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RESUME

Ce présent travail a pour objectif d'étudier l'inhibition de la polyphénol oxydase (PPO)
responsable du brunissement enzymatique des truffes (Terfezia leonis Tul) par l'acide citrique.
L’activité crésolase de la PPO a ¢été mesurée par spectrophotométrie a 475 nm et 410nm
respectivmant, a pH 5 et a 30°C, en présence de L-tyrosine et catechol comme substrat.

Le degré d'inhibition de la PPO dépend de la concentration du I'acide citrique.

La valeur d'ICs de l'acide citrique estimée a 9.46 mM d’activité cresolase et 6.52 mM d’activité
catecholase montre que ce dernier inhibe efficacement  la PPO des truffes. La représentation de
Lineweaver-Burk indique que I'acide citrique est un inhibiteur non compétitif de I'activité crésolase
et catecholase de la PPO avec une valeur de K;s égale a 8.40 mM et . Le type d’inhibition dépend
de la nature du substrat utilisé et de la source d’obtention d'enzyme. L’acide citrique est un
inhibiteur réversible de la PPO des truffes. Le brunissement enzymatique des truffes peut étre
contrdlé par 1’utilisation de 1’acide citrique au cours de leur stockage ou leurs transformations.

Mots clés: Truffe, PPO, Acide citrique, Inhibition, Brunissement enzymatique, Inhibition,
Inhibiteurs.

ABSTRACT

This present work aims to study the inhibition of polyphenol oxidase (PPO) responsible for
enzymatic browning truffles (Terfezia leonis Tul) by citric acid. The cresolase PPO activity
was measured spectrophotometrically at 475 nm and 410 nm respectivmant, at pH 5 and at 30
° C in the presence of L-tyrosine and catechol as  substrate.
The degree of PPO inhibition depends on the concentration of the citric acid. The IC50
value of the estimated citric acid at 9.46 mM and 6.52 mM cresolase business activity
catecholase shows that it effectively inhibits PPO truffles. The Lineweaver-Burk
representation indicates that the citric acid is a noncompetitive inhibitor of the activity and
catecholase cresolase OPP with KIS value equal to 8.40 mM. The type of inhibition depends
on the nature of the substrate used and the source of enzyme is obtained. Citric acid is a
reversible inhibitor of PPO truffles. Enzymatic browning truffles can be controlled by the use
of citric acid during their storage or their transformations.
Keywords: Nose, PPO, citric acid, inhibition, enzymatic browning, inhibition, inhibitors.
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introduction

Les champignons du désert, appelés localement ‘Eterfés ou Al-Kamaa,’
constituent la partie majeure des champignons consommeés par les habitants du sud

Algérien.

Ces champignons sont une source alimentaire trés appréciée pour leur propriétés
médicinales et organoleptiques ainsi que pour leur valeur nutritive elevée suite a leur
richesse en protéines (20-27%), en fibres (7-13%), en lipides (3-7.5%), en acide
ascorbique (2-5%), en sels minéraux et en ployphénols (Janakat et al., 2004 ; Gouzi et
al., 2013).

Par rapport a la plus part des fruits et 1égumes, les champignons ont une durée de
conservation tres courte. lls perdent leur valeur commerciale et nutritionnelle en

quelques jours en raison de la sénescence, la perte d’eau, I’attaque microbienne et le

brunissement (Whitaker et Lee, 1995 ; Jolivet et al, 1998).

Le brunissement est le plus souvent une réaction indésirable, responsable du
changement de la couleur, de l'odeur et du go(t désagréables du champignon
(Varoquaux, 1978 ; Martinez et Whitaker, 1995). La prévention de cette réaction
constitue I'un des principaux défis pour les scientifiques traitant de la conservation
des produits alimentaires (Matheis, 1987). Le brunissement résulte de 1’oxydation des
phénols | -tyrosine, dopamine, y-glutaminyl-4-hydroxybenzéne et y-glutaminyl-3,4-
dihydroxybenzéne- catalysée principalement par le polyphénol oxydase (polyphénol
oxydase (PPO), monophénol, o-diphénol: oxygéne oxydoréductase; EC 1. 14. 18. 1).

La PPO est une métalloenzyme a cuivre largement distribuée dans la nature et
détectée dans la plupart des fruits et Iégumes (Martinez et Whitaker, 1995 ; Mayer et
Harel, 1979 ; Vamos-Vigyazo, 1981). En présence de I’oxygene moléculaire, cette
enzyme présente deux activités différentes. Capable d’hydroxyler les monophénols en
0-diphénols, connue sous le nom d’activité crésolasique ou monophénolasique.
Ces o-diphénols, sont a leur tour oxydés pour donner des 0-quinones, connue sous
I’appellation d’activité catécholasique ou o-diphénoloxydasique. Ces derniers se
polymérisent pour former des pigments brun, rouge ou noir appelé mélanine
(Varoquaux, 1978).

En raison de sa participation majeure aux effets indésirables du brunissement

enzymatique, la PPO est devenue ’objet de toutes les attentions des chercheurs
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traitant de 1’agro-alimentaire. L’inactivation de la PPO par quelques inhibiteurs est
une meéthode de contrdle la plus efficace pour la prévention du brunissement

enzymatique des truffes (McEvily et al. 1992; Queiroz et al, 2008).

De nombreux chercheurs ont étudi¢ I’inhibition des PPO obtenues a partir de
diverses sources, mais aucune information n’est disponible sur les propriétés
d’inhibition de la PPO de Terfezia leonis Tul. Pour cela, le but principal de cette étude
est d’évaluer, d’une part, I’effet inhibiteur de I’acide citrique sur 1’activité crésolase et
catecholase de la PPO de Terfezia leonis Tul en utilisant le L-tyrosine et catechol
comme substrat phénolique. D’autre part, le mécanisme d’inhibition de I’enzyme par

cet agent chimique de synthese été détermine.

Notre travail sera consacré donc a 1’étude du mécanisme d’inhibition de ’activité

crésolase et catécholase de la PPO de truffe Terfezia leonis Tul par I’acide citrique.

La présentation de ce mémoire a été organisée en différents chapitres décrivant les

étapes successives de cette étude.

La premiére partie concerne un rappel bibliographique, aussi précis que possible,
sur la PPO, ainsi que, sur le controle du brunissement enzymatique. Dans
la deuxiéme partie, nous mettrons en évidence les procédures expérimentales.
La troisieme partie est consacrée a une discussion des résultats expérimentaux
obtenus. Elle est dédiée a la présentation des résultats expérimentaux de 1’inhibition
de I’activité crésolase et catécholase de la PPO par 1’acide citrique. Une récapitulation
succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des études

ultérieures sur la PPO, sont regroupées dans la derniére partie.
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1.1 Le brunissement enzymatique

Parmi les caractéristiques organoleptiques des aliments, la couleur est I’une des
propriétés principales pour évaluer la qualité des aliments par les consommateurs.
Le brunissement enzymatique est 1’une des réactions qui affecte le plus la couleur
des fruits et des légumes. Mais sous ce terme se regroupent eégalement
les phénomeénes concernant ’apparition de colorations brunes consécutives a des
altérations des fruits ou légumes, a la suite de traitements mécaniques (récolte,
manutention lors du transport et du stockage, pelage, découpe) ou technologiques
(conservation au froid, congélation-décongélation, irradiation), ou encore naturels
(infection fongique) (Cheriot, 2007).

