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Etude des propriétés de la Polyphénol Oxydase de dattes de Phoenix

dactyliferaL., variété Deglet Nour, de la région de Metlili- Ghardaia

Résumeé

La présente étude est consacrée a pour but de I'extraire la polyphénol oxydase (PPO) a partir
de dattes de Phoenix dactylifera L., variété Deglet Nour, récolté de la région de Metlili et de
déterminer certaines quelques propriétés biochimique. La polyphénol oxydase (EC: 1.14.18.1) a éte,
tout d'abord, extraite utilisant de tampon phosphate (0.1M, pH 6.8) et le PVP (0.5%). L'extrait brut
d'enzyme est ensuite partiellement purifié par précipitation en utilisant le sulfate d'ammonium a
80%. les différents extraits enzymatiques brut et partiellement purifié possédent une activité
positive vis-a-vis la PPO qui est de 1.86 et 2.77 UE respectivement, en utilisant le pyrocatéchol
comme substrat. L’influence de la concentration en pyrocatéchol sur 1’activité enzymatique fait
apparaitre une réponse Michaelienne avec des valeurs Vmax et Km égales 0.005 (UE/min.ml) et
0.055M respectivement. L'étude de la spécificité du substrat, de I’effet du pH et de la température,
ont été effectuée. La PPO peut catalyser les mono-, di et triphénols avec une préférence variable.
Desquels, I’acide caféique et le phénol ont été oxydés activement par la PPO. Il est remarquable que
I'activité enzymatique soit maximale au voisinage de la neutralité, dont le pH optimal a été trouvé
de 7.4 a une température 25°C en présence de pyrocatéchol. De méme, I'étude de la stabilité
thermique montre que la PPO est une enzyme qui n'est pas thermostable. Son activité diminue
progressivement lorsqu'elle est incubée pendant 30 min aux températures supérieures a 30°C. Ainsi,
la PPO est presque complétement inactivée a 80°C. L'inhibition de la PPO a été testée avec
quelques composés chimiques. Dont une grande capacité inhibitrice a été montrée par ordre
d'inhibition décroissante comme suit: 1’acide ascorbique, I’acide citrique, I’acide oxalique et ’acide
acétique. Une inhibition de type mixte a été obtenue avec 1’acide ascorbique qui est un inhibiteur

plus efficace contre la PPO.

Mots clés: dattes, Phoenix dactylifera L, Deglet Nour, Polyphénol oxydase, I'extrait brut,

inhibition, pyrocatéchol.



Study of the properties of Polyphenol Oxidase of Phoenix dates dactyliferalL., Variety Deglet
Nour, from the region of Metlili- Ghardaia

Abstract:

The purpose is to extract polyphenol oxidase (PPO) from dates of Phoenix dactylifera L., variety of
Deglet Nour, collected from Metlili region and to determine its biochemical characterizations.
Polyphenol oxidase (EC: 1.14.18.1) was first extracted by phosphate buffer (0.1M, pH 6.8) and
PVP (0.5%). The enzymatic raw extract was then partially purified by precipitation using
ammonium sulphate 80%. We have observed that both crude and partially purified enzyme extracts
have a positive activity towards PPO, which is 1.86 and 2.77 EU respectively, using pyrocatechol as
substrate. The influence of the pyrocatechol concentration on the enzymatic activity shows a
Michaelian response of Vmax and Km values equal to 0.005 (UE/min.ml) and 0.055M respectively.
Substrate specificity, pH and temperature effects were then studied which PPO can catalyse mono-
di and triphenols with a variable preference. Of witch caffeic acid and phenol have been actively
oxidized by PPO. It is to be noticed that the enzymatic activity is maximum near neutrality, the
optimal pH was found to be 7.4 at 25°C in the presence of pyrocatechol. Similarly, the study of
thermal stability shows that PPO is not thermostable. Its activity decreases gradually when
incubated for 30 min at temperatures above 30°C. Thus, the PPO is almost completely inactive at
80°C. PPO inhibition has been tested with some chemical compounds. A high inhibitory capacity
has been shown in decreasing order of inhibition as follow: ascorbic acid, citric acid, oxalic acid
and acetic acid. Mixed type inhibition has been achieved with ascorbic acid, which is the most

effective inhibitor against PPO.

