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

Université Amar Thelidji- Laghouat

FACULTE DE SCIENCES
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

MEMOIRE DE MASTER

Présentés par :

Elabed Ahmed Taki Eddine et Seksak Salem
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Biologie
Option : Biochimie des produits naturels

Theme

Etude de I’effet de I’acide citrique sur I’inactivation
thermique de I'activite monophénolique de 7erfezia leonis tul

Jury de soutenance :

Mr. Massaoudi Omar Président

Mr. Laboukh Mourad Examinateur
Mr. Benaceur Farouk Rapporteur
Mr. Gouzi Hicham Co-rapporteur

JUIN 2015




Résumé

Ce travail rapporte une étude de I’effet de I’acide citrique sur les paramétres
thermodynamiques du polyphénol oxydase Truffes des Désert (Terfezia leonis). L’étude
de la cinétique de d’inhibition du polyphénol oxydase (PPO) de Terfezia leonis a été
réalisée en présence de la L-Tyrosine comme substrat et 1’acide citrique comme
inhibiteur. Une valeur d’ICso = 7,5mM a été estimée. La cinétique de 1’inactivation
thermique de la tyrosinase de truffes en absence et en présence de 1’acide citrique peut
étre correctement décrite par un modele de premier ordre a des températures comprises
entre 45°C et 65°C avec les différents temps de traitement. Les valeurs de 1’énergie
d’activation (Ea) et Zt sont égales, respectivement & 217 kJ/mol et 9,44°C en absence
d’acide citrique et a 257KJ/mol et 7,96°C en présence de cet inhibiteur. La vitesse
d’inactivation est accélérée d’un facteur de 425 fois dont la constante d’inactivation a
45°C est de 0,0018 min™ alors qu’a 65°C elle est de 0,7474 min™. En effet I’acide citrique
amplifie la vitesse d’inactivation d’un facteur d’environ 2,6.

Mots clés : Tefezia leonis, Polyphénol oxydase, Inhibition, Inactivation thermique, Brunissement
enzymatique
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Abstract

This work brings back a study the effect of the citric acid on the thermodynamic
parameters of the polyphenol oxydase Truffles of the Desert (Terfezia leonis).

The study of the kinetics of inhibition of the polyphenol oxydase (PO) of Terfezia leonis
was carried out in the presence of L-Tyrosin like substrates and the citric acid like
inhibitor. A value of IC50 = 7,5mm was estimated. The kinetics of the thermal inactivation
of the truffle tyrosinase in absence and in the presence of the citric acid can be correctly
described by a model of first order at temperatures ranging between 45°C and 65°C with
the various processing times. The values of the energy of activation (Ea) and Zr are equal,
respectively with 217 kJ/mol and 9.44 °C in absence of citric acid and with 257 KJ/mol
and 7.96°C with this inhibitor the acid the speed of inactivation is accelerated of a factor
of 425 times whose constant of inactivation with 45 °C is of 0.0018 min™ whereas with
65 °C it is of 0.7474 min™. Indeed the citric acid amplifies the speed of inactivation of a
factor from approximately 2.6.

Keywords: Tefezia leonis, Polyphenol oxydase, inhibition, thermal inactivation, enzym
atic browning
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Introduction

Introduction

Le polyphénol oxydase (PPO) est une métalloenzyme, capable de produire des o-quinones
en présence des composés phénoliques. En présence de 1’oxygene moléculaire, cette enzyme
catalyse deux réactions bien distinctes : I'o-hydroxylation des monophénols en o-diphénols
(activité crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et ’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 (Corzo-Martinez et al., 2012., Rui et al.,2015).

Les PPOs ont été trés bien étudiées a partir de diverses sources telles que la patate
douce (Rui et al.,2015 Guo-Liang et al.,2015), la péche (José et al.,2014), les champignons
(Papa et al., 1994, Cheng et al., 2013), I’artichaut (Quarta et al., 2013), la cerise (Kumar et
al., 2008), la poire (kim et al.,2005). Par contre, peu d’études ont €té rapportées sur la PPO
des truffes (Zarivi et al., 2003, Gouzi et al., 2013).

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 plusieurs facteurs y notamment le brunissement (Njagi et al.,
2010, Aldo et al., 2011). La prévention de cette réaction constitue 1’un des principaux défis
pour les scientifiques traitant la conservation des produits alimentaires (Guo Liang., 2015),de
méme, visant un tel but préventif, nous proposons I'étude de I’effet de 1’acide citrique sur
I’inactivation thermique de la tyrosinase de truffes du désert, au fait, il est connu que
I’inhibition ou méme I’inactivation thermique peuvent contrer le brunissement enzymatique
mais récemment on s’est rendu compte que la combinaison entre ces deux facteurs peut étre
a la fois utile et pratique en offrant plus d’efficacité et rentabilité¢ (Wei et al., 2013, Cheng et
al., 2013).

Ainsi, notre travail présenté en quatre chapitres est séquencé comme suit : Le premier
chapitre concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur 1’enzyme
« PPO ». Dans le deuxiéme chapitre, nous mettrons en évidences les procédures
expérimentales.

Le Troisieme chapitre est consacré a une discussion des résultats expérimentaux conduits
lors de ce mémoire. Nous présenterons les résultats de I’inhibition par 1’acide citrique et son
effet sur les paramétras cinetiques thermodynamique de I’inactivation thermique.

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

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

2,
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1 Polyphénol oxydase

1.1 Historique

La polyphénol oxydase a eté découvert pour la premiére fois en 1856 par Schoenbein dans
le champignon Boletus luciferus. Il a noté que ’extrait de ce champignon catalyse 1’oxydation
en aérobie de certains composés en formant un pigment brun dans les plantes (Whitaker et Lee.,
1995).

Bertrand (1896) a son tour a mis également en évidence la présence d’une enzyme dans la
betterave, le dahlia et certains champignons. Bach et Chodat. (1904) ont émis I’hypothése que
le brunissement des tissus végétaux coupés ou broyés était da a 1’action d’une oxygénase qui
catalyserait la peroxydation des o-diphénols. Selon ces auteurs, le peroxyde ainsi formé serait
détruit par la peroxydase, conduisant a la formation des composes quinoniques.

Le polyphénol oxydase a été extrait pour la premiére fois simultanément par Kubowitz
(1938) a partir des pommes de terre et par Keilin et Mann (1938) a partir d’Agaricus bisporus.

C'était la premiére enzyme purifiée par chromatographie d’affinité (Lerch, 1983 ; Jolivet et
al., 1998). Bien que la polyphénol oxydase ait été découverte il y’a bien longtemps, ce n’est
qu’en 1998 que la premicére structure cristallographique de la PPO a été rapportée et ¢’était pour
I’enzyme de Impomea batatas (Klabund et al., 1998). Et depuis, la PPO a suscité plus
d’attention et plusieurs études sérieuses ont été, portées d’une part sur la compréhension de
mecanisme réactionnel et d’autre part sur le role de l'enzyme dans le brunissement
enzymatique (Seo et al., 2003 ; Halalouili et al., 2006 ; Virador et al., 2010 ; Cheng et al.,
2013 ; José et al.,2014).

1.2 Définition, classification et nomenclature

1.2.1 Définition

Le polyphénol oxydase (PPO) appartient au groupe des oxydoréductases, elle est largement
répandue dans le régne microbien, végétal et animal et participe dans la mélanogénese chez les
mammiféres et/ou dans le brunissement enzymatique des fruits et des légumes. Bien que le
terme générique de PPO soit couramment utilisé, il s’agit en réalité d’une vaste famille
d’enzymes réunissant les tyrosinases (EC 1.14.18.1), les catéchol oxydases (EC 1.10.3.1) et les
laccases (EC 1.10.3.2) (Mesquita & Queiroz., 2013).

1.2.2 Classification et nomenclature

L’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.
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L’o-diphénol oxydase 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.), le nom
tyrosinase, 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 : oxygéne, oxydo-réductase
(E.C.1.14.18.1.) (Martinez & Whitaker, 1995, Mesquita & Queiroz., 2013)

La PPO catalyse 1’o-hydroxylation des monophénols (activité monophénolase) et
I'oxydation des o-diphénols en o-quinones (l'activité diphenolase) avec l'oxygene comme
oxydant primaire (Mayer., 2006 ; Mesquita & Queiroz., 2013)

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,
I'activité diphenolase n'est pas toujours précédée par l'activité hydroxylase (Mayer., 2006,
Mesquita & Queiroz., 2013).

La laccase (p-diphenol : oxygene oxydoréductase, EC 1.10.3.2) est un autre type de
polyphénol oxydase, présente dans certains végétaux supérieures (Zhang et al., 2010).

Activité monophénolase (EC 1.14.18.1)

Les monophénols oxydases ou monoxygénases catalysent 1’hydroxylation des monophénols
en o-diphénols (Figure 1). Cette enzyme est également appelée tyrosinase car la L-tyrosine est
le substrat monophénolique majeur dans le regne animal. Cette enzyme est également appelée
crésolase en raison de sa capacité a utiliser le crésol comme substrat. L’activité monophénol
oxydase est généralement peu ¢tudiée 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. (Mayer et al., 2006, Martinez et al., 2012).