Le brunissement enzymatique est dd a une oxydation catalysée par les polyphénols
oxydases (PPOs) des composés phénoliques endogenes par I’oxygeéne moléculaire ou
les premiers produits de réaction sont les quinones. Les composés phénoliques sont
des substances naturelles qui contribuent aux propriétés sensorielles (couleur, godt,
arbme et texture) associées a la qualité des fruits. Structurellement, ils contiennent un
noyau aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles et un certain
nombre d'autres substituants (Queiroz et al, 2008). Les peroxydases sont également
capables de catalyser la réaction, mais a un degré moindre. Les quinones se
condensent ensuite rapidement pour former des polymeéres bruns ou noirs a haute
masse moléculaire. Ces phénomenes n’apparaissent cependant qu’aprés une
décompartimentation cellulaire, permettant alors la mise en contact du substrat
phénolique (vacuolaire) et du systeme enzymatique (li€ aux membranes plastidiales)
(de Rigal, 2001).

1.1.1 Caracteres généraux des polyphénols oxydases
1.1.1.1 Historique

La PPO a été découverte pour la premiére fois en 1856 par Schoenbein dans le
champignon Boletus luciferus. 1l a noté que I’extrait de ce champignon catalyse
I'oxydation en aerobie 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 suivi la production a grande échelle de

la PPO de pomme de terre par Kubowitz (1938). C'était la premiére enzyme purifiée
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par chromatographie d'affinité (Lerch, 1981). La PPO était également la premiére
enzyme connue pour son aptitude a catalyser 1’incorporation de '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 I'origine nommeé inactivation de
réaction. Des recherches considérables ont été publiées sur lI'enzyme depuis lors
(Zawistowski et al, 1991 ; Robb, 1984). Depuis sa découverte, la PPO a été le sujet de
recherches intensives. Ces recherches ont portés d’une part sur la nature physique et
chimique de I'enzyme elle-méme et d’autre part sur le role de lI'enzyme dans la
respiration des végetaux inférieurs et supérieures (Bonner, 1956). Bien que la PPO 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).
1.1.1.2 Définition

La PPO est une métalloprotéine contenant deux atomes de cuivre. En présence de
I’oxygeéne moléculaire, elle catalyse l'oxydation des composés phénoliques en
quinones, qui se polymérisent pour former la mélanine, source de la pigmentation de
la peau et le brunissement des fruits et Iégumes (Zawistowski et al, 1991 ; Whitaker,
1995).

Cette enzyme est largement diffusée phylogénétiquement des bactéries aux
mammiféres et est impliquée dans diverses autres fonctions (Sendovski et al, 2011).
La structure du site actif de la PPO, dans lequel le cuivre est lié par six ou sept résidus
histidine et un seul résidu cystéine est hautement conservée a travers les especes
(Mayer, 2006).
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1.1.1.3 Nomenclature

Plusieurs noms ont été associés a la PPO et 1’union Internationale de biochimie
avait donné aux enzymes des noms systématiques fondés sur le type de réaction

qu’elles catalysent et sur la spécificité de leurs substrats.

L’o-diphéoloxydase qui appartient au groupe des oxydo-réductases a été définie
par Dixon et Webb (1964) comme 1’o-diphénol: oxygene, oxydoréductase
(E.C.1.10.3.1.).

Cette définition ne tenait compte que de [Dactivité catécholasique ou o-
diphénoloxydasique et excluait donc I’activité crésolasique du complexe. Le nom
PPO, trés souvent donné a I’enzyme, était, par conséquent, en contradiction avec la
nomenclature officielle. C’est pourquoi en 1972, cette nomenclature a été modifiée et
le complexe nommé monophénol, dihydroxyphénylalanine : oxygene, oxydo-
réductase (E.C.1.14.18.1.) (Varoquaux, 1978).

L’enzyme posséderait donc deux types de substrats correspondant a ses deux
activités. Et elle est connue sous divers noms (polyphénol oxydase, phénolase,
catéchol oxydase, catecholase, monophénol oxydase, ortho-diphénol oxydase, et
ortho-phénolase) (Mayer et Harel, 1979).

1.1.1.4 Caractéristiques structurales

La structure cristallographique des PPOs n’a pas été élucidée. Cependant, on peut
supposer que les PPOs, les hémocyanines et les catécholoxydases possedent des sites
actifs de structures comparables (Claus et Decker, 2006). 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 possédent des propriétés
spectroscopiques et chimiques comparables (Himmel wright et a., 1980), et des

similitudes de séquence primaires (Van Gelder et al, 1997).

Les masses moléculaires apparentes des PPOs, déterminées géneralement par des
techniques de chromatographie d’exclusion ou d’électrophorése dénaturante, sont
comprises entre 12 et 400 kDa (Zawistowski et al, 1991). Ces différences de taille
s’expliquent notamment par I’existence de formes polymériques de 1’enzyme, pouvant

aller du monomere, comme ceci est le cas pour la PPO des graines de tournesol
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(Raymond et al, 1993), a la forme tétrameérique comme ceci est le cas pour la PPO de
champignon (Strothkamp et al, 1976). Les auteurs s’accordent pour donner une masse
moléculaire apparente voisine de 40 a 45 kDa pour les formes monomeriques (de
Rigal, 2001).

La mise en ceuvre de techniques de biologie moléculaire associées a des analyses
cristallographiques a permis de préciser les informations sur la structure des PPOs. La
structure primaire de I’enzyme peut étre déduite de la séquence de I’ARN messager
codant pour I’enzyme. Les chercheurs ont observé que le nombre d’acides aminés des
formes monomériques des PPOs matures variait de 360 (haricot) a 496 (abricot), 569
(champignon de paris) et 593 résidus (pomme). Les domaines structuraux des PPOs

des végétaux supérieurs et fongiques sont schématisés sur la Figure (1).

Les séquences présentent trois domaines chez les végétaux supérieurs (deux chez

les champignons) ayant un degré d’homologie plus ou moins élevé entre especes

(Van Gelder et al, 1997).

Figure 1: Les trois domaines structuraux (I, vert; II, rouge; et Ill, bleu) de

I’hémocyanine d’arthropode. Les deux atomes de cuivre sont colorés en bleu claire

(Decker et Tuczek, 2000).
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Le premier domaine se trouve dans la région N-terminale des PPOs de végétaux
supérieurs ; il correspond a un peptide de transit (Chevalier et al., 1999). Ce peptide,
de 87 a 247 acides aminés selon les especes, permettrait de diriger la PPO immature
vers les thylachoides. Généralement ce domaine contient trois régions. La premiere
est constituée d’une séquence riche en groupements hydroxyles qui interviendrait
directement dans les mécanismes liés au transit. Suit une région riche en résidus
cystéine, dont le réle est encore indéterminé. La troisieme région, riche en résidus
portant des chaines latérales hydrophobes permet de diriger la PPO immature vers le
lumen des thylachoides (de Rigal, 2001).

Le domaine central des PPOs est séparé du peptide de transit par une séquence de
clivage reconnue par certaines protéases végétales. Ce domaine contient les deux sites
de fixation des atomes de cuivre, et correspond aux PPOs matures. Les deux
séquences de fixation du cuivre sont trés conservées entre les PPOs des vegétaux
supérieurs et les PPOs mais aussi chez toutes les espéces procaryotes et eucaryotes
étudiées (Decker et Terwilliger, 2000).

Le domaine C-terminal est séparé du domaine central par un site de clivage

sensible a la protéolyse. Ce domaine n’est présent que dans les formes latentes de la

PPO d’haricot, de raisin, et de PPO de champignons (Van Gelder et al, 1997).

Selon Eicken et al, (1999) les PPOs sont composées de deux sous-domaines
portant chacun un atome de cuivre et proviendraient de la fusion de deux protéines

ancestrales correspondant chacune a un sous-domaine Figure (2).

