ont été déterminées a 1’aide de la représentation graphique de
Lineweaver et Burk.,(1934).

D’aprés les Tableaux(7,8,9), on remarque que le pH agit simultanément sur la vitesse
maximale et la constante de dissociation du complexe ES, I'affinité¢ de I’enzyme du Terfezia
leonis Tul est la plus élevée a pH 7 pour le catéchol et le pyrogallol et a pH 5 pour le 4-
méthylcatéchol. Par contre aux pHs supérieurs ou inférieurs de ces valeurs de pH,’affinité de
I’enzyme diminue. En terme de pouvoir catalytique, la PPO des truffes de désert catalyse
efficacement le catéchol, le pyrogallol, et le 4-méthylcatechol a pH 7-7.3 ;pH 6,6-7 ;pH 5-5,3
respectivement.

Tableau 7 : Effet du pH sur les valeurs de Viax, Km €t Vimax/Km de ’activité catécholase de la

PPO en présence de catéchol comme substrat.

7

PH Vemax (Abs/min) K (MM)  Vinas/Knm R*
4 39,0803+2,2498 2.4035+0.5263 16,1480 +1,0708 0,964
4,6 32,2053 £1,4969 1,6042+0,334 20,0756 +1,6042 0,940
5 33,3797+1,0309 42,4367+1,1253 20,0756 +0,9331 0,950
53 42,4367+1,1253 3,214140,2902 13,2033 +0,3501 0,995
5.6  84,7401+16,0999 8,528613,7769 9,9360 +1,8878 0,971
6 119,0247+16,2554 12,385843,4063 9,6098 $1,3124 0,963
6,6  119,7764+16,2554 8,770612,3623 13,6566 +1,5957 0,967
7 100,9429+12,3684 6,291+2,2159 23,8449 +1,6964 0,943
7.3 92,6798+5,7076 4,3796+0,8163 21,1617+1,3032 0,968
7,6 95,9009+14,3283 8,0909+2,8772 11,8529+1,7709 0,987
8 48,6495+2,9179 6,204310,52 7,841340,4703 0,965
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Tableau 8 : Effet du pH sur les valeurs de Viayx, Km €t Vima/Ki de activité catécholase de la
PPO en présence de pyrogallol comme substrat.

pH Vimax (Abs/min) Km (MM) Vinax/ Kim R?
4 74,855319,3853 5,1468+1,8351 14,5440 +1,8235 0,922
4,6 78,8321 £4,3767 4,2145+0,7187 18,7050 +1,0385 0,940
5 85,874518,6428 4,6932+1,3921 18,2977 +1,8416 0,945
5,3 88,856918,8259 4,6932+8,8259 19,0447 +1,8917 0,957
5.6 74,690915,7132 3,0428+0,8091 24,5468+1,8776 0,934
6 53,677+£1,6394 1,3373+0,8091 39,9070+1,2259 0,963
6,6 53,685+1,1725 1,5917+0,986 33,7281 +0,7367 0,967
7 66,1465+£2,1979 1,528+0,2317 43,2896 +1,4384 0,943
7.3 67,270414,042 2,9522+0,6238 22,786511,3692 0,968
7,6 67,5875%5,1531 6,03+1,2291 11,2085+ 0,8546 0,987
8 62,09754£25,3955 22,1868+14,809 2,7988+ 1,1446 0,965

Tableau 9 : Effet du pH sur les valeurs de Viax, Km €t Vima/Ki de activité catécholase de la

PPO en présence de 4-méthylcatéchol comme substrat.

PH Vi (Abs/min) K (MM) Vimax/ Km R?
(Abs/min mM)