Activité catéchol oxydase (EC 1.10.3.1)

La laccase se caractérise par son activité p-diphénol oxydase qui s’ajoute a ’activité o-
diphénol oxydase (Figure 1). L’oxydation des substrats phénoliques par la laccase, génere la
formation d’un radicale semi-quinone et s’accompagne par la réduction de 1’oxygene en eau
par un mécanisme dit ping-pong (Reinhammar & Malmstrom., 1981 ; Giardina et al., 2010).

Ces enzymes ont été trouvés dans des différentes especes de plantes, d'insectes et des
bactéries (Loera et al., 2006;. Madhavi & Lele., 2009). Cependant, la majorité des laccases
décrites dans la littérature ont éte isolées a partir des champignons supérieurs, Les laccases

fongiques les plus connues sont des enzymes extracellulaires, chez les végétaux supérieures,
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elles assurent trois roles important incluant la formation de pigment, la dégradation de la lignine
et de désintoxication (Loera et al., 2006).
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Figure 1 : Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphénols oxydases.

1.2.3 Distribution, localisation subcellulaire et role physiologique

1.2.3.1 Distribution et localisation subcellulaire

La distribution de la PPO dans les différentes parties des fruits et Iégumes et la proportion
de I’enzyme liée sur I’enzyme soluble peuvent étre considérablement inégales. (Mayer et al.,
2006). L’activité de PPO est trés faible dans les jeunes plantes, souvent indétectable (Mayer.,
1979). Beaucoup des chercheurs se sont intéressés aux PPO des diverses sources telles que :
les truffes (Miranda et al., 1996 ; Perez-Gilabert et al.,2001 ;Zarivi et al.,2003 ; Gouzi et
al.,2013), les champignons (Papa et al.,1994 , Cheng et al.,2013), la banane ( Sojo et al.,
1998, Unal.,2007), I’artichaut (Ziyan & Pekyardimc.,2003 ; Quarta et al.,2013), la poire (Ziyan
& Pekyardimci.,2004 ; Kim et al.,2000), la péche (José et al.,2014), I’abricot ( Tony et
al.,1999), les feuilles de Tabac (Shi et al.,2002), la cerise (Kumar et al.,2008), et la pomme
(Yemenicioglu et al., 1997).

La PPO se trouve dans une variété des organites subcellulaires telles que les peroxysomes,
les mitochondries (Martinez et al., 1989., Webb et al.,2013).Chez les plantes saines, la PPO est
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majoritairement présente dans les plastides., alors qu’elle est libérée dans le cytoplasme des
fruits murs ou endommagés (Whitaker et Lee., 1995., Webb et al.,2013).

1.2.3.2 Roéle physiologique :

La localisation spécifique des formes actives des PPO laisse supposer que cette enzyme
intervient directement dans la photosynthese et/ou dans la régulation de la concentration en
oxygene actif dans les chloroplastes (Kuwabara & Katoh.,1999). Il a été montré que la
PPO eétait structuralement associée au photosystéme Il dans la feve (Vicia faba). (Lax &
Vaughn., 1991)

Dans les plantes, les PPO jouent également un role de résistance contre les infections
microbiennes, virales et contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez & Whitaker.,
1995). La PPO est impliquée dans divers processus tels que, la pigmentation des vertébrés et
mammiferes, ainsi que le brunissement des fruits et des Iégumes (Fenoll et al., 2004). Chez les
insectes, la PPO est impliquée dans la sclérotisation de I'exosquelette et aussi, dans la protection
contre d'autres organismes par leur encapsulation dans la mélanine (Steffens et al., 1998).

La PPO catalyse l'oxydation des composés phénoliques en quinones. Ces derniéres, sont
elles-mémes bactéricides et fongicides (Zinkernagel., 1986), et se polymérisent ensuite, pour
former des polymeres bruns insolubles construisant une barriére, qui limite la prolifération de
I'infection et l'altération des tissus de la plante, grace a leurs propriétés anti-microbiennes,
(Zawistowski et al., 1991). Selon Craft et Audia. (1962), ces barrieres de protection ont été
observées dans les patates douces, les carottes, les betteraves, les courges, les navets et les
pommes de terre.

Elle peuvent induire des modifications des protéines végétales repoussant  ainsi les
herbivores ou les microbes pathogénes (Steffens et al., 1998). Par son activité hydroxylase,
cette enzyme participe également dans la biosynthéese des composés phénoliques (Zawistowski
et al., 1991). L'activité PPO joue aussi un rdle important dans la qualité des produits
alimentaires (Mayer & Harel., 1991) d’une part elle est essentielle pour la coloration bénéfique
de certaines nourritures, telles que les prunes, les raisins noires et le thé, et d’autre part elle
modifie de facon indésirable les qualités organoleptiques des fruits et des légumes (Whitaker
& Lee, 1995 ; Mesquita & Queiroz., 2013).

1.2.4 Structure moléculaire et site actif

En général, les 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
essentiellement dans I'intervalle de 35 a 70 kDa (Van Gelder et al., 1997, Klabunde., 1998 ;
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Yang et al., 2000, Virador et al.,2010). La PPO est une métalloenzyme contenant une paire de
cuivre, qui est le site d’interaction avec 1'oxygéne et le substrat phénolique, ce type de site actif
a cuivre, est désigné sous le nom de « cuivre type 3 » et on le trouve également chez
I’hémocyanine, la laccase, 1’ascorbate oxydase et la cérulo-plasmine (Yang et al., 2000).

Garcia-Borron & Solano (2002) décrivent le site actif de la PPO, comme une sphere
hydrophile, délimitée par 4 hélices a et contenant 6 résidus imidazole. Cette sphere 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 constatée dans la catéchol oxydase de patate
douce (Ipomea batatas) (Klabunde et al., 1998). Selon ces auteurs, cette structure optimise le
potentiel redox du cuivre pour I'oxydation des o-diphénols et permet ainsi, un rapide transfert
d'électrons lors des phénomenes redox. Elle est également responsable de la régulation de
I'activité enzymatique (Mayer., 1987).

La structure cristalline de la PPO de Vitis vinifera a été récemment résolu (Virador et al.,
2010) , sa similitude avec les structures cristallines de la catéchol-oxydase de Ipomoea
batatas (Klabunde et al., 1998) et I'némocyanine de Enter octopus dofleini (Cuff.,1998) soutient
d’avantage la théorie d’'un mécanisme catalytique identique entre ces derniéres enzymes.

La PPO de Vitis vinifera est une protéine monomérique de 38,4 kDa (figure 2). La structure
secondaire est essentiellement a- hélicoidal avec un noyau formé de quatre a- hélices ; a4, a3,
al2, et al4, le centre catalytique formé de deux atomes du cuivre est entouré par les hélices a3
et a9, et de plusieurs coudes B. Deux ponts disulfures (Cys 11-Cys 26 et Cys 25-Cys 88) aident
a ancrer la région N-terminale riche en boucle. La paire de cuivre (CuA et CuB) (figure 3) du
site actif, est coordonnée par trois résidus histidine fournis par les quatre hélices a. Le CuA est
coordonné par I’His 87, His 108, et I’His 117. L His 87 est situ¢ au milieu de I’hélice a4, tandis
que I’His 108 et His 117, sont au début et au milieu de I’hélice a5. Le second cuivre, CuB, est
coordonné par 1I’His 239, His 243 et I’His 272. Ces résidus d’histidines, sont localisés au début
et a la fin de I’hélice 12 et 14, respectivement. H108, se lie de facon covalente au Cys 91.
(Virador et al., 2010).
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Figure 2 : Diffraction aux rayons X de la PPO de V. vinifera. (A) modéle de ruban montrant la forme
ellipsoidale générale, le deux B-feuilles(Bleu), les quatre hélices(Rouge) et le centre & deux cuivre
(deux boules rouge). (B) Représentation de Ca de V. vinifera PPO (bleu) avec ceux de la PPO de la

patate douce (jaune) (18) et Neurospora crassa (vert).

Figure 3: Site actif de la PPO de V. vinifera PPO (bleu) et la patate douce (jaune) et N. crassa
enzyme (vert) (a) I’entrée de site actif a la surface de I’enzyme utilisant Caver) Détail sur la
coordination des chaines His avec les deux atomes de cuivres , la distance internucléaire était :C u-
Cu, 4,17 A°; CuA a H87,2.07 °; aH108 ,2.16 °; H117, 2.35 °; CuB a H239, 2.04A “;a H243, 2.15 A
;aH272,2.02A .
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1.2.5 Le Mécanisme réactionnel

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique sont principalement décrits pour
les PPOs d’origines fongiques. D’apres Sanchez-Ferrer et al. (1995), le site actif des PPOs peut
exister sous trois formes selon la valence du cuivre et la liaison avec I’oxygeéne moléculaire. 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 (figure 4) passe alors sous forme
Désoxy dans laquelle les deux atomes de cuivre sont sous forme réduite. Ils deviennent alors
capables de fixer I’oxygene 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 1’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 1’autre (forme Désoxy). Ces
phénomenes sont liés a des légéres modifications de la conformation tridimensionnelle de

I’enzyme au cours de la catalyse (Eicken et al., 1999).
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Figure 4 : Interrelation entre les trois états fonctionnels de la PPO (Met, Deoxy, et Oxy PPO)
d’apreés Van Gelder et al (1997).
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Le modéle des mécanismes réactionnels des PPOs incluant l'activité catécholase (Figure 5,
cycle A) et crésolase (Figure 5, cycle B) est basé sur des informations liées a la structure
électronique et géométrique du complexe de cuivre bi-nucléaire, ainsi que, sur I'étude des
modifications du site actif par différents anions et ligands (Siegbahn, 2003 ; Lerch, 1995). La
forme oxy peut réagir avec les mono- et les diphénols tandis que la forme met ne peut réagir
qu'avec les diphénols (Claus et Decker, 2006).Les deux cycles (crésolase et catécholase)
produisent des o-quinones qui se rearrangent spontanément en pigments polymériques
(Rodriguez-Lopez et al., 1992).