Garcia-Borron et Solano (2002) décrivent le site actif de la PPO comme une sphére
hydrophile délimitée par 4 hélices a contenant 6 residus imidazole. Cette sphére
hydrophile est située dans une poche hydrophobe formée par des résidus aromatiques.
La configuration du site actif des PPOs est maintenue par des forces électrostatiques
ou par des interactions ioniques. Une autre caractéristique du site actif des PPOs est la
liaison covalente thio-éther entre une cystéine et un des résidus histidyl lié au cuivre
du site actif (Lerch, 1982). Une telle liaison covalente cystéine-histidine est également
rapportée dans la catécholoxydase de patate douce (Ipomeabatatas) (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

phénomenes redox figure (3) et (4).
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Figure 2: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés par le
type d'atome : carbone : gris, I'azote : bleu, soufre : jaune, oxygene : rouge, cuivre : cyan

(Eicken et al, 1999).

Figure3: Vue a [Dlintérieure du site actif
d’hémocyanine de Limulus polyphemus. Les
atomes de cuivre (marron clair), oxygene (rouge),
histidines liées a I’atome CuA (bleu clair),
histidines liées a I’atome CuB (bleu foncé) (Decker
et Jaenicke, 2004).

Figure 4: 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 (Claus et Decker, 2006).
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1.1.1.5 Mécanismes d’activation

Il'y a deux types de mécanismes d’activation des PPOs totalement indépendants
I’un de I’autre ; a savoir, une activation par protéolyse partielle, d’une part, et une
activation en présence de détergents, d’autre part. Le premier mécanisme permet de
passer d’une forme dite immature a une forme mature de la PPO alors que le second

mécanisme permet de passer d’une forme inactive a une forme active (Flurkey, 1986 ;

Fraignier et al, 1995 ; Van Gelder et al, 1997 ; Espin et Wichers, 1999).

L’influence de la protéolyse sur I’activité polyphenoloxydase a été mise en
évidence in vitro. En effet, lors de 1’ajout d’inhibiteur de protéases au cours de
I’extraction de la PPO véggétales, le nombre d’isoformes observées par électrophorése
chute sans altérer 1’activité PPO totale (Van Gelder et al, 1997 ; Nozue et al, 1999).
Dans tous les cas, la protéolyse s’accompagne de I’apparition de formes actives de la
PPO ayant une masse moléculaire apparente inferieur a celles des formes natives.
Dans certains cas, les formes protéolysées de PPO sont actives sur une gamme de pH
plus large que les PPOs natives (Marques et al, 1995b).

Et d’autre part, il existe au moins un mécanisme permettant d’activer les formes
dites latentes de la PPO. Il a été montré in-vitro que 1’ajout de détergents anioniques
tel que dodécyl sulfate de sodium (SDS) entrainait une forte augmentation de
I’activité de certains extraits polyphenoloxydasiques, ce qui suggérait la présence de
formes latentes de 1’enzyme dans ces extraits (Gauillard et Richard-Forget, 1997). Or
les formes latentes ne peuvent étre détectées que lorsque les PPOs sont extraites a
I’aide de détergents doux tel que le triton X-114 (Goldbeck et Cammarata, 1981).
L’activation des PPOs par le SDS peut paraitre paradoxale lorsque 1’on sait que ce
détergent dénature généralement les protéines en modifiant leur structure tertiaire.
D’aprés Marques et al (1995b) la résistance des PPOs est vraisemblablement due aux
deux ponts disulfures présents dans la région N-terminale de I’enzyme mature. Selon
Moore et Flurkey (1990), les interactions entre la PPO et le SDS modifieraient la
conformation tridimensionnelle de 1’enzyme et rendrait ainsi le site actif accessible
aux substrats. Dans le cas de la PPO de champignon, pres de 99 % de I’enzyme
mature serait sous forme latente (Van Gelder et al, 1997). Et selon Choucha et Zarwal

(2009) la PPO de Terfezia leonis est une enzyme presque complétement latente
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puisque l'addition du SDS dans la solution d'extraction s'accompagne d'une

augmentation de I'activité enzymatique due a lI'activation de I'enzyme.
1.1.1.6 Le Mécanisme reactionnel

Les mécanismes réactionnels des PPOs sont 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’oxygéne moléculaire (Figure 5). La forme
Met représente 1’état majoritaire (ou de repos) dans les extraits enzymatiques. Elle est
susceptible d’oxyder les diphénols en quinones. Le site actif passe alors sous forme
Désoxy dans laquelle les deux atomes de cuivre sont sous forme réduite. Ils
deviennent alors capables de fixer I’oxygéne moléculaire pour passer sous la forme
Oxy. Cette derniére peut prendre en charge aussi bien les mono que les o-diphénols.
Le passage d’une forme a I’autre entraine des modifications de la géométrie spatiale
des six atomes d’azote des résidus histidine et le rapprochement des deux atomes de
cuivre 1’un par rapport a I’autre (forme Désoxy) figure (5). Ces phénomeénes sont liés
a de légeres modifications de la conformation tridimensionnelle de I’enzyme au cours

de la catalyse (Della Longa et al, 1996 ; Eicken et al, 1999).

En ce qui concerne [I’activit¢t monophénolasique, 1’¢tape préliminaire a la
formation des quinones consiste en 1’hydroxylation des monophénols (Vanneste et
Zuberbuhler, 1974). Or la forme Oxy est quasi-absente dans les extraits enzymatiques
et I’ajout d’un faible pourcentage d’o-diphenols dans le milieu réactionnel est
nécessaire pour modifier 1’état fonctionnel des PPOs et initier la réaction
d’hydroxylation (Duckworth et Coleman, 1970 ; Sanchez-Ferrer et al, 1995). Pour
accélérer cette étape généralement lente, I’ajout d’agent réducteur tel que 1’acide
ascorbique (Lavollay et al, 1975 ; Ros et al, 1993) et le dithiothréitol (Naish-Byfield

et al, 1994) est préconise.

Chez les végétaux supérieurs, un mécanisme reactionnel similaire est proposé.
Cependant, la forme oxysemble beaucoup plus instable que dans le cas des PPOs, ce
qui réduit fortement I'affinité des PPOs pour les mono-phénols (Eickenet al, 1999).
Dans tous les cas L’oxygene se fixe sur I’enzyme avant le substrat phénolique selon

un mécanisme séquentiel ordonné (Janovitz-Klappet al, 1989).

10
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O-DIPHENOL

Quinone

Désoxy
O-DIPHENOL Quinene

Figure 5: Interrelation entre les trois états fonctionnels de la PPO (Met, Deoxy, et
Oxy PPO) d’aprés Van Gelder et al (1997).

1.1.1.7 Caractéristiques fonctionnelles

La classe des PPOs est divisée en deux sous-groupes en fonction du substrat dont

elles catalysent 1’oxydation :

- hydroxylation en position ortho d’un substrat monophénolique (activité
monophénoloxydase, crésolase ou PPO) ;
- oxydation d’un diphénol en benzoquinone (activité diphénoloxydase,
¢galement appelée laccase, et spécifiquement catécholase lorsqu’il s’agit o-
diphénol).

Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1).

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent I’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 (Cheriot, 2007). Elle est

11
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cependant connue depuis longtemps dans les champignons (Varoguaux, 1978), et un

peu plus récemment dans la pomme (Nicolas et al., 1994).
Activité diphénololoxydase (EC 1.10.3.1).

L’oxydation des substrats 0-diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygene
est catalysée par I’activité o-diphénoloxydase également appelée catécholase ou
catécholoxydase. Cette dernic¢re a été 1’objet de nombreuses recherches en raison de
son haut pouvoir catalytiqgue dont découle la formation des quinones puis la

production des polymeres bruns appelés mélanoidines (Cheriot, 2007).
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
géneére la formation d’une radicale semi-quinone et s’accompagne par la réduction de
I’oxygéne 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 légumes a part
dans les péches (Harel et al, 1970) et les abricots (Dijkstra et Walker, 1991).
Les o- des p- diphénoloxydases sont distinguées 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 (Cheriot, 2007).