Keywords:Phoenix dactylifera L. dates, Deglet Nour, Polyphenoloxidase, crude extract, inhibition,
pyrocatechol.
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Introduction genérale

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) était primitivement cultivé dans les zones
arides et semi arides chaudes de I'Ancien monde (Munier, 1973). La culture du palmier
dattier constitue jusqu'a aujourd’hui une source de vie principale pour les populations des
régions sahariennes. Il représente a la fois, la base de [lactivité agricole et une source
d'alimentation (Sawaya et al., 1983 ; Biglari et al., 2008 ; Elleuche et al., 2008).En plus de leur
utilisation dans 1’alimentation, les dattes sont utilisées traditionnellement dans le domaine médicinal

(Benchelah et Maka, 2008).

Les palmeraies étaient constituées de plusieurs dizaines de cultivars différents, offrant une
diversité extraordinaire dans la forme, la couleur, la précocité et le goGt de la datte, ainsi que
I'aptitude de I'arbre a résister la salinité et aux maladies aussi dangereuses que le Bayoud (Munier,
1973).

En Algérie, le palmier dattier occupe une superficie évaluée a 167.000 hectares, localisees au
Nord-est du Sahara au niveau des oasis ou les conditions hydriques et thermiques sont favorables
(Ghazi et Sahraoui, 2005).La diversité génétique du pheenicicole algérien permet d’enregistrer plus

de 800 variétés, qui sont distribués en plus de 18 millions d’unités (Lounes etBoualem, 2015).

Selon la FAO en 2017, I’Algérie est classée au quatriéme rang mondial en termes de
production de dattes. Elle produit environ 14% de ’ensemble de la production mondiale de dattes
qui atteint presque 1 100 000 tonnes. Cependant, les exportations de dattes sont relativement petites
une fois comparées a la production totale : I'Algérie exporte moins de 3% de sa production totale.
Indépendamment des problemes de vente, le niveau bas des exportations est également di a
un manque de structures industrielles, en particulier pour le traitement et conditionnement des
dattes (Boubekri, 2010).
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Les importateurs (européens) de dattes repartissent celles-ci en deux catégories selon des
criteres tres arbitraires (Dowson et Aten, 1963 ; Toutain, 1972) : les dattes fines ou exportables dont
le type Deglet Nour et les dattes communes (Ghars, Degla-beida, Mech-degla, Tazerait,
Tantboucht,...), qui sont en général de faible valeur marchande et tres difficiles a conserver
(Barreveld, 1993).

Les statistiques actuelles prouvent que 1’ Algérie est le principal producteur et exportateur de
la datte Deglet-Nour. Ce cultivar est caractérisé par sa consistance demi molle, sa couleur claire et
son aspect transparente, ce qui lui offre une valeur marchande élevée (Barreveld, 1993).

Du point de vue biochimique, les dattes sont une source alimentaire trés appréciée pour leur
propriétés médicinales et leur richesse en sucres, protéines, fibres, lipides, vitamines, sels minéraux

et en composés phénoliques (Packer, 2001 ; Hurst, 2008).

La présence des composés phénoliques dans les dattes augmente leur propriétés medicinales,
particuliérement la protection contre les maladies cardiovasculaires (Mansouri et al., 2005 ; Biglari
et al., 2008). La concentration de ces composés est tres variable d'une variété a autre et diminue
régulierement durant la maturation ainsi que la période de récolte et le stockage par différentes
voies du brunissement (Macheix et al,. 1990).A priori, ceci est lié a des variations quantitatives
mais aussi qualitatives des teneurs en composés phénoliques (Amiot etal., 1992; Aubert et al.,
1992; Nicolas et al., 1994).

La pratique de conservation et stockage de ce fruit était déja présente, sous diverses formes,
dans les traditions étant donné que la récolte assurée une fois par an. Cependant, la détérioration des
dattes au cours de stockage est un probleme majeur et entraine des modifications indesirables de

I’apparence, du gout et de la valeur nutritive du fruit (Khali et Selselet-Attou, 2007).
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Les réactions de brunissement sont largement rencontrées dans les produits alimentaires et
constituées avec d’autres propriétés organoleptiques, la base de 1’acceptabilité de I’aliment. Ces
réactions sont 1’une des altérations les plus soulignes au cours le stockage des dattes et jouent un
role majeur dans la commercialisation des dattes au niveau local et international (Macheixetal.,
1990).