L'activité catécholase, implique lI'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones, avec la
réduction concomitante de 4e” de I'oxygéne moléculaire, qui produisent deux molécules d'eau.
Cette activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol, de la forme met de I'enzyme, suivie de
la réduction du faisceau bicuivrique, menant a la formation des oxy-PPO et au dégagement d'o-
quinone. Avec la fixation postérieure de I'oxygéne moléculaire, I'oxy-PPO est formée et une
deuxiéme o-diphénol est liée, réduisant ainsi le peroxyde avec production d'eau et formation
d'une autre o-quinone.

Dans l'activité crésolase, 1'02 est lié d'abord aux deux groupes du Cu(l) du deoxy-PPO pour
donner I'oxy-PPO dans laquelle 1'02 aux caractéristiques d'un peroxyde. Ensuite un monophénol
est coordonné en position axiale a I'un des cuivres de I'oxy-PPO, suivie d'un réarrangement
complexe menant a la production d'une molécule d'eau et l'intermédiaire conduisant a la
formation de O-quinone (Solomon et al., 1996., 2001 ; Fenoil et al., 2004 ; Whitaker, 1995;
Mayer & Harel.,1991 ;Siegbahn, 2004; Sanchez-Ferrer et al., 1995 ; Jolivet et al., 1998).
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Figure 5 : Le mécanisme catalytique global d'oxydations pour la PPO
(@) de monophenol et (b) de diphénol (Lerch., 1995).
1.2.6 PH et Température optimale
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Le pH optimum de la PPO varie largement avec la source végétale, mais il est généralement
dans la gamme de 4,0 & 8,0 il est influencé par un certain nombre de facteurs expérimentaux
tels que les méthodes d'extraction, de la température, la nature du substrat phénolique et systéme
de tampons utilisé au cours d’élimination (Mayer et al., 2006).

La nature du substrat utilisé dans le dosage de I'activité est un autre facteur qui a une influe
nce significative sur le pH optimum de I'enzyme, par exemple, la PPO de persil (Yusuf &
Mustafa et al., 2012) présente une activité maximale a pH 8,5 avec le pyrogallol, mais un pH
de 4 avec le 4 méthylcatéchol (Tableau 1). Les valeurs de pH optimum en présence de méme
substrat vis a vis des PPO d’origine différente sont également variables dont en présence de L
dopa, la valeur de pH optimum pour le persil égale a 4,5 (Dogru & Erat et al., 2012) tandisque

pour celle de chévrefeuille du Japon égale a 7,5. (Goyeneche et al., 2013). Les valeurs de pH

optimums 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 modifié en prése
nce de SDS, quel que soit le substrat, I'activité de la PPO de pomme est inhibée a un pH acide
et activé a un pH supérieur a 5,0 et ceci en présence de 3,5 MM SDS (Marques et al., 1995).

La température est un autre facteur trés important influengant sur I’activité enzymatique, la
PPO n'appartient pas aux enzymes extrémement stable a la chaleur. Les traitements thermiques
de courtes durées de 1’enzyme dans les tissus ou en solution, a des températures de 702 90 ° C
sont, dans la plupart des cas, suffisants pour la destruction irréversible, partielle ou totale de sa
fonction de catalyseur. L’exposition a des températures inférieures a zéro peuvent également
affecter l'activité enzymatique (Queiroz et al., 2008). Chutintrasrl & Noomhorm (2006), ont
montré que I’activité PPO d'ananas, a été réduite d'environ 60% aprés une exposition a 40-60
°C, pendant 30 min. Les valeurs de la température optimale de la PPO dépendent notamment
de substrat (Tableau 01), du pH optimum, et également de de la source de I'enzyme. Elles
varient entre 20 et 65°C. Les résultats ainsi récapitulés dans le Tableau 01 montrent, que pour
une méme enzyme, la température optimale peut varier en fonction de
substrat, par exemple pour la PPO de radis (Goyeneche et al. 2013), des valeurs de températur
es optimales égales a 40 °C et 20°C, en présence de catéchol et pyrogallol, respectivement, on
t été obtenus. Pour deux PPO d’origine différente la température optimale change vis-a-vis de
méme substrat par exemple en présence de L-tyrosine la PPO de Chien-rose présente une
température optimale égale a 65°C. (Sakiroglu et al., 1996),tandis que pour la PPO de cerise

une valeur de 47 °C a été estimée (Kumar et al.,2008).
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Tableau 01 : Valeurs de pH et de température optimales de quelques PPO d’origine végétale.

Source Substrat pH Température Référence
optimum optimale bibliographique
Chien-rose Catéchol 8,5 25 Sakiroglu et al.,(1996)
(Rosa dumalisRechst) 4-methylcatéchol 8,5 20
Pyrogallol 7 15
L-Tyrosine 7 65
P-cresol 5 60
Murier blanc Pyrogallol 7,5 20 Arslan et al.,(2004)
(Morus alba L.)
Fraise Catéchol 5 25 Dalmadi et al.,(2006)
Fragariaananassa
Champignon de Paris
(Agaricusbisporus) Catéchol 7 30 8%%% et Benmansour
Pyrogallol 7,6 30
Banane Catéchol 7 30 Unal et al.,(2007)
(Musa cavendishii) Catéchol 7 40
Cerise L-Tyrosine 5,2 47 Kumar et al., (2008)
(Malpighiaglabra) Pyrogallol 8 30
Blé Catéchol 4.5 40
(Triticumaestivum) Catéchin 5 35 Erat et al,(2010)
pyrogallol 5 30
L-dopa 5 40
Dopamine 4.5 35
4-méthylcatéchol 5 35
Catéchol 4 40
4-Methylcatechol 4 40 Dogru & Erat., (2012)
Persil Pyrogallol 8.5 35
(Petroselnumcrispum) L-Dopa 4.5 45
Dopamine 8 45
Catéchin 4 35
Radis Catéchol 7 40 Goyeneche et al. ,(2013)
(Raphanussativus) Pyrogallol 7 20
Chévrefeuille L-Dopa 7,5 25 Na-Na et al.,(2013)

(Lonicerajaponica)
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1.2.7 Spécificité de la PPO

Les composés phénoliques sont des substances naturelles qui contribuent & la richesse
sensorielle (couleur, godt, aréme et texture) associée a la qualité des fruits ,toutefois, les PPO
des plantes présentent grandes spécificités vis-a-vis de ces composés et sont capables d'oxyder
une variété de mono, di ou des polyphénols. (Es-Safi et al., 2003).

Les deux activités de la PPO, monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase
(catécholase) peuvent catalysées une grande variété des substrats (Whitaker al., 1995).

L’activité diphénolase du PPO est généralement la plus répandue dans les plante, quand les
deux activités monophénolase et diphénolase sont présentes, le rapport de I'activité
monophénolase a celle de 1’activité diphenolase varie de 1:10 a 1:40 selon les sources vegétales
(Perez et al., 2001.,Mesquita & Queiroz.,2013).

La PPO présente différentes affinités vis-a-vis du méme substrat selon la source de son
obtention (I’espéce, le genre, le cultivar, ou également le tissus) (Zawistowski et al., 1991). Le
type et la position des substituants présents sur les mono- et les o-dihydroxy phénols sont
également des causes importantes déterminant la réactivité du substrat. Pour les mémes
substrats, des grandes différences dans les parametres cinétiques (Km et Vmax) sont obtenues
selon la source et la pureté de I'enzyme (Zawistowski et al., 1991). Par exemple, la substitution
en position 3 (exemple : le 3-méthyl catéchol) cause une diminution de l'affinité de I'enzyme
pour le substrat a cause de I’encombrement Stérique. La présence d'un groupement donneur
d’¢électron en position 4 (exemple : le 4-méthyl catéchol ou I’acide chlorogénique) ou d’un
groupement attracteur d'électron (exemple : le 4-nitrocatéchol ou le 3,4-dihydroxy acide
benzoique) augmente ou réduit la réactivité du substrat, respectivement (Vamos-
Vigyaz6., 1981). La catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA),
la tyrosine, et les esters d’acide cinnamique sont les substrats naturels de la PPO, trouvés dans
les fruits et legumes (Zawistowski et al., 1991,Vamos-Vigyazo.,1981,Trebst & Depka .,1995).
Ces composes phénoliques sont des substrats primaires de PPO (Figure 06). 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 le
thé (Ullah., 1991) et le persil (Dogru & Erat., 2012), tandis que I'acide chlorogénique est présent
dans le radis (Goyeneche et al., 2013),et I’aubergine (Todaro et al .,2011). (Yang et al. 2000)
ainsi que (Sojo et al. 1998), ont rapporté que le brunissement enzymatique dans la pulpe de
banane est causé par I'oxydation du composé phénolique, « la dopamine », en présence de
substrats endogenes.
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Figure 06 : Structure de quelques substrats phénoliques (Majid et al., 2004).
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1.2.8 Aspects cinétiques et thermodynamiques de I’inactivation thermique de la PPO

Le traitement thermique est généralement considéré comme la méthode la plus efficace pour
inactiver la PPO, inhibant entre autres le brunissement enzymatique (Wei et al., 2013).
Les traitement thermiques peuvent, toutefois, étre responsable des pertes de la qualité
sensorielle et nutritionnelle dans les fruits et légumes (Gnangui et al., 2009; Gouzi et al., 2012).
Une approche pour optimiser le traitement thermique de fruits et Iégumes afin de maximiser la
qualité est de développer un modele intégrant plusieurs parameétres de la cinétique d'inactivation
des enzymes pour préedire les changements ultérieurs de la qualité durant le traitement et le
stockage.