1.1.1.8 Spécificité des PPOs et substrats phénoliques

Pour la spécificit¢ de ’enzyme est évaluée selon deux paramétres cinétiques :
la valeur de ky qui rend compte de I’affinité de ’enzyme pour le substrat et la vitesse
maximale de catalyse Vmax. La spécificité dépend de la structure de I’enzyme et des

substrats, mais également des conditions expérimentales (Van Gelder et al, 1997).

Les substrats phénoliques qui participent a la couleur, 1’astringence, I’amertume et
au gout des fruits et légumes, comportent un noyau aromatique porteur d’un ou
plusieurs groupe(s) hydroxyle. La composition en polyphénols dans les végétaux

varie selon I’espéce, le cultivar, la maturité, les conditions de culture et de stockage.

12
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La Figure (6) présente les structures des composés phénoliques substrats les plus
courants des PPOs. Les dérivés de I’acide caféique, tels que I’acide chlorogénique,
sont souvent cités comme étant les composés o-diphénols majoritaires dans les
végetaux ou ils sont présents sous forme glycosylés. Il faut alors noter que les
monophénols tels que 1’acide sinapique ou I’acide syringique forment alors des semi-

quinones (Cheriot, 2007).

La spécificité de substrat des PPOs varie selon la source végétale de la tyrosinae.
Les composés phénoliques endogénes sont responsables des réactions de
brunissement enzymatique des fruits et légumes lors de leurs transformations
(Cheriot, 2007).

Certains composés phénoliques sont des substrats de la PPO, d’autres peuvent étre
des inhibiteurs de cette méme enzyme. Différents acides cinnamiques sont des
analogues de substrats et ainsi de bons inhibiteurs compétitifs de la PPO de pomme
(Walker et Ferrar, 1995).

13
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Figure 6: Structure de composés phénoliques substrats des polyphénols oxydases

(Cheriot, 2007).
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1.1.1.9 Réle physiologique et applications des PPOs

Le role physiologique des PPOs demeure en grande partie obscur et donc tres
controversé (Vaughn et al, 1988). L’absence de la PPO ne semble pas avoir d’effets
sur la viabilité de certaines espéces végétales mutantes comme une lignée de pommes
de terre transgénique (Bachem et al, 1994). La fonction la mieux documentée de

I'enzyme est limité a la formation des mélanines.

Toutefois, de nombreuses hypothéses concernant le réle physiologique des PPOs
sont proposées. Premiérement, son implication dans la résistance aux infections
bactériennes, fongiques et virales parait largement admise (Martinez et
Whitaker ,1995). En effet, une augmentation de 1’activité de la PPO est généralement
observée suite a un stress (Gentile et al, 1988), hausse vraisemblablement due a une
maturation de formes latentes (Espin et al, 1999b) par les protéases des pathogénes
plutot qu’a une synthése de novo (Chevalier et al, 1999). L’initiation des réactions
d’oxydation enzymatique des phénols conduirait a la mise en ceuvre de mécanismes
de défense physiques et chimiques du végétal (de Rigal, 2001). Pierpoint (1966)
affirme que certains composés intermédiaires des réactions secondaires seraient
capables d’inactiver ou de fixer certains virus et de limiter leur pouvoir infectieux.
Zinkernagel (1986) ajoute que les quinones produites ont un effet bactéricide et
fongicide. Kuwabara et Katoh (1999) supposent un role de la PPO dans la facilitation
de la mort cellulaire, aprés avoir mis en évidence une activité protéolytique catalysée

par la PPO d’épinard.

La localisation spécifique des formes actives des PPOs 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 hypothése, Lax et Vaughn(1991) ont montré que la PPO était

structuralement associée au photosysteme Il dans la plupart des végétaux supérieurs.

Les pigments foncés produits par les PPOs jouent un rdle de protection des cellules
bactériennes et les spores contre les rayons UV. lls conférent également la protection
contre les oxydants, la chaleur, I'nydrolyse enzymatique, composés antimicrobiens et

la phagocytose (Queiroz et al., 2008).
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Au niveau du sol, les PPOs extracellulaires sont probablement impliquées dans la
polymérisation et la détoxification de composés phénoliques des plantes et
laformation des matieres humiques. Les monophénols et o-diphénols ont longtemps
été considérés comme étant les substrats exclusifs de la PPO. Toutefois, les amines
aromatiques et o-aminophénols ont également été reconnus comme substrats de la
PPO qui subissent des réactions d’ortho-hydroxylation et oxydation similaires (Lerch,
1995).

Les activités monophenol hydroxylase et diphenoloxydase de la PPO sont la base
de nombreuses applications industrielles. Dans les technologies de I'environnement
pour la détoxification des eaux usées et sols contaminés contenant les phénols (Claus
et Decker, 2006). Dans les industries pharmaceutiques pour la production des o-
diphénols (par exemple, la L-dopa, dopamine pour le traitement de la maladie de
Parkinson), dans les produits industriels cosmétiques ou alimentaires, pour des
réactions de brunissement oxydatif (Mayer et Harel, 1978), comme échangeur de
cations, et support pour les médicaments, les antioxydants, les agents antiviraux et
immunogenes (Nosanchuk et Casadevall, 2003). Par ailleurs, la PPO ayant un
potentiel de biocapteurs elle est a I’origine de nombreuses applications,
principalement pour le dosage des composés phénoliques tels que la dopamine (Min
et Yoo, 2009 ; Njagi et al, 2010) et le suivi des phénols (Claus et Decker, 2006).

En outre, les inhibiteurs de la PPO sont devenus des constituants importants des

produits cosmétiques luttant contre 1’hyperpigmentation (Maeda et Fukuda, 1991).
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1.2 Prévention du brunissement enzymatique

Si le brunissement enzymatique est recherché au cours des transformations
technologiques de certains produits tels que le thé, le cidre, les raisins secs, les
pruneaux ou les dattes, il pose également un probléme important pour les fruits et les
legume vendus frais (Taylor et al., 1986). Le brunissement enzymatique ne se produit
que lorsque les tissus sont endommages par la coupe, le tranchage ou le broyage : les
vacuoles contenant les substrats phénoliques sont rompues et ces derniers sont ainsi
mis en contact avec la PPO cytoplasmique. Le taux de brunissement enzymatique
dépend de la quantité de la PPO active dans les tissus, de la teneur en polyphénols, du

pH, de la température et de la disponibilité en oxygene.

Beaucoup d’études ont eu pour but d’inhiber le brunissement enzymatique et
plusieurs techniques essayant d’éliminer les composés responsables de ce

brunissement (oxygene, enzyme, cuivre, substrat) (Nicolas et Billaud, 2006).

Dans cette partie, nous réaliserons un inventaire des différentes méthodes citées
dans la littérature avant de détailler plus particulierement les méthodes faisant appel a

I’emploi des inhibiteurs chimiques.
1.2.1 Moyens physiques de contréle du brunissement enzymatique

Les méthodes physiques conventionnelles visent principalement soit a diminuer la
teneur des aliments en oxygene moléculaire (premier substrat des PPOs) grace a la
conservation sous atmosphére contrélée, soit a inactiver les PPOs par la chaleur ou le
froid (Walker et Ferrar, 1995).

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 contréler le brunissement enzymatique. Cependant, cette méthode ne
peut étre utilisée dans les procedés de transformation des fruits et légumes frais
(Cheriot, 2007). Puisque bien que tres efficace, le blanchiment nuit a la qualité des
produits en provoquant des pertes en vitamines, arémes, couleurs, texture, sucres et

autres composeés hydrosolubles (Vamos-Vigyazo, 1981).