Les phénomenes de brunissement dans les produits alimentaires a base de fruits et
l[égumes sont fréquemment observés, notamment lors des traitements mécaniques (pelage,
broyage) ou thermiques (chauffage, congélation-décongélation). L’apparition de pigments
bruns, entraine des modifications importantes des produits transformés, diminue fortement
leurs attractivités organoleptiques et leurs richesses en composés d’intéréts nutritionnels
(composés phénoliques) (Arsian et Dogan, 2005; Kolcuoglu et al., 2006). Ce phénomene pourrait
étre attribué a des réactions enzymatiques ou non enzymatiques (Khali et Selselet-Attou, 2007).

Le brunissement enzymatique est I'une des réactions qui affecte la couleur des aliments et
touche plus les tissus qui sont endommagés par la coupe, le tranchage ou le broyage. Il résulte
principalement de I’activité enzymatique des polyphénols oxydases (PPO) (EC 1.14.18.1). Ce sont
des métallo-enzymes a cuivre largement répondue dans le monde végétal (pomme, poire, avocat,
banane, pomme de terre, champignon, artichaut, laitue, papaye, péche, datte,...) (Martinez et
Whitaker, 1995).

La PPO catalyse deux réactions bien distinctes : I'hydroxylation des monophénols en o-
diphénols appelée activité crésolase et I'oxydation des o-diphénols en o-quinones désignée sous
le nom d'activité catécholase, avec consommation de I'oxygéne moléculaire (Al-Jassabiet al.,
2013; Espin et al., 1998). Par la suite, ces quinones se polymérisent et donnent des composes
bruns.Chez les végétaux supérieurs, ces enzymes catalysent principalement des réactions de

type catécholoxydase (Rodriguez-Lopezetal., 1992).



Introduction genérale

La PPO est présente la méme structure et des caractéristiques fonctionnelles semblable pour les
différentes sources biologiques de cette enzyme. Elle est majoritairement présentes dans les
plastides des plantes, mais il y en a également abondamment dans le cytoplasme des fruits
murs (Vaughn et Duke, 1984).Ainsi, elle présente dans les différents organes des végétaux

supérieurs (racine, graine, feuille, peau et cortex du fruit) (Macheixet al., 1990).

En raison de sa participation majeure aux effets indésirables du brunissement enzymatique, la
PPO est devenue l'objet de toutes les attentions des chercheurs traitant de de la conservation des
produits alimentaires. Par des procédés de traitements thermiques tels que la pasteurisation ou
la stérilisation, il est possible d’obtenir une dénaturation trés rapide de la PPO (donc réduisent
voire évitent 1’oxydation enzymatique); mais ne répondent pas & la demande actuelle des
consommateurs qui ont des tendances croissantes dans la sélection des aliments considérés non

seulement de valeur nutritive élevee, mais aussi de haute qualité (Vamos-Vigyazo, 1981).

Notre étude sera consacrée par conséquent a la recherche d'une meilleure compréhension de
cette enzyme extraite a partir de dattes de Phoenix dactylifera L., variété de Deglet Nour, récolté de
la région de Metlili - Ghardara. Dans ce cadre, I'objectif principale de notre travaille c'est souligner
I’importance de ’activité enzymatique du polyphénoloxydase et son implication directe dans le
brunissement par ’analyse de quelques parameétres influencant leur PPO. Afin de souligner

I'importance de cette enzyme, nous atteindrons les objectifs suivants :

* La détermination de I'activité enzymatique d’extrait brut et les paramétres cinétiques de I'enzyme
(Vmax, Km).

« Etude de I'effet du pH sur l'activité enzymatique de PPO.

» Etude de I'effet de la température sur I'activité enzymatique de PPO.

* Etude de la spécificité du substrat.
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* Etude de I'effet inhibiteur de différentes substances sur l'activité enzymatique de PPO.