3,6  151,2886+33,0475 34,8814+14,2994 4.3372 £0,9474 0,933
4 153,371 +27,5398 20,2292+8,4688  7.5817£1.3614 0,996
43  138,7193+18,3996 16,5235+5,5746  8.3953 £1,1135 09160
4,6  148,8933+14,2924 20,7618+4,5959  7.1715 £0,6884 0,962
5 178,0882+21,8813 21,881+6,0652 29,3623+3.6077 0,940
53  172,3683+20,1739 18,720145,2795  9.2077 £1.0777 0,942
5,6 141,9447+15,2765 15,9084+4,4281  8,9226 10,9603 0,925
6 135,1726+12,247 13,684+3,4299 9.8782 +0,8950 0,934
6.3  119,7608%6,5435 10,6514+1,8078  11,2437+0,6143 0,961
6,6  105,4977+4,3293 8,7281+1,2244 12,0871+0,4703 0,971
7 95,2817+5,5754 12,52+2,1106 7.6102+0,4453 0,958
7,3 84,4934 +10,4231 29,0109+7,3211  3,0043£0.4024 0,965
76  453213+2,2907 6,332+1,2865 7.1575+0,3618 0,920
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De plus, cette diminution de I’activité enzymatique est liée au changement du degré
d’ionisation des groupements localisé€s a I’intérieur ou au voisinage du site actif de 1’enzyme,
qui seront impliqués dans la fixation et/ou la transformation des substrats (Khatun et
al.,2001),Espin et wichers .,(1999) ont suggéré que la PPO est protonée aux pH inferieur de la
neutralité,et que I’affinitté vis-a-vis du substrat diminue résultant une augmentation de K, ,
I’influence observée de pH sur le Vi et le Ky, confirme 1’existence de deux valeurs de pK
un pour ’enzyme libre(pKg)et un autre pour le complexe substrat(pkgs)(Espin et a/.,1997).

Le site actif d’une enzyme est souvent constitué de groupements ionisables (groupements
prototropiques) qui doivent étre dans un état ionique adéquat afin de maintenir la
conformation du site actif, la fixation enzyme-substrat ou la réaction catalytique
(Whitaker.,1995). Le comportement de I’activité enzymatique a différentes valeurs de pH
peut donc nous fournir des informations concernant la nature chimique des groupements
prototropiques au niveau du site actif une fois que les valeurs pK sont connus
(Segel.,1994; Whitaker.,1994).

L’analyse de la courbe du logarithme décimale de Vyax(LLOg Vimax) en fonction du pH par la
méthode de Dixon et webb.,(1964) indique que I’oxydation de pyrocatéchol pyrogallol,et 4-
méthylcatechol dépend de I'ionisation de deux a plusieurs groupements au niveau du
complexe enzyme-substrat.

Les valeurs de pkes et de pkesx apparents sont 5.6 et 7.5, pour le pyrogallol (Figure 25,a) 5
et 6.5 pour le 4-méthylcatéchol (Figure 27,a), tandis que pour le catéchol quatres valeurs de
pK (Figure 26,a) ont été trouvées (4.6-5.6 -6.6-7.3) dont il existe probablement deux
isoformes de PPO dans I’extrait brut de truffe capables d’oxyder le catéchol (Harel et
al.,1964,1965; Wong et al,1971; Saluja et Sachar.,1982; Park et Luh.,1985;0ba et a/.,1992;
Marques et al.,1995; Nozue et al., 1981 ).

Les données représentées dans les figure (25,b, ;26,b, ;27,b,) indiquent aussi que le
processus catalytique dépend de l'ionisation du deux groupes au niveau du complexe
enzyme-substrat pk 5,6 -7.6 pour le pyrogallol,5-6.5 pour le 4-méthylcatéchol et quartes
valeurs pour le pyrocatéchol ).

Ces caractéristiques peuvent étre attribuées respectivement aux groupements carboxylate et
imidazoles de I’histidine, Gutteridge et al/.,(1977) ont trouvés que le résidu histidine est
essentiel pour lactivité des PPOs des champignons (Neurospora crassae) et (Agaricus
bispora).

Cette implication de l'histidine en catalyse aurait tendance a soutenir ainsi le travail de

Krueger.,(1955) qui a montré que le changement de l'inhibition de la tyrosinase avec un pH
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est di au changement de 1’état d'ionisation des chaines latérales d'imidazole dans la molécule
d'enzyme.

Robert et al.,(1995) suggerent que le pK acide de la PPO du palmier indique la présence
d”’un acide aminé acide dans le site actif qui pourrait étre l'acide glutamique
(Kenten.,1957;Kanad et a./,2006),également Rosa et Emilio,,(1980)suggerent que les
groupements carboxylique et imidazole sont localis€s au niveau du site actif de la PPO de la
pomme de terre douce.