17



Synthése biblioghraphique

Des températures inférieures a —18 °C sont aussi utilisées pour la conservation de
longue durée des aliments. Les mécanismes d’inactivation des enzymes par la
congélation peuvent étre expliqués par différentes hypotheses : augmentation de la
concentration en inhibiteurs du fait de la diminution de la quantité d’eau disponible a
I’état liquide (Tappel, 1966), de modifications du pH ou encore des groupements
thiols. De la méme facon que pour I’inactivation des enzymes par chauffage, ce
proceédé présente des inconvénients et provoque notamment des changements de
texture. De plus, la congélation fragilise les structures membranaires des cellules et
facilite ainsi le brunissement enzymatique lors de la décongélation des produits
(Fennema, 1975).

Les traitements par hautes pressions peuvent aussi induire des inactivations
réversibles ou irréversibles des activités enzymatiques. La perte en activité catalytique
du fait des hautes pressions varie selon 1’enzyme, la nature des hautes pressions, la
température et la durée du traitement (Cheftel, 1992). Cependant, la PPO est
relativement résistante aux traitements par les hautes pressions : des pressions de 5 et
7 kbar sont nécessaires a I’inactivation de la PPO de pomme a pH 4,5 et 54

respectivement (Nicoli et al, 1994).

Une voie de recherche consiste a associer les traitements par la chaleur a une
exposition des aliments sous haute pression hydrostatique. Selon Cheftel (1992),
certaines enzymes subissent une dénaturation irréversible lorsqu’elles sont exposées a
des pressions supérieures a 100MPa. Ainsi les PPOs partiellement purifiées de
pommes, de raisin, de poires et d’avocat sont-elles partiellement dénaturées (10 a 60
% de I’activité initiale est perdue) lorsqu’elles sont exposées durant 15secondes a des
pressions allant de 100 a 900 MPa et a des températures atteignant 60°C (Rastogi et
al, 1999).

La PPO de champignon ne semble cependant pas affectées par ces traitement
(Matser et al, 2000). Toutefois, la température, la pression et la durée de traitement

restent des parameétres a optimiser pour une meilleure efficacité.

La combinaison des traitements thermiques avec des ultrasons peut également
contribuer a I’inactivation enzymatique. Lorsqu’il est appliqué en milieu liquide, le
traitement par ultrasons entraine la formation de bulles dont les interfaces changent

continuellement de forme et de taille. Les ondes acoustiques peuvent affecter les
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structures enzymatiques et ainsi promouvoir la dénaturation des enzymes (EI’Piner et
al, 1965).

En fin, lirradiation est de plus en plus reconnue comme une méthode pour
diminuer les pertes apres récolte tout en assurant une bonne qualité hygiénique des
aliments et facilitant leur commercialisation a large échelle. Le brunissement des
tubercules de pomme de terre et de fruits tropicaux apres irradiation aux rayons
gamma a été largement étudié par Thomas (1984 ; 1986). Ces rayons inhibent la
germination des tubercules de pomme de terre et ont un effet sur les substrats
phénoliques. Cependant une irradiation trop forte des produits peut entrainer la
rupture des membranes et la libération de la PPO. Par ailleurs, les radicaux libres
produits par des radiations ionisantes peuvent réagir avec d’autres composés
alimentaires et entrainer des effets secondaires tels que le brunissement des tissus,

I’oxydation des lipides et des pertes vitaminiques (Pendharkar et Nair, 1987).
1.2.2 Inhibition du brunissement par des extraits naturels

Plusieurs nouveaux inhibiteurs proviennent de différentes plantes médicinales.
Ainsi ’arbutine et 1’hinokitiol (Sakuma et al, 1999), I’acide gallique et ses dérivés
alkylés extraits de plantes médicinales africaines (Kubo et al, 2000) apparaissent
comme des inhibiteurs compétitifs des PPOs. Certains microorganismes synthétisent
également des inhibiteurs. Citons deux inhibiteurs compétitifs classiques d’origine
fongique : I’acide fusarique et la 4-pentadécylpyridine (Ferrar et Walker, 1999) qui

sont cependant toxiques.

Osmianski et Lee (1990) rapportent qu’un peptide contenu dans le miel serait
capable d’inhiber fortement le brunissement enzymatique de tranches de pommes en
agissant comme un inhibiteur non compétitif de la PPO. L’efficacité anti-
brunissement du miel est attribuée a sa richesse en antioxydants tels que l’acide

ascorbique, les flavonoides et 1’a-tocophérol.

Le jus d’ananas est également reconnu pour son efficacité anti-brunissement. Outre
la présence d’acide citrique et d’acide ascorbique, un ester d’acide organique soufré

serait directement responsable de cette efficacité (Bennion, 1990).
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1.2.3 Inhibition du brunissement par des préparations enzymatiques

Les préparations enzymatiques font, depuis longtemps, partie des additifs
employés dans I’industrie agroalimentaire. Les enzymes ont |’avantage d’étre
d’origine naturelle, non toxiques, mais leur prix est généralement élevé,

principalement lorsqu’un haut degré de pureté est requis (Poulter et Caygill, 1985).

Citons I’exemple de la papaine, dés 1935, un brevet est déposé par Balls et Hale
pour I’emploi du jus de papaye pour prévenir le brunissement de fruits et légumes
coupés. Des préparations enzymatiques de ficine inhibe aussi efficacement, dans
certaines conditions expérimentales, le brunissement de crevettes et de pomme de

terre pellées et tranchées (Martinez et Whitaker, 1995).
1.2.4 Inhibiteurs chimiques de contréle du brunissement enzymatique

La recherche de traitements chimiques a conduit & une meilleure compréhension
des mécanismes d’action de composés connus et/ou employés dans 1’industrie agro-
alimentaire ainsi qu’a la découverte de nouveaux composés ayant un effet anti-

brunissement.

L’utilisation d’inhibiteurs du brunissement enzymatique ne peut se concevoir que
s’ils n’ont aucun effet toxique et ne modifient pas le golt ni la couleur des produits, et

évidemment si le surcodt économique est supportable.

Les inhibiteurs chimiques sont classés en trois groupes selon qu’ils affectent
I’enzyme, les substrats ou les produits de la réaction. Ils sont classés selon McEvily et
al. (1992) en six catégories (Tableau 1) : les agents réducteurs, les acidifiants, les
agents chélateurs, les agents complexant, les inhibiteurs de I’enzyme et les traitements

enzymatiques.
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Tableau 1: Inhibiteurs du brunissement enzymatique (McEvilyetal., 1992).

Sulfite et dérives
Agents réducteurs Acide ascorbique et analogues

Cystéine et glutathion

Phosphates
Agents chélateurs EDTA

Acide organiques

Acide citrique
Acidifiants
phosphorique

Acides carboxyliques aromatiques
Alcools aliphatiques

Inhibiteurs d’enzyme | Anions

Peptides

Résorcinols substitués

Oxygeénases

Traitements

. 0-Méthyltransférase
enzymatiques

Protéases

Agents complexant Cyclodextrines

1.2.4.1 Inhibiteurs agissant sur les substrats des PPOs

Certains inhibiteurs chimiques agissent en piégeant les substrats phénoliques.
Parmi les produits de synthese classiquement employés en cenologie ou dans la
fabrication de jus de fruits se trouvent le polyvinyl polypyrrolidone (PVPP), le
charbon actif et la bentonite (Spagna et al, 2000).

Les cyclodextrines constituent une premicre catégorie d’agents adsorbants des
phénols d’origine naturelle. Leur forme cylindrique ménage une surface interne

hydrophobe alors que la surface externe présente un caractére hydrophile (Szejtli,
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1990). Leur cavité hydrophobe leur permet de former un complexe avec une large
gamme de molécules organiques et notamment avec des phénols ayant un caractere
hydrophobe fort. Ainsi, leur utilisation dans les jus de fruits et Iégumes a été brevetée
par Hicks et al, 1990. Cependant, la capacité de piégeage des cyclodextrines dépend

de la nature des cyclodextrines et de celle des polyphénols (Fayad et al, 1997).