L'inactivation thermique des enzymes est souvent décrite en fonction des parameétres
cinétigues comme le temps de réduction décimale (D), la constante d'inactivation (k), la valeurs
(2), les énergies d'activation (Ea) et les paramétres thermodynamiques AH, AG, AS. La valeur
D désigne le temps nécessaire pour réduire l'activité de la valeur initiale de 90%, la valeur Zt
est la température nécessaire pour réduire la valeur de D par une unité de log (paramétre de
sensibilité a la température), obtenue en tracant les valeurs de Log D en fonction des valeurs de
températures correspondantes (Gouzi et al., 2012,Cheng et al., 2013).

La cause la plus commune de Il'inactivation par la chaleur des enzymes est la perte de la
conformation native (déploiement de la structure tertiaire de la protéine active a un desordre
polypeptide), un processus identifié comme une thermodénaturation, qui a lieu a la suite de la
mobilité moléculaire accrue a des températures élevées (Klibanov., 1983). De méme, ces
paramétres thermodynamiques d'inactivation sont des indicateurs utiles de toute stabilisation
ou déstabilisation secondaire (Gouzi et al., 2012). Plusieurs rapports ont été portés sur les
paramétres cinétiques d’inactivation thermique de la PPO de différentes sources végétales, un
apercu géneral est donné dans le Tableau 02. Les valeur de temps de réduction décimale (D) et
celui de demi vie ty2 sont des paramétres important caractérisont la stabilité de I’enzyme et a
I’inverse de coefficients d’inactivation (k), ils sont inversement proportionnels a I’augmentation
de la température, par exemple pour la PPO de champignon de Paris des valeurs de D , tio et k
égales & 112 min et 33,8 min, 0,021 min, respectivement a 55°C ont été estimées tandis que a
75 °C, des valeurs de 1,2 min et 0,36 min, 1,929 min™* respectivement ont été trouvées (Cheng
etal., 2013).
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Le parametre Zt (°C) est également utile pour apprécier la sensibilité de 1I’enzyme, plus la
valeur est grande moins la PPO est d’autant sensible au traitement thermique (Cheng et al.,
2013). On remarque que les valeurs de Zt varient entre 6,6°C et 14,2°C (Tableau 02) indiquant
que la PPO de banane est I’enzyme la plus sensible, ceci est confirmé par les petites et les
grandes valeurs de coefficient d’inactivation (k) et de D, respectivement.

L’¢énergie d’activation est un autre parametre trés important reflétant le taux de 1’énergie
nécessaire pour assurer la stabilité de I’enzyme plus elle est grande plus I’enzyme est stable et
vice versa (Gouzi et al., 2012). Une gamme des valeurs comprise entre 23,7 kJ/mol et 255

kJ/mol a été rapportée pour les différentes PPO d’origine végétale.
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Tableau 02 : Les parameétres cinétique de I’inactivation thermique des polyphénols oxydases obtenues a partir de quelques sources vegétales

Source de la PPO Substrat pH Température k D tw 4 Ea Références
(°C) (min 1) (min) (min) (°C) (kJ/mol) bibliographiques
Champignon de paris Pyrocatéchol 7 55 0,021 112 33,8 10,3 214 Cheng et al .(2013)
(Agaricushisporus) 60 0,096 23,9 7,22
65 0,381 6 1,82
70 0,838 2,7 0,83
75 1,929 1,2 0,36
Pomme de terre douce L-dopamine 6.6 50 0.025 92.12 27.72 29.41 Gnangui et al. (2009)
(Dioscoreacayenensis- 55 0.028 82.25 24.75 67.67
rotundatacv Longhd) 60 0.046 50.07 15.06
65 0.057 40.40 12.16
Ananas Catéchol 50 0.0062 146.8 111.79 104.2 23.7 Chutintrasri &
(Ananas comosus) 6.5 55 0.0074 142.4 93.66 Noomhorm. (2006)
60 0.0087 121.9 79.67
65 0.0098 97.4 70.72
Champignon L-tyrosine 50 0.019 121.18 35.83 McCord & Kilara
(Agarics bisporus) 6.5 55 0.054 42.64 12.91 6.6 173.83 (1983)
60 0.134 17.18 5.16
Champignon Catéchol 7 45 0.004690 491.06  147.7925 10.1 208.37 Gouzi et al. (2012)
(Agarics bisporus) 50 0.011785 195.41 58.816
55 0.019586 117.58 35.3899
60 0.062547 36.82 11.082
65 0.568642 4.05 1.2189
70 1.218518 1.89 0.5688
73 1.799218 1.28 0.3852
Raisin blanc Catéchol 55 0.0172 133.33 40.29 Rapeanu et al. (2006)
(Vitis Viniferassp. Sativa) 5 60 0.0559 41.16 12.39 9.66 225.43
65 0.200 11.47 3.46
Banane Catéchol 60 0.81 1072 286 85.6 Unal. (2007)

(Musa cavendishii) 7 65 1.27 102 181 54.6 14.2 155
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1.2.9 Les effecteurs

1.2.9.1 Les activateurs

La PPO peut étre activée par l'uree, par les détergents anioniques, tel que le sodium
dodécyl sulfate (SDS), par les alcools, et les proteases (Seo et al., 2003 , Gandia-Herrero et
al., 2005), par un choc de pH acide et alcalin (Joy et al.,1995) et aussi par lI'exposition aux
acides gras dans les mélanges d'incubation, de méme, 1’addition des ions du Cu?* dans le
milieu augmente l'activité enzymatique de la PPO (Fan et Flurkey.,2004).

Le SDS peut activer la PPO de diverses sources, y compris la PPO de champignon de
Paris (Agaricus bisporus), Il a été également montré que le SDS active la PPO latente dans
les préparations brutes et/ou partiellement purifiée (Espin & Wichers., 1999, Saeidian &
Bahaaldi., 2013).

1.2.9.2 Les inhibiteurs

Des millions de dollars perdus chaque année a cause d’une réaction trés néfaste pour
le marché des fruits et Iégumes «brunissement enzymatique». Mal contrélé, ce phénomeéne
est responsable de plus de la moitié des pertes économiques dans ce secteur (Martinez et
Whitaker., 1995, Kim et al., 2000). 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
également les phénomenes concernant 1’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 di 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, goQt, aréme 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 polymeres bruns ou noirs a haute masse moléculaire. Ces phénomeénes
n’apparaissent cependant qu’apres une décompartimentation cellulaire, permettant alors la
mise en contact du substrat phénolique (vacuolaire) et du systéeme enzymatique (lié aux

membranes plastidiales) (de Rigal, 2001).
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Une large gamme des composés est connue pour inhiber la PPO. Leur efficacité dépend
de la nature et de la concentration de 1'inhibiteur, de la source de I’enzyme, de la disponibilité
de substrat (O. et substrat phénolique), du pH et de la température (Arslan & Dogan.,
2005). Plusieurs approches peuvent étre utilisées pour diminuer ou prévenir le brunissement,
comme examiné par (Mc Evily et al., 1992), les inhibiteurs disponibles pour éviter le
brunissement lié au PPO peuvent étre classés en six groupes en fonction de leur mode
d'action:

1- Agents Réducteurs (I'acide ascorbique et ses analogues, sulfites).

2- Agents chélateurs (éthylénediaminetétraacétate (EDTA), diethyldithiocarbamate de

sodium (DIECA), I'azoture de sodium).

3- Les agents complexant (cyclodextrines, le chitosane).

4- Acidulant (acide ascorbique, I'acide citrique, I'acide malique, I'acide phosphorigue).

5- Inhibiteurs enzymatiques (analogues de substrat, les halogénures).

6- Traitements enzymatiques (protéases, o-méthyl transférase).

Ces composés diminuent ou inhibent le taux de la réaction de brunissement par 1’élimination
d'un élément de réaction, le cuivre ou d'une réaction intermédiaire (O-quinones) (Vamos-
Vigyazo., 1981, Ferrar et Walker., 1996, Nicolas & Billaud., 2006, Gouzi et al., 2010).