Les profils de logarithme décimale de Vpax /Km,en fonction du pH (Figure :25,¢, ;26,c, ;
27,c,) .indiquent la présence des groupes ayant des valeurs de pK de 5,6 ;7.6 pour le
pyrogallol,5 ;6.5 pour le 4-Methylcatechol). Celles-ci représentent deux groupes ionisants sur
l'enzyme libre nécessaire pour Pactivité catalytique, Il est probable que ces groupes sont
identiques a ceux définis pour complexe enzyme-substrat,de plus Sachde et al, 1989 ont
trouvé que le Deglet nour d’iRaq présente les valeurs de pka suivantes 4.6 et 7.1 tandis que
Lourengo et a/.,(1990) ont observé des valeurs de pk 4.6 et 6.7 dans ’oxydation de I’acide
chlorégenique par la PPO de palmier.
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Figure 25 : Effet du pH sur 'activité catécholase de la PPO de Terfezia leonis ,les vitesses
initiales sont calculées a 30°C en présence de pyrogallol a 20 mM. a)Graphique du Log
Vmax=f(pH),b)Graphique du Log K,=f(pH), ,c¢)Graphique du Log Vm./Kn=f(pH).les valeurs
de pK des groupements dissociables qui sont cinétiquement significatifs ont eté obtenues
selon la méthode de Dixon et Webb.,(1964).
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Figure 26 : Effet du pH sur I'activité catécholase de la PPO de 7Terfezia leonis les vitesses
initiales sont calculées a 30°C en présence de pyrocatéchol a 20 mM. a)Graphique du Log
Vmax=f(pH),b)Graphique du Log K,,=f(pH), )Graphique du Log Vmax/Kn=f(pH).les valeurs de
pK des groupements dissociables qui sont cinétiquement significatifs ont ét€ obtenues selon la
méthode de Dixon et Webb.,(1964).

50



a) pH

LogKm
o
o

13 [ O

b) pH

-1,8

max m
|
N
o
1

V.

Log

pH

©)

Figure 27 : Effet du pH sur ’activité catécholase de la PPO de Terfezia leonis , les vitesses
initiales sont calculées a 30°C en présence de 4-méthylcatéchol a 50 mM. a)Graphique du
Log Vmax=f(pH),b)Graphique du Log K,=f(pH), ,c)Graphique du Log Vm./Kn=f(pH).les
valeurs de pK des groupements dissociables qui sont cinétiquement significatifs ont eté
obtenues selon la méthode de Dixon et Webb.,(1964).
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En outre, Tkediobi et Obasuyi.,(1982) ont trouvés que les valeurs de pK de la PPO de yam
blanc (Dioscorea rotundata) sont respectivement 4.7 et 7.2,Lerch et Ettlinger.,(1972) en
travaillant sur la tyrosinase de Strepfomyces glaucescens ont montré la dépendance des
valeurs de K, avec la réaction d'ionisation en donnant un pK de 7,85 + 0,15 pour Iester
méthylique de L-tyrosine et de 6.47+0.35 pour la DOPA, également Duckworth et
Coleman.,(1970) ont montré que pour la tyrosinase de champignon, , les valeurs de ky, pour
tous les catéchols testés (pyrocatéchol, la 4-acétyl- catéchol et 4-formylcatechol) dépendent
de I'ionisation avec un pK, entre 4,9 et 6,0. Ces valeurs de pKa, ainsi celles discutés par
Anosike et Ayaebene.,(1982) concordent avec nos résultats concernant la PPO de Terfezia
Leonis Tul.

Benfarah et Hadjaissa.,2010 en travaillant sur I’activité crésolase en présence de L-tyrosine
comme substrat ont trouvés deux valeurs de pK 4.66 ET 8,66 ,ces valeurs sont similaires a
nos valeurs,ceci nous conduit a suggérer qu’il y a une seule enzyme qui s’occupe de deux
activités(catécholase et cresolase) a la fois, Cependant, il est difficile d’attribuer une valeur
expérimentale de pK a un groupement réactif d’un acide aminé du site actif d’'une enzyme,
parce qu’elle est basée sur une approximation. Ces hypotheses peuvent étre confirmées par

des modifications chimiques spécifiques du site actif.
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Chapitre 4. Conclusion générale et perspectives