Les chitosanes, polymeére de la N-acétylglucosamine, dérivés de désacétylation de
la chitine (N-acétyl-2-amino-3-déoxy-B-D-glucopyranoside), seraient également
capables d’inhiber le brunissement enzymatique de jus de pommes, de poires (Sapers,

1992).

D’autres polysaccharides anioniques tels que les carraghénanes et les sulfates de
xylane ou d’amylose peuvent inhiber le brunissement enzymatique de jus ou de
tranches d pommes. lls complexeraient les composés phénoliques, mais également les
atomes de cuivre du site actif des PPOs (Tong et Hicks, 1991).

1.2.4.2 Traitements chimiques agissant sur ’enzyme

Les inhibiteurs chimiques agissant sur les PPOs peuvent étre classes en quatre
grands groupes selon les mécanismes d’inhibition. Le premier groupe est constitué
des composés chélateurs de métaux, le second d’agents acidifiants, le troisieme des
composés agissant au niveau du site de fixation du substrat phénolique et le quatriéme
groupe enfin rassemble les composés agissant sur des sites différents du site de

fixation du substrat phénolique.
1.2.4.3 Composés chélateurs d’ions métalliques.

Ces composés forment des complexes avec les atomes de cuivre du centre actif des
PPOs. Comme dans le cas de I’inactivation de la PPO par ’acide oxalique. Cette
inactivation s’accompagne de l’arrachement d’un des deux atomes de cuivre de
I’enzyme conduisant a une forme inactive nommée metapo, 1’atome de cuivre encore
fixé a ’enzyme restant sous forme oxydé. La forme metapo est alors capable de fixer
spontanément un atome de cuivre présent dans le milieu, conduisant ainsi a la
régénération de la forme native de I’enzyme et a la restitution de 1’activité catalytique

(Yong et al, 1990).
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Parmi les composes cheélateurs classiques inhibant les PPOs se trouvent le 2-
mercapto benzothiazole, ’azoture, le cyanure, le monoxyde de carbone, 1’acide
éthylene  diaminetétracétique, 1’homocystéine, la métallothionéine et le
diéthyldithiocarbamate (de Rigal, 2001). D’autres composés chélateurs ont une
structure relativement proche de celles d’un phénol, ce qui leur confeére une forte
efficacité. C’est le cas de la tropolone, la mimosine (Kahn et Andrawis, 1985) le
kaempférol, 1’acide paratoluique, I’acide salicyl hydroxamique ainsi que les acides

kojique et oxalique (Tong et al, 1995).

Parmi les agents chélateurs employés industriellement se trouve le Sporix, un
polyphosphate acide de synthese, fréquemment utilis¢é en mélange avec [’acide
ascorbique (Sapers, 1993). Les ions chlorure sont également capables de complexer

les atomes de cuivre présents dans le site actif de la PPO (de Poix et al, 1980).

Si le chlorure de sodium ou de calcium est fréquemment employé en combinaison
avec I’acide ascorbique, son emploi est limité par les modifications de qualités

gustatives qu’il entraine (Walker et Ferrar, 1995).

1.2.4.4 Les agents acidifiants

D’une maniére générale, le pH optimal des PPOs est compris entre 5 et 7. Un
abaissement de la valeur de pH du milieu vers 3 ou 4 permet donc d’inhiber ces
enzymes et méme d’augmenter ’efficacité de nombreux inhibiteurs (Conrad et al,
1994). L’acide citrique est 1’agent acidifiant le plus couramment utilisé pour le
traitement de fruits et 1égumes frais. Il est capable en outre de chélater le cuivre du
site actif de ’enzyme (Walker et Ferrar, 1998). Certains acides, organiques ou non tel
I’acide malique, tartrique, malonique, phosphorique ou chlorhydrique peuvent
également étre employés (MacCord et Kilara, 1983). Cependant, leur prix et leur effet
sur la qualité gustative des aliments représentent leurs principaux inconvénients
(Weemaes et al, 1999a).

1.2.4.5 Inhibiteurs agissant sur le site de fixation du substrat phénolique.

Dans ce groupe se trouvent les acides carboxyliques et plus particulierement les
acides benzoiques, cinnamiques et phényl alcanoiques. Ce sont le plus souvent des
inhibiteurs compétitifs des PPOs. Leur pouvoir inhibiteur tient a leur similitude
structurale avec les phénols-substrats et a leur faible caractére oxydable (MacEvily et

al, 1992b). Toutefois, le type d’inhibition observée peut varier selon le substrat ou la
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source enzymatique (Janovitz-Klapp et al, 1990a ; Menon et al, 1990). Ces derniers
auteurs ont également montré que la forme protonée des acides était responsable de
I’inhibition, apreés avoir observé que celle-ci était accentuée a pH acide.
Généralement, les dérivés de I’acide cinnamique ont un pouvoir inhibiteur plus éleve

que ceux des deux autres séries citées (Sapers, 1993).

Citons ¢également 1’acide kojique, 1’acide oxalique, et la tropolone qui, outre leur
pouvoir chélateur de métaux, sont des inhibiteurs compétitifs ou mixtes des PPOs
(Kahn et al, 1995).

Ce sont des inhibiteurs de la PPO en raison de leurs similitudes structurelles avec
les substrats phénoliques. Les formes non dissociées de ces acides sont capables
d'inhiber la PPO par complexation avec le cuivre au site actif de I'enzyme (MacEvily
et al, 1992).

D’aprés Rapeanu et al (2006), une faible inhibition (23%), lorsque l'acide
benzoique a été testé dans les raisins. Et selon Liu et al. (2003) 1’acide benzoique a été
identifié comme un puissant inhibiteur de la PPO de champignons. Inhibant a la fois
I’activité monophénolase et diphénolase qui semble étre une réaction réversible. En
fin, des 1969 Harry et al. Avaient rapporté que 1’acide benzoique inhibait la PPO de
champignon par une inhibition compétitive pour la fixation du catéchol et non

compétitive vers la fixation de I’oxygene.

1.2.4.6 Inhibiteurs agissant sur des sites autres que le site de fixation du
substrat phénolique.

Ce groupe d’inhibiteurs non compétitifs est constitué¢ principalement d’aldéhydes
extraits de végétaux. Citons le cuminaldéhyde présent dans les graines de cumin et
I’anisaldéhyde présent dans les graines d’anis (Kubo et Kinst-Hori, 1998).
L’inhibition est due a D’attaque par le groupement aldéhyde d’amines primaires
présent sur les chaines latérales des PPOs, conduisant a la formation d’une base de
Schiff stable. De plus, ’hexanal sous forme de gaz s’est montré tres efficace contre le

brunissement de tranches de pommes (Lanciotti et al, 1999).
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L’Acide citrique (acide 2-hydroxy-1, 2,3-propane tricarboxylique) C’est un acide
organique faible (Rico et al, 2007 ; Li et al, 2008), trés diffus dans la nature. Il
intervient dans le métabolisme de nombreux animaux et plantes ; il a été isolé sous
forme cristalline a partir du jus de citron, en 1784, par Sheele et sa structure a été
¢tablie par Liebig en 1838. La synthése chimique de 1’acide citrique, a partir de
glycérine, remonte a 1880. En 1893, Wettmer découvrit quelques micromycetes

capables de produire 1’acide citrique par fermentation de substrats contenant du sucre.

Cet acide organique a été souvent signalé par son activité anti-brunissement des
fruits frais et les légumes coupés (Li-Quin et al, 2009) et est généralement reconnu
comme étant non dangereux « GRAS » (Generally Recognized As Safe) (Pacific
Health Sciences, 2008).