Dans ce manuscrit nous avons choisi de structurer le développement de notre étude selon un
enchainement constitué : d’une introduction générale présente brievement la production de dattes en
Algérie et le probleme de brunissement enzymatique, particulierement par I’enzyme PPO ; de deux

chapitres et d'une conclusion.

Dans le premier chapitre nous avons exposé les procédures expérimentales. Le deuxiéme

chapitre représente une discussion des résultats expérimentaux conduits lors de ce travail.

En fin dans une conclusion générale nous avons souligné les résultats issus des différentes
études menées au cours de ce mémoire et les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures
sur la PPO.
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Chapitre 01. Les palmiers dattiers

1. Palmier dattier :

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera par Linné en 1934. Phoenix dérivé
de Phoinix, nom du dattier chez les grecs de I'antiquité qui le considéraient comme arbre des
phéniciens ; dactyliferavient du latin dactylus, dérivant du grec dactylos, signifiant doigt (en
raison de la forme du fruit), associé au mot latin fero, porté en référence aux fruits (Ben Abbes.,
2011).

Au niveau de la taxonomie, le palmier dattier est une plante de grande taille,
monocotylédone, spadiciflore appartenant a la famille de Palmaceae, Sous famille de
Coryphoideae, le genre Phoenix et l'espece dactylifera (Lasram et al, 2002 ; Riedacker et
al., 1990).Le genre Phoenix comporte au moins douze especes, dont la plus connue est dactylifera

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

Le palmier dattier revét une importance capitale dans la stabilité socio-économique du Sahara
algérien qui représente les (4/5) du territoire national (Dubost, 1991). Plusieurs bassins
phoenicicoles y sont nés : Aurés, Ziban, Souf, Oued Righ, Pays du Ouargla, M’zab, Touat/Gourara,
Tidikelt/Tassili, la vallée de la Saoura. Le Bas Sahara constitue 1’aire privilégiée et représentative
de la palmeraie algérienne pour la culture de la variété Deglet-Nour, hautement prisée tant sur le

marché national qu’international (Dakhia., et al., 2013).

2. Principales caractéristiques des dattes :

Les dattes, fruits du palmier dattier (Phoenix Dactylifera L.) ont été historiquement et sont
encore considérées parmi les meilleurs aliments énergétiques de I’étre humain. La composition a

prédominance de sucres, riche en minéraux avec présence de quelques protéines et vitamines
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offrent a la datte une assimilabilité facile par le corps humain et la qualifient pour un aliment

énergétique appreciable.

Les dattes sont composées d'un mésocarpe charnu protégé par un fin péricarpe.
L'endocarpe se présente sous la forme d'une membrane trés fine entourant la graine, appelée
communément noyau. La couleur de la datte est variable selon les espéces : jaune plus ou
moins clair, jaune ambré- brun plus ou moins prononcé, rouge ou noir. Sa consistance est

également variable, elle peut étre molle, demi molle, ou séche (Munier, 1973).

Les différentes classes de dattes qui existent, reposent sur leur qualité commerciale et leur
consistance (Djerbi, 1994).Celle-ci dépend du stade de maturation du fruit (Annexe 1) et de la
teneur en eau de la pulpe (Munier, 1963). La stabilité de la datte dépend de la proportion de sucres
par rapport a la teneur en eau, qui permet ainsi d’apprécier I’aptitude a la conservation des dattes

(Bouabidi, 1996). On peut ainsi, distinguer trois catégories de dattes :

» Les dattes molles : sont des fruits pateux et visqueux dont la chaire manque de consistance
(Toutain, 1972). Ces dattes passent par le stade Routab et demeurent molles au stade tamar. |l

s’agit de la plus part des dattes a sucres réducteurs (Dowson et Aten, 1963).

* Les dattes demi molles : ces dattes passent par le stade Routab, mais sont un peu seches au
stade tamar et & de texture élastique et visqueuse. Elles contiennent une proportion presque égale en
sucres réducteurs et en saccharose (Toutain, 1972). Les sucres sont le plus souvent réducteurs.

(Dowson et Aten, 1963). Exemple : Deglet Nour, Kenta, Tazerzeit.