L’efficacité d’un inhibiteur est mesurée avec le paramétre « ICsg », plus elle est faible
plus le taux d’inhibition est grand (Gouzi et al., 2010). Un apercu générale sur les valeurs
des ICso de quelques inhibiteurs chimiques de synthéses largement utilisés en industrie
agroalimentaire vis-a-vis de I’activité des PPO d’origine végétale et en présence de catéchol

comme substrat est donnée dans le Tableau 03.
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Tableau 03 : Les valeurs d’ICso de quelques inhibiteurs de la PPO

Inhibiteurs Sources IC50 (mM) Références
Acide benzoique Champignon de Paris 1.00 Chen et al., 2003
(Agaricushisporus) 0.147 Gouzi et al., 2010
Plagueminier 5.00 Arzu et al., 2004
(Diospyros kaki)
Acide oxalique Champignons de Paris 1,1 Son et al., 2000
(Agaricusbisporus)
Avrtichauts 0.194 Aydemir, 2003
(Cynarascolymus)
0.0331 Arzu et al., 2004
Plagueminier
(Diospyros kaki)
Acide ascorbique Champignons de Paris 0.24 Golan et Whitakes.,1984
(Agaricusbisporus)
0.0183 Talin, 2004
Avrtichauts
(Cynarascolymus)
Laitue 4.61 Urszula et al., 2007
(Lactuca sativa var. capitata L.)
Acide citrique Champignon de Paris 150 Son et al., 2000
(Agaricusbisporus)
Laitue 62.91 Urszula et al., 2007
(Lactuca sativa var.
capitata L.)

1.2.9.2.1 L’Acide citrique

C’est un acide organique faible (Rico et al., 2007 ; Li et al., 2008), le plus abondant dans
les plantes et les fruits, en particulier les agrumes (Pernis et al., 2009). Cet acide organique
a été souvent signalé par son activité anti-brunissement des fruits frais et les Iégumes coupés
(Li-Quin et al., 2009) est généralement reconnu comme étant non dangereux « GRAS »
(Generally Recognized As Safe) (Pacific Health Sciences, 2008).

L’efficacité¢ anti-brunissement de [’acide citrique dans les fruits frais coupés et les
Iégumes 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 l'acide citrique
pour contréler le brunissement enzymatique des pommes fraichement coupées a été signalée

a différente entre les cultivars de pomme.
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Dans les pommes Liberty, une activité inhibitrice moyenne sur le brunissement de 1%,
de meme une concentration 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.

1.2.10 Applications de la PPO

Au cours de ces derniéres années, les polyphénols oxydases ont suscité un intérét
considérable en raison de leur forte capacité d'oxyder les composés aromatiques. Cette
caractéristique rend l'utilisation de polyphénols oxydases tres appropriée pour certaines
applications biotechnologiques notamment dans I’industrie des aliments, 1’industrie des
pates et papiers, de textile, ainsi dans la médecine et I'environnement.

Les Polyphénol oxydases, en particulier les laccases ont d’intéréts dans la cuisson car
elles sont capables de former des biopolymeres par le phénomene de cross-Link (Rodriguez
& Toca., 2006).Elles peuvent étre également utilisées pour la biosynthése des antioxydants
et colorants alimentaires (Simsek & Yemenicioglu., 2007).

L’application des polyphénols oxydases dans I’industrie alimentaire comprend la
formation de la couleur et de I'amélioration de la saveur du thé, du cacao et du café, de la
pectine de betterave a sucre, la détermination de l'acide ascorbique et de la gélification et
également comme un biocapteur (Polaina & MacCabe., 2007).

Dans le secteur médical, Cowan et al. (2000) ont montré que la polyphénol oxydase peut
inhiber l'adhérence de Streptococcus sobrinus au niveau de la cavité buccale, de plus, elle
peut étre utilisée également pour le traitement de la maladie de Parkinson via la conversion
de la L-tyrosine en L-DOPA (Xu, et al., 1998 & Asanuma, et al.,2003). En outre, les PPO
peuvent faire I’objet de marqueur de vitiligo qui est une maladie auto-immune, et/ou comme
agent de traitement en tant que précurseur de medicament et suppresseur de tumeur (Seo et
al., 2003).

Seule ou parfois associée a d’autres enzymes telle que la laccase (Kochana et
al.,2008 ;Montereali et al.,2010).elle est a 1’origine de nombreux biocapteurs utilisés
principalement pour le dosage des composés phénoliques tels que la dopamine (Min &
Y00.,2009,Njagiet al., 2010),le catéchol (Ameer & Adeloju.,2009 ;Tan et al.,2010), le
phénol et ses dérivés (Adamski et al., 2010).

Dans le domaines agroalimentaire et environnement, les biocapteurs a PPO peuvent étre

utilisés également pour le dosage de certains polluants chimiques (Duran & Esposito., 2000),
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comme le cyanure (Shan et al., 2004), I’acide benzoique (Li et al.,2010), 1’acide de sodium
(Cui et al., 2006), 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 dérivee au niveau des eaux usées (Yamada et al., 2005) de méme ,dans I'indu
strie de textile, les PPO sont utilisées dans le blanchiment , la teinture et la décoloration
(Rodriguez & Toca., 2006).
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2. Matériel et Méthodes
2.1 Matériel végétal
Les truffes (Terfezia leonis) ont été achetées de marche local de la région de Laghouat
en Mars 2015, elles avaient une couleur marron foncé avec un poids et taille moyenne 49.61g

et 4.5 cm respectivement (figure 07), lavées avec de 1’eau distillée, puis conservées a 5°C.

Figure 07 : Terfezia Leonis Tul d’Algérie (wilaya de Laghouat). (photo originale)

2.2 Méthodes

2.2.1 Extraction du polyphénol oxydase de truffes de désert

L’extraction de la PPO de truffe (Terfezia leonis Tul) est réalisée selon le protocole décrit
par Gouzi et al., (2013).

Tout d’abord les truffes sont lavées par I’eau distillée afin d’éliminer les traces de sol
résiduel. Apres avoir été suffisamment séchées a I’air libre, elles sont décortiquées, 100 g de
I’écorce est broyé dans un mixeur contenant 200 ml de tampon phosphate (0.05M, pH7)
refroidie a 5°C et additionné de SDS a 2%. Apres le broyage, on procede a la filtration, le
filtrat ainsi obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000 tr/min.

Le surnageant obtenu représente 1’extrait brut de la PPO, ce dernier est aliquoté ensuite
en fraction de 2ml dans des tubes Eppendorf conservés a — 15°C.

Le protocole de I’extraction de la PPO des truffes de désert est donné dans la figure 08.
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Figure 08 : Protocole d’extraction du polyphénol oxydase a partir des truffes de désert
(Terfezia Leonis Tul)
2.2.2 Mesure de I’activité de PPO
L’activité crésolase est mesurée a 475 nm a 30 C° en utilisant la L-tyrosine (2mM)
comme substrat monophénolique (Pérez-Gilabert et al., 2001). L’absorbance du milieu
réactionnel est enregistrée chaque 10 secondes pendant 2 minutes apres 1’ajout de 20 ul

d’extrait enzymatique dans une cuve contenant de la L-tyrosine & 2 mM et de SDS a 4 mM
(Unal, 2007).
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2.2.3 Détermination de I’IC 50 de I’acide citrique

Les valeurs d’ICsp ont été déterminées a partir de la représentation de 1’activité
enzymatique résiduelle en fonction d’une série de concentration différente de
I’inhibiteur comprises entre 2 a 11 mM (Chen et al., 1998, Gouzi et al., 2010). En utilisant
L-Tyrosine 2mM, Tampon aceétate de sodium (0,05M, pH 5) et a 30°C a pH 5.0.

2.2.3.1 Etude de la stabilité thermique de I’activité crésolase de la PPO

L’activité crésolase résiduelle de I’extrait brut de la PPO est mesurée apres 10 minutes
d’incubation des tubes en verre de 1 mm d’épaisseur contenant 2 ml d’extrait enzymatique
brut dans un bain marie réglé a différentes températures comprises entre 30 a 65°C.

Aprés traitement thermique, les tubes sont refroidis rapidement dans I'eau froide et
I'activité enzymatique résiduelle est mesurée a pH 5.0 (tampon Acétate de Sodium 0.05 M)
et a 30°C, en présence de 2 mM du Tyrosine comme substrat.

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

est calculée a partir de la formule suivante :

Ae
AR,::}E, = (.A_) x 100
o

Ou Ao est l'activité avant traitement thermique (activité de I’enzyme mesurée a 30°C et Ay :
I'activité apres traitement thermique.
Toutes les expériences ont été réalisées trois fois.
2.2.4 Inactivation thermique de la PPO de Terfezia leonis

La cinétique d'inactivation thermique de la PPO de Tefezia leonis a été étudiée en suivant
la méthode décrite par Gouzi et al., (2012) par incubation des tubes a hémolyse de 1cm
d’épaisseur, contenant 1 ml d’extrait enzymatique brut dans un bain marie réglé a différentes
températures : 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, et ceci en absence et en présence de 7,5mM
d’acide citrique. Des prélevements de 50 pl d’extrait enzymatique ont été effectués a
différents intervalles fixes de temps, refroidis et leurs activités enzymatiques résiduelles ont
été mesurées. Le pourcentage de l'activité résiduelle de la PPO est calculé par rapport a

’activité initiale de 1'enzyme non traité thermiquement (Dogan et al., 2005).
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2.2.4.1 Analyse cinétique
L'inactivation thermique de la PPO de Terfezia leonis a été décrite par une réaction de

premier ordre :

lni = —Kt
A

0
ou
Ao : est 'activité initiale.
A : est l'activité résiduelle au moment t.2

K : est la constante de vitesse d'inactivation (min). A la température étudiée.