La polyphénol oxydase est I'un des agents responsable du brunissement des truffe de
désert (Terfezia Leonis Tul) et de nombreux autres produits végétaux. La PPO des truftes met
en jeu deux activités enzymatiques : les activités crésolase et catécholase. Le travail que nous
avons entrepris dans le cadre de ce mémoire s’est focalisé en particulier sur la détermination
du mécanisme catalytique de D’activité catécholase de la PPO brute en utilisant différents
substrats phénoliques. Ce qui nous a permis d’aboutir aux conclusions suivantes :

1-La méthode d’extraction de la PPO du truffes de désert, est simple a mettre en ceuvre,
nous a permis d’obtenir un extrait enzymatique riche en PPO et également tres stable.

2-La PPO de truffe est complétement inactive et nécessite 1’addition du SDS entant
qu’activateur potentiel.

4- L'étude de la stabilité thermique de l'activité catécholase de la PPO montre que sa
température optimale apparente est comprise entre 30-40°C.

5- Le pH du milieu réactionnel influe nettement sur les paramétres cinétiques de
I’enzyme,les profils de ces parametres en foncion de pH nous ont permis d’estimer les valeurs

de pKA des groupement ionisable au niveau de I’enzyme.

6-La comparaison entre 1’activité catécholase et crésolase en terme de I’ionisation des

groupement d’acide de site actif montre qu’une seule enzyme les effectue

En perspectives, il serait envisageable d’ajouter,de rechercher d’autre méthodes
d’extraction qui augmentent le rendement de I’enzyme. L’enzyme ainsi obtenue peut étre
utilisée aussi bien pour le développement de biocapteurs pour le dosage des composés
phénoliques, ainsi que pour la dégradation des phénols présents dans les eaux usées

industrielles.
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Annexe



Détermination de ’activité enzymatique volumique

L’activité catécholase (UE/ml) est déterminée par la formule suivante :

v,

AViys ) = s
FLUE fonl 1 _
WE/mE T 1073

Avec :
Vy : Vitesse initiale d’oxydation du catéchol (Abs.min™);
Vg: Volume de I’enzyme dans le milieu réactionnel (ml);

107%: 1 Unité enzymatique (1 UE) est définie par la quantité d’enzyme qui cause
I’augmentation de 0.001 d’absorbance par minute.

Détermination de P’activité enzymatique spécifique :

L’activité enzymatique spécifique est définie comme étant le rapport entre l'activité
enzymatique volumique AV (UE/ml) et la concentration totale en protéine de I’extrait
enzymatique (mg /ml)

L’activité enzymatique spécifique AS est déterminée par le calcul suivant :

AS (U/mg= AV (Ur/m1) /protéine mgmi

Préparation des solutions tampons
Tampon acétate de sodiumpH : 3.6; 4; 4.6; 5 et 5.6.

> Préparer les deux solutions suivantes :
Solution A : 0.05M acide acétique (2.88g/1)
Solution B: 0.05M acétate de sodium trihydraté (6.8g /1)

> Meélanger les deux solutions précédentes pour avoir les pH suivants
pH solution A solution B
3.6 46.3 3.7
4 41.0 9.0
4.6 25.5 24.5
5 14.8 35.2
5.6 4.8 45.2
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Tampon phosphate pH:5.8;6.6;7;7.6et8.

> Préparer les deux solutions suivantes :
Solution A : 0.05M Na; HPO, (8.9g/1)
Solution B : 0.05M K H;PO, (6.8g /1)

> Meélanger les deux solutions précédentes pour avoir les pH suivants :
pH solution A solution B
5.8 4.0 46
6.6 18.75 31.25
7 30.5 19.5
7.6 43.5 6.5
8 47.35 2.65

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

Solution (A) : mettre dans l'ordre :

®  CuSO4 anhydre 0.05g

® TartratedeK’ 01g

®  Carbonate de Na" (Na,COs) 10g

®  NaOH 2g

®  Eaudistillée g.s.p. 100 ml

Chaque produit chimique est mis successivement en diluant a chaque fois avec de I'eau distillée,

jusqu'a un volume de 100 ml.

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

0,5 ml de réactif de Folin dans 8,5 I'eau distillée.
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