* Les dattes seches : elles ne passent pas par le stade Routab et a une consistance solide et dure.

Elles sont pour la plus part a saccharose (Munier, 1963).
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3. Production des dattes :

La datte est I'un des fruits les plus importants dans le monde et spécialement dans les pays
islamiques qui consomment beaucoup de dattes surtout au mois de Ramadan. 70 % de la
production des dattes dans le monde est produit par I’Egypte, 1’Iraq, 1’Arabie Saoudite, Iran,
Pakistan et I’ Algérie (Nezam EL Din, 2000).

L’ Algérie ont un prix a ’exportation le plus cher, car ils exportent les variétés de bonne

qualité : Deglet Nour (Botes et Zaid, 1999).

En Ghardaia, le secteur dattier occupe une place importante dans I’économie de la wilaya.
Selon les statistiques, la production de dattes en 2016 est estimée a 54712,00 quintaux. Le tableau
(01) indique la production de dattes dans la wilaya de Ghardaia pour quelques variétés tres

commerciales telles que Deglet —Nour, Ghars, DeglaBeida.

Tableau 01 : Production des principales variétés de dattes en Ghardaia par la compagne agricole
(2015/2016).

DegletNour | Ghars et Analogues Deglet Beida et TOTAL

Analogues (%)
(Dattes fines) (Dattes molles) (Dattes séches)
TOTAL des 21015,00 4 987,00 28 710,00 54 712,00

Exploitations
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Chapitre 2. Matériel et Méthodes

I. Matériel végétal :

I.1. Choix de la variété :

Dans la présente étude, la variété de dattes choisie est Deglet Nour de consistance demi-
molle. C’est une variété commerciale par excellence et particulierement appréciée sur les marchés

locaux et Européens. Elle constitue 53,9% de la production nationale (Ben Abbes, 2011).

La variété Deglet Nour s’agirait d’une datte demi-seche, non sirupeuse, non collante au
toucher. Les travaux publiés a ce sujet s’entendent sur un abaissement significatif de la teneur en
eau, une augmentation du taux de sucres totaux avec diminution de teneur en saccharose. A
maturité, la datte est d’une couleur brune ambrée avec un épicarpe lisse légérement plissé et
brillant, le mésocarpe présente une texture fine legerement fibreuse (Boudrar, et al., 1997 ;
Kendri, 1999).

Cette variété est tres répandue dans les palmeraies de régions, d’Ouargla, de Biskra et de
Touggourt.

. 2. Prélévement des échantillons :

Les dattes sont prélevées au stade de maturation compléte (stade tamar). Trois palmiers de la
variété Deglet Nour sont utilisés pour cette opération. Ils appartiennent a une palmeraie de la région
de Metlili - Ghardaia. 200 g de dattes est préleve par palmier a partir de différents régimes et
acheminées au laboratoire et placées a - 20°C. Les principales caractéristiques morphologiques des

échantillons de dattes sont :

-poids moyen de 12 g environ ; diametre moyen de 1,8 cm ;

- Son graine est lisse, de petite taille 0,8-3cm, pointu aux deux extremités ;
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- Utilisation de la datte : fraiche et conservée ;
- Appréciation : datte excellente a bonne.
Il. Méthodologie :
I1.1. Préparation des échantillons :
Avant de procéder a I'extraction, nous avons effectué un tri et un lavage des dattes :

e un tri: Le but de cette opération est d'éliminer toutes les dates qui sont immatures, les dattes
écrasées, les dattes attaquées par les oiseaux et les insectes.
e un lavage : permet d'éliminer les particules de terre, des grains de sable, des poussieres, des

débris végétaux. Il se fait a I'eau de robinet.

11.2. Procédés d'extraction de la PPO :

A/ Préparation de I'extrait brut :

Les conditions d’extraction de la PPO ont été établies afin d’obtenir un extrait enzymatique
stable sous forme congelée a - 20°C pendant plusieurs semaines. La méthode d’extraction est

décrite par Al-Jassabi et al. (2010) avec quelque modification.