Les parameétres cinétiques de I’inactivation thermique (D, k, t12 et Zt) ont été calculés

suivant les équations suivantes (Gouzi et al., 2012,Cheng et al.,2013).

log (5¢) = (=5)-7
Ln 2
t1/2 =

s () = (52)

La Loi d'Arrhenius a été utilisée pour décrire la corrélation entre les valeurs de k et la

température

Ink = In(4) — =
Ou A : est la constante d'Arrhenius
K : est le taux d'inactivation constante a la température étudiée.
Ea : est I'énergie d'activation (kJ mol™).
R : est la constante des gaz parfaits (8,314 J / mole K).
T : est la température absolue (K).
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2.2.4.2 Analyse thermodynamique

A partir des données de 1’analyse cinétiques, la détermination de différents parametres
thermodynamiques comme les variations dans 1’énergie libre de Gibbs (AG), I’enthalpie
(AH), et l'entropie (AS) est également possible. Les calculs ont été effectués suivant les

équations ci-dessous

K .hy
Kg.T

AG = —R.T.ln

AH = E, — nRT

__ AH-AG
T

A4S

Ou Kg: est la constante de Boltzmann (1.3806 .10 m? Kg /K.s).
Hp ; est la constante de Planck (6,6262 .10* J s).
K : est la constante de d'inactivation a la température étudiée (s2).
2.2.5 Analyse des données cinétiques

L’analyse des données cinétiques observées a été effectué par 1’ajustement a 1’aide des
régressions linéaires et des régressions non liné€aires par I’utilisation des programmes
suivants : Table Curve 2D™ (Jandel Scientific Windows v2.03, Copyright© 1989-1994),
Excel® (Microsoft Excel 2010), SigmaPlot 2012 (Systat Software, Inc., Windows Version
12.0,12.0) et Origin 8.0 (Microcal (TM) Origin Version 8.0, Copyright © 1995-2008
Microcal Software, Inc).
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3. Résultats et discussion
3.1 Extraction et stabilité de la PPO de truffes des déserts

L’extrait enzymatique obtenu par le protocole de Gouzi et al., (2013) est de couleur
marron foncée, avec un volume de 158 ml en présence de L Tyrosine comme substrats,
respectivement. elle demeure également stable et active tout au long des expériences
effectuées.

Sharma et al., (2003) ont constaté que la PPO de champignon reste stable pendant 28
jours lorsqu’elle est placée entre -10 et 10°C, de méme Nagai & Suzuki (2003) ont remarqué
une chute de ’activité du polyphénol oxydase extraite a partir de Glycine max L dés le 8éme
jour de stockage a 4°C. Kumar et al., 2008 ainsi que Gouzi et al., (2012) ont rapporté que
la température de -15°C est convenable pour garder la stabilité de la PPO.

Cette différence de stabilité a des températures basses est liée probablement a plusieurs
facteurs y compris la source de la PPO, la structure de I’enzyme, et /ou les constituants
stabilisateurs présents dans 1’extrait enzymatique . Toutefois, la PPO est généralement stable
a des temperatures inférieures a zéro (Vamos-Vigyazo, 1981, Ziyan et Pekyardimci, 2004,
Onez et al., 2008).

3.2 Détermination de I’'IC50 de ’acide citrique

L’inhibition du brunissement enzymatique peut €tre le résultat de (1) I’inactivation de la
PPO, (2) de I’élimination de I’un des substrats de la réaction (O2, polyphénols), et (3) de
I’action des inhibiteurs sur les produits de la réaction enzymatique pour empécher la
formation de produits colorés aprés des réactions secondaires (Dogan et al., 2007).

L’effet de I'inhibiteur de I’acide citrique de I’extrait brut de la PPO des truffes du désert
a été determing, en utilisant La L-Tyrosine comme substrats. Le résultat de ’effet de la
concentration de cet inhibiteur (figure 9) montre que I’activité enzymatique diminue
significativement avec 1’augmentation de la concentration d’inhibiteur.

La valeur I1Cso définie comme étant la concentration de I’inhibiteur qui provoque une
diminution de I’activité enzymatique initiale a 50% a été calculée, une valeur faible d’ICso

indique que I’inhibiteur est puissant.
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Figure 09 : Effet de la concentration de 1’acide citrique sur la I’oxydation de L-Tyrosine
par la PPO de Terfezia leonis.

En présence d’acide citrique, la PPO de truffes semble étre plus sensible par rapport aux
PPO d’Agaricus bisporus dont ICso= 150 mM, (Son et al., 2000) et a celle de Lactuca sativa
avec ICso= 62.91mM (Urszula et al., 2007).

Cette différence de valeurs d’ICso de cet inhibiteur vis-a-vis de I’activité de la PPO
montre que I’efficacité de I’inhibiteur varie selon la source d’enzyme, le substrat, la méthode
d’extraction et/ou le degré de pureté de I’enzyme utilisée (Neeley et al., 2009 , Gouzi et
al.,2010)

3.3 Etude de la stabilité thermique de I’activité de la PPO

Le résultat de 1’¢tude de la stabilité thermique de 1’activité monophénolase est représenté
dans la Figure 10.

D’apres la représentation graphique de ’activité monophénolase résiduelle exprimée en
pourcentage d’activité relative a 30°C pour les différentes températures testées, on remarque
que I’activité enzymatique diminue avec 1’augmentation de la température. On note aussi
que I’enzyme est presque complétement inactivée a 60°C. Le milieu réactionnel contient 2
mM de la L-tyrosine et le tampon acétate de sodium 0.05 M a pH 5.0. Comme pour la
plupart des réactions enzymatiques, la vitesse des réactions catalysées par la PPO augmente
en général avec la température. Cependant, quand la température s'éléve au-dessus de 50 a
60°C, l'activité catalytique enzymatique diminue.

Ce phénomene résulte de deux effets opposés :
(@) de I’effet thermique activateur dont une augmentation exponentielle de la vitesse

la réaction avec la température.
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(b) de I’effet thermique dénaturant de la structure de la protéine aux températures plus
élevées. (Voet., 2011)
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Figure 10 : Stabilité thermique de ’activité monophénolase de 1’extrait brut de la
tyrosinase de Terfezia léonis Tul.

Nos résultats sont similaires aceux trouvés pour les différentes PPO d’origine végétale :
Penaeus japonicus (Benjakul et al.,2005), Macrolepiota mastoidea (Kolcuoglu et al.,2006)
Musa cavendishii (Unal, 2007), Ocimum basilicum (Dogan et al.,2005) et Castanea henry
(Xu et al., 2004).

Plusieurs chercheurs ont indiqué que les PPO ont des températures optimales entre 20 et
40°C (Arslan et al., 1997 ; Aydemir, 2004 ; Duangmal et al.,1999 ; Fujita et al.,1995, Jiang
,1999, Gawlik Dziki et al., 2008). En effet , la PPO n’est pas une enzyme thermostable, le
traitement thermique de courtes durées a des températures comprises entre 70 a 90°C de I’e
nzyme en solution ou dans les produits d'origine végétale, sont dans la plupart des cas suffi
sants pour la destruction irréversible.

3.4 Inactivation thermique de la PPO de Terfezia leonis

La stabilité de la PPO de truffes de désert a été mesurée en absence et en preésence d’acide
citrique. Cet acide est souvent utilisé en biotechnologie alimentaire comme agent anti-
brunissement (Suttirak & Manurakchinakorn., 2010).

Dans le but de suivre la cinétique d’inactivation et déterminer les paramétres
thermodynamiques de la PPO des truffes du désert, 1’activité enzymatique a été suivie a
pression atmosphérique en utilisant comme substrat la L-Tyrosine dans ’intervalle des

températures compris entre 45 & 65°C et dans des conditions d’activité optimale pendant
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une durée de traitement variable (L-tyrosine a2 mM , pH 5.0 ,Tampon acétate de sodium
0.05 M, Acide citrique 7,5mM).

Les résultats de la stabilité thermique sur I’activité de la PPO de Terfezia leonis en
absence et en présence d’acide citrique sont représentés dans la figure 11 (a et b)
respectivement.

Selon les résultats obtenus (figure 11, a), on déduit que I’enzyme est d’autant plus stable
que la température est basse, tandis que 1’effet inactivateur de 1’enzyme par la température
est d’autant plus rapide que la température est élevée.

En effet, aprés I'incubation & 45°C ,50°C, 55°C ,60°C, et 65°C, les taux de réduction de
I’activité enzymatique est respectivement 2%,4%,10% 50% et 80%. De méme, les temps
d’incubation correspondant a une perte de 50% d’activité a ces valeurs de température sont
de 5min, 17min, 40min, 80min et 360 min. Nos résultats montrent que la PPO des truffes
(Terfezia léonis) est plus thermostable que celle des fraises (Serradell et al., 2000), de la
pomme (Eidhin et al., 2006) ; et de la céleri (Yagar, 2004), mais moins thermostable que les
PPO d’artichaut (Dogan et al., 2005).