L’efficacité anti-brunissement de I’acide citrique dans les fruits frais coupés et les
légumes se rapporte a deux facteurs principaux, y compris les types et cultivars de
produit, et les concentrations d'agents anti-brunissement. Par exemple 1’efficacité de
I'acide citrique pour contrdler le brunissement enzymatique des pommes fraichement
coupées a été signalé a différer entre les cultivars de pomme. Dans les pommes
Liberty, une activité inhibitrice moyenne sur le brunissement de 1%, étonnamment,
1% d’acide citrique ont montré une forte activité inhibitrice sur la PPO de pomme
(Golden Delicious) (Son et al, 2001). Aussi, d’aprés Pizzocaro, et al. (1993) des
concentrations d’acide citrique entre 0,02 a 0,1% activaient la PPO, alors que les
concentrations a 0,2% ou plus présentaient un effet inhibiteur sur I'activité de la PPO

dans les pommes.
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2.1 Materiels

2.1.1 Matériel biologique

La truffe (Terfezia leonis Tul) est utilisée comme source de la PPO (Figure7). Les
truffes ont éteé récoltées durant la période Mars-Avril de la commune d’Ain Deheb de

la Wilaya de Tyaret.

Figure 7 :Terfezia leonis Tul d’Algérie (Wilaya de Tyaret).

2.1.2 Produits chimiques

Le catéchol, la L-tyrosine, le sodium dodécyl sulfate (SDS) et I’acide citrique dont
fourni par Fluka. Tous les autres produits chimiques et réactifs utilisés dans cette

¢tude, sont d’un grade analytique.
2.2 Méthodes

2.2.1 Préparation de I’extrait brut de la PPO

La PPO a été extraite a partir des truffes (Terfezia leonis Tul) selon le protocole

d’extraction décrit par Choucha et Zarwal (2009).

Les truffes sont lavées avec de I'eau distillée pour éliminer le sol résiduel et sont
séchée a I’aire libre. 75 g d’écorce de truffe préalablement refroidies a 4°C afin
d’éviter leur brunissement enzymatique sont broyées dans 100 ml de tampon
phosphate de sodium (0.05 M-pH 7.0) pendant 2.5 minutes a I’aide d’un mixeur
(Warning Commercial Blender 800 EG, Model BB 90E). Le broyat est filtre a travers
quatre couches de gaze et le filtrat obtenu est centrifugé a 4000 trs/min pendant 10
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minutes a [’aide d’une centrifugeuse (Fisher BioblockScientific). Le surnageant
récupéré d'un volume total de 78 ml, représente I'extrait brut de la PPO est stocké dans des

tubes coniques (15 ml) a -10°C.
2.2.2 Mesure de activité PPO

L’activité crésolase et 1’activité catécholase de 1’extrait brut de la PPO de truffe
(Terfezia leonis Tul) est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre (Thermo Scientific
HeAlOSy Spectrophotometer, England), réglé a 475 nm et 410 nm respectivement et
en présence de la L-tyrosine et catéchol comme substrat monophénolique.
L’oxydation de la L-tyrosine s’accompagne d’une augmentation de 1’absorbance du
milieu reactionnel due a la production de la dopachrome de couleur rose-rouge
(Pérez-Gilabert et al, 2001).

L’activité crésolase et I’activité catécholse est déterminée a 30°C dans le milieu
réactionnel contenant 1 mL de la L-tyrosine et catéchol a 1 mM dans du tampon
acetate de sodium a 0.05 M et 30 pl de la solution enzymatique la vitesse initiale de
I’activité crésolase et 1’activité catécholase est calculé a partir de la partie linéaire de
la courbe d’accumulation du produit en fonction du temps aprés la phase de latence
(Figure 8).
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Figure 8: Exemple de détermination de la vitesse initiale d’oxydation de la L-tyrosine
par 1’extrait brut de la PPO de Terfezia leonis Tul (L-tyrosine a 1 mM, SDS a 10 mM,
volume de I’extrait enzymatique 30 pl, tampon acétate de sodium 0.05 M-pH 5.0,

température 30°C, volume du milieu réactionnel 1.0 ml).
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Une Unité Internationale (UI) est la quantité d’enzyme qui produit 1 pmol de

dopachrome par minute a 30°C.

La cuve de référence pour les mesures UV-visible contient tous les constituants
sauf le substrat. Les solutions de substrat et d’enzyme sont mélangées apres pré-
incubation de 5 min a 30°C. Comme c’est indiqué précédemment, I’extrait
enzymatique est le constituant & ajouter le dernier dans le milieu réactionnel. Toutes
les analyses des activités dans ce travail ont été effectuees trois fois et la moyenne des

résultats seront présentées. La barre d’erreur représente 1’erreur standard.
2.2.3 Détermination des valeurs d’ICsg

Pour déterminer la concentration d’inhibiteur qui provoque une diminution de
I’activité enzymatique par 50 % (ICsp), I’activité de la PPO a été mesurée a 30°C et
pH 5.0 (tampon acétate de sodium 0.05 M), en absence et en présence de différentes
concentrations d’acide citrique comprises entre 5 et 15 mM et ceci pour une
concentration constante de la L-tyrosine et le catéchol. Les valeurs d’ICsy ont été
déterminées a partir de la représentation de 1’activité enzymatique résiduelle en

fonction de la concentration de 1’acide citrique (Chen et al, 1998).
2.2.4 Détermination du mécanisme d’inhibition de la PPO par ’acide citrique

Pour déterminer le mécanisme d’inhibition de la PPO de truffe par I’acide citrique,
’activité crésolase et I’activité catécholase de I’enzyme a été mesurée dans le milieu
réactionnel standard en absence et en présence de deux concentrations constantes
d’acide citrique (5-10 mM) et a différentes concentrations de la L-tyrosine et catéchol

comprises entre 0.4-1.2 mM et 3-15 mM respectivement.

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

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

Les constantes d’inhibition (K, et K;s) ont été calculées a partir des graphes
secondaires des parametres cinétiques en fonction de la concentration d’inhibiteur,

comme c’est décrit précédemment (Chen et al, 1998). K, et Ks représentent les
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constantes de dissociation du complexe Enzyme-Inhibiteur (EI) et du complexe

Enzyme-Substrat-Inhibiteur (ESI), respectivement.

La constante d’inhibition K; est une mesure quantitative du pouvoir inhibiteur des
inhibiteurs réversibles. Par conséquent, dans notre étude, ’efficacité d’un inhibiteur
est exprimée par le K, qui est 'inverse de I’affinit¢ de 1’enzyme vis-a-vis de

I’inhibiteur.
2.2.5 Analyse des résultats expérimentaux

L’analyse des données cinétiques observées a été effectué par ajustement a 1’aide
de régression lin€aire, et de régression non linéaire par 1’utilisation des programmes
suivants : Table Curve 2D™ (Jandel Scientific Windows v2.03 Copyright© 1989-
1994), et Excel® (Microsoft Excel 97-2003). Enzyme Kinetics Pro™ Version 2.36,
SigmaPlot 2004 (Windows Version 9.01) et Origin 6.0 (Microcal (TM) Origin
Version 6.0, Copyright © 1991-1999 Microcal Software, Inc.).
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3.1 Détermination de la valeur d’ICs; de I’effet de I’acide citrique sur
Pactivité crésolase et catécholase de la PPO de truffe (Terfezia leonis
Tul)

L’effet de différentes concentrations d’acide citrique sur 1’oxydation de la
L-tyrosine par la PPO de truffe Terfezia leonis Tul est étudié. La Figure (9) montre
que I’activité crésolase et catécholase diminue en fonction de la concentration d’acide
citrique dans le milieu réactionnel. La valeur d’ICso définie comme étant la
concentration d’acide citrique qui provoque une diminution de I’activité enzymatique
initiale @ 50 % ainsi calculée égale a 9.46mM d’activité crésolase et 6.52Mm

d’activité catécholase .
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Figure 9. Effet de la concentration de 1’acide citrique sur la ’oxydation de L-tyrosine
par la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul) A [Dactivité crésolase B D’activité
catécholase . Les conditions d’essai : 30°C, 1.0 ml de milieu réactionnel contient 0.05
M de tampon acétate de sodium (pH 5.0), 1 mM de L-tyrosine et 1mM de catéchol, et
50 ul de I’extrait enzymatique, 10 mM de SDS. Chaque valeur représente la moyenne

de deux essais.