Pour cela 30 g de dattes de Deglet Nour, dénoyautées et découpées en fragments, sont
broyeées dans 100ml d’une solution de tampon phosphate de sodium (0,1M, pH 6,8) contenant du
polyvinylpyrrolidone PVP (0,5 % P/V). Le broyage fait manuellement & I’aide d’un mortier-pilon
jusqu'a lI'obtention d'un broyat bien homogénéisé. Le broyat subit ensuite une agitation pendant une

heure puis filtré par I’appareil de filtration.

Aprés, la solution est centrifugée pendant une heure a 4000 g et a 4°C, a I’aide d’une

centrifugeuse Beckman (modéle J2-21). Le surnageant obtenu constitue 1’extrait enzymatique brut.

10
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B/ Précipitation par le sulfate d'ammonium a 80% de saturation :

En deuxieme étape ’extrait brut de PPO est partiellement purifié¢ par le sulfate d’ammonium.

La méthode de précipitation est décrite par Ghouzi (2011) avec quelque modification.

Une quantité de sulfate d’ammonium ((NH4),SO4) est ajoutée au surnageant a fin d’obtenir
une saturation de 80%. Apres deux heures d’agitation, le mélange est centrifugé pendant 80 min a
4000 g et & 4°C. Les protéines précipitées sont ensuit dissoutes par agitation dans 5ml de tampon
phosphate (0,1M. pH 6.8). La solution constitue I’extrait enzymatique partiellement purifiée par le

sulfate d’ammonium.

Les extraits enzymatiques ainsi obtenus sont divises en petites parties dans des tubes

Eppendrof et conservés a -20° C

11.3. Mesure P’activité de PPO :

Plusieurs méthodes aient été inventées pour déterminer l'activité de polyphénol
oxydase, il est avantageux de mesurer directement, par spectrophotométrie, la
formation des o-quinones (Waite, 1976). Dans cette étude, le dosage de 1’activité
enzymatique s’effectue a 20°C, par la mesure de I'augmentation de I'absorbance a 405
nm pour le pyrocatéchol comme substrat (Fan et Flurkey, 2004). La solution mére de
pyrocatéchol a 0.1M, est préparée dans un tampon phosphate (0,1M, pH 6,8). Alors,
I’activité enzymatique de la PPO a été suivi pour un milieu réactionnel contient 2 ml de
pyrocatéchol et 0,1 ml de tampon phosphate. L'oxydation est suivie aprés l'addition de

0,1 ml d'extrait enzymatique. (Ghouzi, 2011)

La vitesse initiale (Vo) est calculée a partir de la partie linéaire de la courbe de I'absorbance

en fonction du temps (Annexe 2. C).

La cuve de référence pour la mesure UV-visible contient tous les constituants sauf le substrat.
Comme indiqué précédemment, 1’extrait enzymatique est le constituant a ajouter le dernier dans le

milieu réactionnel.

11
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Dans notre étude, une unité d'activité enzymatique est définie par le changement d'une unité

d'absorbance par minute (UE) et par millilitre d'enzyme (UE/ ml) (Fan et Flurkey, 2004).

11.4. Dosage des protéines par la méthode de Lowry :

a) Principe de la méthode :

Afin de pouvoir établir le taux et le rendement de purification au cours des étapes d'extraction
et de purification partielle des activités enzymatiques, la quantité des protéines contenue dans
chaque extrait enzymatique est estimée par la méthode de Lowry et al., (1951). Cette méthode est
basée sur le fait que le réactif de Folin Ciocalteu (acide phospho molybdique et phospho tungstique)

mis en présence d'une protéine est réduit en un complexe bleu (de molybdene).

Cette réaction est due aux groupements oxydés des acides aminés constitutifs, principalement
des groupements phénoliques du tryptophane et de la tyrosine. Le principe de cette méthode,
est la production d'ions cuivreux qui réduisent le réactif de Folin-Ciocalteau. La réaction dépend
aussi du pH et il est essentiel de travailler dans une gamme de pH compris entre 10.0 a 10.5 (Wilson
et Walker, 1996). Les concentrations protéiques ont été calculées par interpolation linéaire, a partir

d'une gamme étalon contenant de I'albumine sérique bovine.

b) Mode opératoire

Dans des tubes a essais, on ajoute 100 ul d'échantillon a 0.5 ml de réactif (A) (0.05 % sulfate

de cuivre anhydre, 0.1 % Tartrate de potassium, 10% Carbonate de sodium, 2% Soude caustique).