Yagar (2004) a montré que la PPO extraite a partir du céleri (Apium graveolens L.) perd
environ 70% de son activité initiale a 50°C et environ 85% de son activité a 60°C apres un
traitement thermique d’environ 30 min. L’étude de la thermostabilité de la PPO du Chéataigne
(Castanea henryi), montre que I’activité de I’enzyme diminue de 10% lorsqu’elle est incubée
pendant 30 min a 40°C (pH 7, tampon phosphate de potassium a 0,025 M, catéchol a 3.3
mM). Par conséquent cette enzyme demeure thermolabile (Xu et al., 2004).

La cinétique de I’'inactivation thermique de la PPO a été bien étudiée, toutefois, des
variations importantes dans les rapports publiés existent par exemple, Chutintrasri &
Noomhorm (2006) tout en traitant la PPO d'Ananas a des températures comprises entre 40-
60°C pendant 30 minutes ont constaté d’une part une diminution de 60 % de l'activité
enzymatique et d’autre part une activité résiduelle de 7 % aprés 5 min a 85°C et de 1,2%
aprés 5 min a 90°C. En revanche, Zhang et al., (2010) ont trouvé les activités residuelles
suivantes 47,28% et de 3,43% pour la PPO de péche et de carotte, respectivement, aprés une

durée de traitement de 60 min a 55°C.

Selon les travaux de Fante et Norefia (2012), cette variabilité de résultats suggeére que
I'inactivation de la PPO dépend de la source, des conditions environnementales et physico-
chimiques tels que le pH et la température, de méme et selon Patnaik (2002), I'inactivation

y




Résultats et discussion

thermique de la PPO dépend non seulement de la température mais, dépend aussi, du temps
d'incubation de I'enzyme.

La cinétique de I’inactivation thermique de la PPO d’Agaricus bisporus a été bien étudiée
par Gouzi et al., (2012), ils ont trouvés que le traitement de I’enzyme a 45°C pendant 30
min, ne cause pas une perte significative de son activité initiale. Par contre, une chute rapide
de I’activité au-dela de 55°C a été remarquée. L’activité enzymatique a cette température,
est réduite approximativement de 40%. Au-dessus de 60°C, I’inactivation thermique de la
PPO devient trop rapide. Les temps nécessaires pour une inactivation de 50% de 1’activité
enzymatique a 60 et 65°C sont respectivement 11 et 1.1 min et est complétement inactivée
aprés 6 min d’incubation a 70°C.

L’¢évaluation de la stabilité thermique en présence d’acide citrique (figure 11, b) montre
que cet acide organique accélére le processus d’inactivation thermique. En effet, quel que
soit la température d’incubation entre 45°C et 65°C, les temps d’incubation correspondant
a une perte de 50% d’activité sont plus petits et ce sont de 1min, 2min, 7min, 16min et 70
min a 45°C ,50°C , 55°C ,60°C , et 65°C respectivement.

L’effet amplificateur de I’instabilité thermique de 1’enzyme pour I’acide citrique a été
déja signalé par Wei et al., (2013). Ces derniers ont rapporté que I’effet de I’acide citrique
consiste a provoquer des changements de conformation rendant I’enzyme aussi plus
sensible a la température, ainsi, la baisse d’activité enzymatique vis-a-vis de 1’augmentation
de la température est due probablement d’une part aux changements de la structure
secondaire, tertiaire et quaternaire de I’enzyme, et / ou a la destruction de son site actif, et
d’autre part a la présence des formes multiples d'enzyme de la PPO dont certaines sont
extrémement thermolabiles (Khatun et al., 2001,Yemenicioglu, 2002,Dogan et al., 2005)

Dogan et al., (2005) suggérent qu’une diminution du pourcentage de I’activité résiduelle
aux températures élevées peut étre due au déploiement de la structure tertiaire de I’enzyme
pour former une structure secondaire qui est dépourvue d’activité catalytique. Il est plus
notable qu’a des températures relativement ¢Elevées plusieurs liaisons faibles qui
maintiennent la structure native de I’enzyme sont déstabilisées et solvatées inactivant par

conséquent 1I’enzyme (Goémez-Puyou & Gomez-Puyou, 1998).

%




Résultats et discussion

al b)

Activité enzymatique relative(%o)

Activité enzymatique relative(%0)

20

0 T T T T T T 0 20 40 60 80 100

0 20 4 60 80 100 120 .
Temps(min)

Temps(min)
Figure 11 : Effet de la température sur la stabilité de I’activité enzymatique (a) en absence et (b)

en présence d’acide citrique

3.5 Cinétique de l’inactivation thermique

Les représentations graphiques de la cinétique d’inactivation montrent que la cinétique
d’inactivation de la PPO est bien d’ordre 1. Les valeurs des constantes d’inactivation ont été
estimés en exploitant la pente de la régression linéaire du In (A):/ (A)o en fonction du temps
(Figure 12) (Samborska, 2007)

At
Ln (—) =—-K.T
Ao

Pour mieux décrire les cinétiques d'inactivation thermique, nous avons déterminé les
valeurs D et Z (Weemaes et al., 1997). La valeur D est définie comme étant le temps
nécessaire a une certaine température pour réduire l'activité enzymatique initiale (Ao) a 90%
ou d’une unité logarithmique.

Pour les réactions du premier ordre, la valeur D est inversement proportionnelle a la
constante de vitesse d'inactivation (k), le temps de réduction décimale D, est calculé a partir

de I’équation suivante (Samborska, 2007)

La valeur de demi-vie, t12, a été déterminée a partir de I'équation suivante :
Ln 2
ty2 = e
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Figure 12 : Cinétique d’inactivation thermique de la PPO (a) en absence et (b) en

présence d’acide citrique

Les valeurs des paramétres cinétiques (k, D et ti2) d’inactivation thermique de la PPO
du Terfezia leonis en absence et en présence de 1’acide citrique sont regroupées dans les
tableaux (04 et 05), respectivement. Ces parametres sont le plus souvent estimés pour

caractériser la stabilité d’une enzyme (Unal et Sener, 2006).

Tableau 04 : Parameétres cinétiques de I’inactivation de I’activité de la PPO des truffes

(Terfezia leonis) en absence d’acide citrique.

Température (°C) D (min) k (mint) tyo (min)
45 928,11+9 0,0020+0,0001 278,115
50 357,147 0,0069+0,0003 104,24+3
55 129,06+5 0,018+0,001 37,39+1
60 30,953 0,071+0,005 9,71+0,9
65 6,89+0,8 0,33+0,008 2,05+0,05

A la lumiére de ces résultats, on note que la vitesse d’inactivation de la PPO a 65°C est
165 fois plus rapide qu’a 45°C. En effet la constante d’inactivation a 45°C est de 0,002 min
L alors qu’a 65°C elle est de 0,33min™! (Tableau 04). En présence d’acide citrique, la vitesse
d’inactivation est accélérée d’un facteur de 425 fois (Tableau 05) dont la constante
d’inactivation a 45°C est de 0,0018 min alors qu’a 65°C elle est de 0,7474 min*. En effet

’acide citrique amplifie la vitesse d’inactivation d’un facteur d’environ 2,6.
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Tableau 05 : Paramétres cinétiques de 1’inactivation de ’activité de la PPO de Terfezia

leonis en présence d’acide citrique.

Température (°C) D (min) k (min) ti2 (min)

45 1247,73+16 0,0018+0,0002 375,604+9
50 237,795 0,0096+0,003 71,583+5
55 105+3 0,0219+0,001 31,61+2

60 20,74+1 0,1109+0,002 6,245+0,03
65 3,08+0,9 0,7474%0,005 0,927+0,008

D’aprés ces résultats, on constate que les valeurs D et ti» diminuent rapidement avec
I’augmentation de la température, ce qui est conforme a I’inactivation thermique de la PPO,
reconnue comme une enzyme non thermostable (Gouzi et al., 2012).

L’énergie d’activation de processus de dénaturation thermique de la PPO des truffes de
désert a été déterminée a partir de la représentation graphique de la figure 13.

Les graphiques d’Arrhenius présentent un aspect linéaire dans toute la gamme des
températures explorée expérimentalement que ce soit en absence ou en présence d’acide

citrique.