D’apres le Tableau (2), on constate que la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul) est
plus sensible vis-a-vis de ’acide citrique par rapport aux PPOs obtenues a partir de
plusieurs sources végétales.

Il est notable que la valeur d’ICsp dépend de la source d’enzyme, de substrat

phénolique utilisé, des conditions expérimentales et de la pureté¢ de ’enzyme.
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Tableau 2. Les valeurs d’ICso de I’effet de I’acide citrique sur I’activité PPO de

plusieurs sources végétales.

Type de 1Cso e
Sources substrat | (mM) Références
L-tyrosine | 9.46
Truffe (TerfezialeonisTul) Notre etude
cathecol 6,52
Racine de céleri . Aydemir et Akkanh
(Apiumgraveolens L.) Catéchol 26.3 (2006)
Truffe (TerfezialeonisTul.) Catéchol 6.52 Benmbarek et Chaher
(2011)
Champignon de Paris Catéchol | 150 SON et al., 2000
(Agaricusbisporus)
Laitue (Lactucasativa L.) Catéchol | 62.91 Urszula et al2007
Racine de banana Dopamine 22 Nathalie et al 2006

3.2 Mécanisme cinétique d’inhibition de P’activité crésolase et

Pactivité catécholase de la PPO de truffe par ’acide citrique

Dans les conditions expérimentales utilisées, I’oxydation de la L-tyrosine et

catéchol par la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul) en absence et en présence d’acide

citrique suit une cinétique de Michaelis-Menten. Les cinétiques d’inhibitions de

I’activité crésolase et catécholase par 1’acide citrique ont été déterminées par 1’analyse

des représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk et les résultats

trouvés sont regroupés dans le Tableau (2).

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

suit:

Avec :
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[]
=1+=
K;
[1]
a'=1+—-
Kis
Ki=Kis

K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
Kis : constante de dissociation du complexe ESI (mM) ;
[1] : concentration d’inhibiteur (mM).
Les constantes d’équilibres de la fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme libre, K ; et

sur le complexe (ES) ; K;s sont identiques.

Les valeurs du coefficient de régression linéaire (R?) sont indiquées dans le
Tableau (3). Leurs valeurs sont comprises entre 0.866-0.967, ce qui indique bien que
les données expérimentaux, sont parfaitement ajustées par 1’équation d’inhibition
choisie. Ce comportement cinétique montre que 1’inhibiteur peut se fixer sur I’enzyme
libre et également sur le complexe enzyme-substrat (ES). La présence d’un inhibiteur
non compétitif dans le milieu réactionnel n’affecte pas la fixation du substrat avec

I’enzyme libre mais affecte la fonction catalytique de I’enzyme.

Tableau 3. Les valeurs des paramétres cinétiques de I’inhibition de 1’activité

crésolase et Dactivité catécholase de la PPO de Terfezia leonis Tul. Par ’acide

citrique.
Acide . 2
Substrat o Ki(mM) | Ky (MM) | Vimax(pmol/l/min) | R
citriqgue(mM)
: 0 109.37+23.26

L- tyrosine 5 8.40+0.54 | 1.15+0.43 519144 81 0.967
10 43.34+3.56
5 11,14+1,04 | 25,0748,21 0.780 19 0.980
10 0.6+0,15

Les résultats illustrés dans le Figure (10) montrent une série des courbes linéaires
ayant le méme point d’intersection sur 1’axe des abscisses (1/[S]) mais de différentes
pentes, indiquant que 1’acide citrique se comporte comme un inhibiteur non compétitif
de I’activité crésolase et I’activité catécholase de la PPO de truffe (Terfeiza leonis
Tul). Cet inhibiteur a diminué la valeur apparente de Vmax et n’a aucun effet sur le Kp,

comme le montre le Tableau (3).
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Figure 10. Les graphiques de Lineweaver-Burk de I’inhibition de 1’activité crésolase
et I’activité catécholase de la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul.) par I’acide citrique
A Tactivité crésolase B ’activité catécholase. Concentrations d’acide citrique sont : 0
(@), 5 (0), et 10 (¥) mM. Chaque valeur représente la moyenne de deux essais.
Tableau 4. Les types d’inhibition des PPOs de quelques sources végétales par I’acide
citrique.
Source d’enzyme | Type de substrat Type Références
d’inhibition
L-Tyrosine
Truffe e
TerfezialeonisTul Non competitive Notre etude
(TerfezialeonisTul.) Catéchol
Racine de céléri . i Aymedir et Akkanli
. Catéchol Compétitive y
(Apiumgraveolens L.) (2006)
Laitue (Lactuca . feies Altunkaya et Gokmen
(. Catéchol Non compétitive y
sativa) (2008)
Brocoli (Brassica Catéchol Non compétitive Gawlik-Dziki et al
oleracea) ) ) . (2007)
4-Méthylcatéchol | Non compétitive
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Résultat et Discussion

Nos résultats sont en concordance avec ceux trouvés par d’autres chercheurs.
Gawlik-Dziki et al. (2007) et Altunkaya et Gokmen (2008) ont trouvé respectivement
que l’acide citrique est un inhibiteur non compétitif des PPOs de brocoli
(Brassicaoleracea var. botrytis italica) et la laitue (Lactuca sativa) lorsque le catéchol
est utilisé comme substrat. Par contre la PPO de céleri (ApiumgraveolensL.) présente

une inhibition de type compétitive (Aymedir et Akkanli, 2006).

L’acide citrique a un double effet inhibiteur, en diminuant le pH (au-dessous du pH
optimal de I’activité de la PPO) du milieu reéactionnel et par chélation du cuivre
(Altunkaya et Gokmen, 2008 ; Jiang et al, 1999). A des valeurs de pH inferieures a 4
I’enzyme a peu d’activité en raison de la perte du cuivre de son site actif (Suttirak et
Manurakchinakorn, 2010).
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Conclusion

Le polyphénol oxydase est I’un des agents responsable du brunissement pour de
nombreux produits végétaux y compris les truffes et les champignons. La PPO met en

jeu deux activités enzymatiques : les activités crésolasique et catécholasique.

Au terme de ce travalil, il est signalé que I'objectif fixé dans notre introduction est
atteint & savoir I'étude de la cinétique d'inhibition de I'activité crésolase et catécholase
de la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul) par l'acide citrique en présence de la L-

tyrosine et catéchol comme substrat.

Il ressourt de cette étude que l'acide citrique est un inhibiteur réversible de la
tyrosinase de truffe; inhibiteur de type non compétitive fixant I'acide citrique sur

I'enzyme libre et sur le complexe enzyme-substrat.

Cette inhibition dépend principalement de la source d’obtention de I’enzyme et du

substrat phénolique utilisée.

Nous pouvons dire que l'acide citrique est un composé chimique largement
répondu dans la nature non toxique et de faible cout qui peut étre utilisé pour le

contr6le du brunissement des truffes pendant leur conservation apreés leur récolte.
Comme perspectives, il serait plus intéressant d’étudier 1’effet de 1’acide citrique

sur les propriétés cinétique et thermodynamiques de la tyrosinase de truffe pendant

son inactivation thermique.
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