On mélange les tubes et on laisse incuber 10 minutes a température ambiante. Aprés, on
ajoute 2ml de réactif B (5.55% de réactif de Folin) dans chaque tube. Les tubes sont placés au bain-

marie réglé a 50°C pendant 5 minutes puis refroidis rapidement sous I'eau froide.

12
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La lecture de la densité optique est effectuée a 650 nm contre un blanc. Une courbe
d'étalonnage établie a partir de diverses dilutions d'une solution mere d'albumine sérique bovine a 1

o/l, permet de déterminer la concentration en protéines (Figure 01).

0,8 -
0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

R2=10.9923

Absorbance a 650nm

[Sérum albumine bovine] g/I

Figure 01 : Droite d'étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode de Lowry et al.,
(1951).

11.5. Détermination des parametres cinétiques de la PPO :

La détermination de la constante de Michaelis-Menten (Km) et la vitesse maximale (Vmax)
de I'enzyme et l'efficacité catalytique (le rapport Vmax/Km) ont été déterminés avec le pyrocatéchol
(20-100 mM) comme substrat a pH 6.8 (tampon phosphate de sodium a 0.1M) et a 25°C. (Ghouzi,
2011)

Les paramétres cinétiques ont été déterminés a partir de la représentation en double inverse de
Lineweaver-Burk (1934).

11.6. Influence du pH du milieu réactionnel sur I'activité de la PPO :

13
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Des études d'effet du pH ont été effectuées dans du tampon phosphate de sodium 0,1 M, dans
une gamme de pH comprise entre 5.8 et 7.8 en présence du pyrocatéchol & 0.1M comme substrat.
(Ghouzi, 2011)

L'enzyme, a été ajoutée directement dans la cuve, contenant la solution tampon et le substrat

pour chaque valeur spécifique de pH avant la mesure de I'absorbance en fonction du temps.

11.7. Etude de la spécificité de substrat :

La spécificité de substrat a été déterminée par 1’étude des activités mono, di et triphénolase de
I'extrait brut. Pour cette raison, quatre différents substrats mono-, di-, et triphénols de la PPO d'un
grade commercial ont été testés qui sont : le phénol, le pyrocatéchol, I’acide caféique et 1’acide
gallique. Les activités enzymatiques ont été mesurées pour une méme concentration des différents
substrats testés (0.1M), a pH 6.8(tampon phosphate de sodium 0.1M) et a 25°C. (Ghouzi, 2011) La
vitesse initiale de la réaction a été mesurée a partir de la partie droite de la courbe de I'augmentation
de I'absorbance en fonction du temps due a la formation des o-quinones a partir de chaque substrat.
(Ghouzi, 2011)

Toutes les mesures d'activité enzymatique ont été répétées trois fois et les valeurs moyennes

ont été présentees.

11.8. Etude de la stabilité thermique de la PPO :

La cinétique d'inactivation thermique de la PPO a été étudiee par incubation d'extrait
enzymatique brut pendant 30 minutes dans un bain marie réglé a différentes températures : 30°C,
40°C, 50°C, 60°C, 70°C et 80°C. Apres chauffage, les échantillons sont refroidis rapidement dans
I'eau glacée et I'activité enzymatique résiduelle est mesurée a pH 6.8 (tampon phosphate de sodium

0.1 M) et a 25°C, en présence de 0.1M de pyrocatéchol comme substrat. (Ghouzi, 2011)

14
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Le pourcentage de l'activité résiduelle de la PPO est calculé par comparaison avec I'enzyme
non traité thermiquement (Ao) (Dogan et al.,2005) selon I'équation suivante:

Activité enzymatique relative : (%) = (Ao /A7) x 100

Ou
Ao est I'activité enzymatique initiale.
Ar: est l'activité enzymatique a température T.

11.9. Effet des inhibiteurs sur I'activité de la PPO :

Dans cette étude, nous avons essayé de tester 1’'effet inhibiteur de quatre composés
disponibles tel que : I’acide oxalique, I’acide ascorbique, I’acide citrique et I’acide acétique

sur l'activité de la PPO de notre extrait brut.