® Avec acide citrique
o Sans acide citrique

Ln (K)

0,00290 0,00295 0,00300 0,00305 0,00310 0,00315 0,00320

1T(K™Y

Figure 13 : Représentation graphique d’ Arrhenius relatif a la variation de la vitesse
d’inactivation thermique de la PPO de Terfezia leonis
L’énergie d’activation est estimée a partir de la pente (Ea/R) et est égale a 217.37
KJ/mol Et a 257,8 kJ/mol pour la PPO de truffes en absence et en présence de 1’acide
citrique, respectivement. Ces valeurs d’énergie d’activation (Ea) sont plus élevées a celles
rapportées dans la littérature, pour la PPO de vanille 92,1 kJ/mol (Krzysztof et al., 2009),
de Taro (Colocasia antiquorum) 87.78 kJ/mol (Yemenicioglu et al., 1999), d’ananas (Chut

intrasri & Noomhorm, 2006) 23.70 kJ/mol , de Yam (Dioscorea cayenensis-rotundata cv

w




Résultats et discussion

Longb0) (Gnangui et al., 2009) 67.67 kJ/mol, d’artichaut (Cynara scolymus L.) 15,8 kJ / mol
(Tulin, 2004), de truffes (Terfezia leonis), 215 kJ/mol (Gouzi et al.,2013). Mais elle est
inférieure a celles de la PPO du raisin blanc (var. Victoria, I’ Afrique du sud) ,221.5 kJ/mol
(Rapeanu et al., 2006), de raisin de table (Crimson Seedless) ,295.5 kJ/mol (Fortea et al.,
2009), de péche,502 kJ/mol (Chan et Yang, 1971), de banane ,413 kJ/mol (Dimick et al.,
1951), de raisin Emir (Vitis vinifera L. cv. Emir) ,251.4 kJ/mol (Unal et Sener, 2006), de
I'igname blanc (Dioscorea rotondite), 216 kJ/mol (Eze et al., 2010).

La relation entre le temps de réduction et la température est représentée dans la figure (1
4).La valeur Zt est déterminée a partir de la courbe de représentation de log D en fonction
de latempérature (T en °C).

3,5

3,0 1

® Avec acide citrique

O sans acide citrique
2,5 q

2,0 1

Log D

1,5 1

1,0

0,5 1

0,0

T T T T T
40 45 50 55 60 65 70

Température(°C)

Figure 14 : Effet de la température sur la valeur-D de I’inactivation de la PPO de Terfezia
leonis

Pour la PPO de Terfezia leonis les valeurs de Zt obtenus en absence et en présence
d’acide Citrique sont respectivement 9,44°C et 7,96°C. Ces valeurs de Zt (°C) qui
représentent 1’augmentation de la tempeérature nécessaire pour une réduction de 90% de la
valeur D indiquent que I’acide citrique augment d’autant la sensibilité de 1’enzyme. En plus
de la PPO de truffes de désert , il a été trouvé que les PPO d’autres sources végétales
présentent des sensibilité vis-a-vis de la température de méme ordre de grandeur, ainsi il a
été estimé que les valeurs de Zt sont comprises entre 8,5 et 10,95°C (Cheng et al.,2013,
Gouzi et al., 2012,Unal et al., 2007 ,Unal & Sener, 2006,Rapeanu et al., 2006,Strubi et al.,
1975, Vamos-Vigyazo, 1981).
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3.6 Aspect thermodynamique de I’inactivation thermique de la PPO de Terfezia
leonis

En ce qui concerne I’aspect thermodynamique de la dénaturation de la PPO induite par
I’augmentation de la température, les parametres thermodynamiques ; I’enthalpie (AH),
I’entropie (AS) et I'énergie libre (AG) ont été calculés et ceci en absence et en présence
d’acide citrique, les résultats ainsi obtenus sont récapitulés dans les tableaux 06 et 07,

respectivement. Pour les calculs les équations suivantes ont eté utilisées :

AH = E,—,nR.T

K .hy

Kp.T

_ AH-AG

T

Tableau 06 : paramétres thermodynamique de 1’inactivation thermique de la PPO de

AG = —R.T.In

A4S

truffes (Terfezia leonis)

T°C AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) AS
(J/mol/K®)
45 214+1 112,745+0,03 320,675+14
50 214+1 111,609+0,1 319,103+13
55 214+1 110,383+0,2 317,855+14
60 214+1 108,308+0,2 319,193+14
65 214 +1 105,659+0,04 322,162+13

Les valeurs moyennes de AH, AS et AG sont 214KJ/mol, 109,74 KJ/mol et 319,79
KJ/mol/ K°, respectivement. Les valeur de 1’enthalpie de la PPO de truffes est supérieure a
celles de la PPO de pomme de terre (98.02 kJ/mol) (Duangmal & Owusu, 1999), de Lepista
nuda (13 kJ/mol) , Hypholoma fasciculare (36 kJ/mol) ,d’Armillaria mellea (64 kJ/mol)
(Yang & Wang,2008),et de I'igname comestible (Dioscorea cayenensis-rotundata cv
Longb6) (64.950 kJ/mol) (Gnangui et al., 2009), de vanille (89,2483 kJ/mol)

(Krzysztof, 2009) et de Marula (35,5435 kJ/mol) (Mdluli, 2005).

La PPO de truffe de désert étudiée dans ce travail est une enzyme moins thermostable, la
valeur élevée de AH indique que 1’enzyme subit un changement considérable de
conformation durant le processus de dénaturation. La valeur positive de AH indique que la
réaction d’oxydation est endergonique. Les valeurs positives de AS indiquent la présence de
processus significatif d’agrégation. L’énergie libre de la PPO diminue légérement avec

I’augmentation de la température. Aux différentes températures, les valeurs de AG sont
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positives indiquant que la réaction d’oxydation n’est pas une réaction spontanée. Les valeurs
élevées en terme d’énergie d’activation et d’enthalpie montrent que pour initier le processus
de dénaturation, il faut un apport élevé en énergie (Cheng et al., 2013). Ceci est lié au fait

que la PPO présente une conformation moléculaire stable.

Tableau 07 : Paramétres thermodynamique de I’inactivation thermique de la PPO des

truffes (Terfezia leonis) en présence de 1’acide citrique [7,5mM].

T°C AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) AS
(J/mol/K®)
45 255+2 112,95+0,02 447,16+18
50 255+2 110,32+0,2 448,26+19
55 255+2 109,84+0,2 442,76+18
60 255+2 107,07+0,05 444,32+16
65 255+2 103,361+0,1 448,60+17

En présence d’acide citrique, il n'y a pas une grande variation dans les valeurs d’énergie
libre tandis qu’on a noté que I’inactivation thermique de la PPO nécessite une variation
entropique et enthalpique beaucoup plus grande. Les valeurs de AG restent toujours positives
indiquant que I’acide citrique n’affecte pas la spontanéité de la réaction.

En outre, pour les valeurs de AS, elles sont nettement supérieures a celles qu’en absence
d’acide citrique reflétant un changement net dans le désordre de lI'enzyme et le systéme
solvant accompagnant la formation de 1’état de transition. (Gnangui et al., 2009).

L’effet de I’acide citrique sur les parameétres thermodynamique a été également rapporté
pour I’activité catécholase de la PPO d’Agricus bisporus en utilisant le pyrocatéchol comm
e substrat (Wei et al 2013), ils ont trouvés des valeurs de AG =98.197 kJ mol™1,AH 130 kJ
mol™ et de AS = 99 96 J mol"*K™* aprés un traitement a 45°C en présence de 15mM d’acide
citrique, de méme a 65°C il ont estimés des valeurs d’environ 96,4 kJ mol*,130,99 kJ mol-

199 J mol*K1 pour AG, AH, AS, respectivement .
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris dans le cadre de ce mémoire s’est focalisé a
approfondis nos connaissances dans le domaine agroalimentaire via la mise en place d’un
moyens préventif de brunissement enzymatique, dont nous avons étudié ’effet combiné de
I’acide citrique et I’inactivation thermique sur la tyrosinase des truffes. Ce qui nous a permis
d’aboutir aux conclusions suivantes :

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

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

- L’inactivation thermique est le procédé le plus utilisé pour stabiliser les
champignons. En effet, I'inactivation thermique de la PPO de truffes peut étre
convenablement décrite par un model cinétique de premier ordre, dans la gamme des
températures comprise entre 45 a 65°C, avec une Zt = 9,44°C et une Ea de 217 kJ/mol.

-En présence d’acide citrique, la vitesse d’inactivation est accélérée d’un facteur de
425 fois dont la constante d’inactivation a 45°C est de 0,0018 min alors qu’a 65°C elle est
de 0,7474 min™.En effet I’acide citrique amplifie la vitesse d’inactivation d’un facteur
d’environ 2,6 avec des valeurs de Zt = 7,69°C et une Ea de 257,8 kJ/mol.

- En terme des parameétres thermodynamique, on n'a pas remarqué une grande
variation dans les valeurs d’énergie libre tandis qu’on a noté que I’inactivation thermique de
la PPO nécessite une variation entropique et enthalpique beaucoup plus grande en présence
d’acide citrique.

- La combinaison entre 1’effet de 1’acide citrique et le traitement thermique sur la
PPO de Terfezia leonis permit d’inhiber directement 1’activité de I’enzyme et indirectement
le brunissement, dont un traitement thermique de courte durée a 50°C en présence de 7,5mM
d’acide citrique peut étre adopté comme moyen efficace de contrdle de brunissement
enzymatique notamment des truffes.

En perspectives, il serait envisageable de purifier I’enzyme pour I’utiliser par la suite
aussi bien pour le développement des biocapteurs que pour le dosage des composés
phénoliques. En revanche, une attention doit étre également donnée a la recherche des

inhibiteurs naturels de la PPO des truffes et/ ou a 1’étude de I’inactivation de 1’enzyme par

les méthodes physiques en particulier la pression.
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