Avant de provenir a I’étude de la cinétique de réaction enzymatique catalysée par la PPO en
présence des inhibiteurs ; nous avons fait subir ces derniers a un test d’inhibition question de juger
leur potentiel inhibiteur vis-a-vis de la PPO, c¢’est-a-dire 1’étude de quel pourcentage d’inhibition ils

pouvaient atteindre.

L’activité de la PPO a été mesurée dans le milieu réactionnel standard contient le substrat
(pyrocatéchol) dans un tampon phosphate (0,1M, pH 6,8), de la solution d'enzyme et 100ul
d’inhibiteur avec une concentration fixe et constante pour les quatre composés testés. En plus, un
témoin a été préparé de la méme fagon sans inhibiteur. Les mesures de 1’absorbance des différentes
solutions ont éte enregistrées a 405 nm contre un blanc (Ghouzi, 2011). L’activité inhibitrice de

chaque composé est calculée selon la formule suivante :

ACtiVité InhlbltriCe (%) = ((A Controle — A |nhibiteur) /A contr6|e) X 100

A contrale - Densité optique du contrdle ou témoin ;

15
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A nhibiteur : Densité optique en présence de I’inhibiteur. (Ghouzi, 2011)

Alors, pour une concentration d’acide ascorbique déterminée, nous avons étudié la cinétique
enzymatique en fonction cinq concentrations du substrat (pyrocatéchol). La procedure
expérimentale est la méme décrite précédemment pour la cinétique enzymatique avec l'introduction

de 100 pl des concentrations variables d’acide ascorbique.

La représentation graphique : 1/V= f (1/[S]), nous informe sur le type d’inhibition et permet

de déterminer les paramétres cinétiques en présence et en absence d’inhibiteur.

La constante d'inhibition (Ki) a été calculée a partir des graphes secondaires des parameétres
cinétiques en fonction de la concentration d'inhibiteur. Ki représente la constantes de dissociation

du complexe Enzyme-Inhibiteur (EI) (Chen et al.,1998).
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Chapitre 3. Résultats et discussion

I. Rendement d’extraction et I’activité de PPO :

La PPO représente moins de 1% des protéines totales dans les fruits et les végétaux.
Cette caractéristique devrait étre prendre en considération avant d’essayer d’extraire de cette
enzyme. La recherche vers I’extraction d’une grande quantité de 1’enzyme et par un procédé

commode est le but de plusieurs travaux (Ghouzi, 2011).

Les plus grandes difficultés a dominer lors de I’extraction de PPO, pour 1’obtention d’une
préparation soluble, sont la prévention de 1’oxydation enzymatique des composés phénoliques
endogénes et la formation des pigments pendant le broyage de la matiére végétale. En effet, les
pigments peuvent s’associer avec la protéine enzymatique et la rendre insoluble et inactive (Vémos-

Vigyazo, 1981).

L’élimination des composés phénoliques endogénes des extraits de plantes peut réduire la
formation des quinones, des pigments et des mélanines indésirables dans I’extrait de PPO. Un
moyen trés efficace de prévention contre l'oxydation et la polymérisation des phénols pendant
l'extraction de ’enzyme est leur élimination par fixation a un polymeére insoluble. Les pieges a
phénol le plus souvent utilisés pendant I’extraction sont la polyvinylpyrrolidone (PVP), les résines
échangeuses d’ions ; en raison de leurs capacités fixatrices des composés phénoliques (Mayer et
Harel, 1991 ; Zawistowski et al., 1991; Ziyan et Pekyardimci, 2004).

Plusieurs méthodes d’extraction du polyphénol oxydase ont été développées, parmi ces
méthodes rencontrées dans la littérature, le plus largement utilisée et qui nécessite des moyen moins
couteuse est celle de Al-Jassabi et al.,(2013) avec quelques modifications ont été introduites dans la

procédure d’extraction.
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L’extrait brut obtenu est partiellement purifié par le sulfate d'ammonium (80%). La
précipitation par le sulfate d'ammonium est employée pour éliminer les protéines inactives et les
sucres de poids moléculaire éleve. De méme elle permet de concentrer I'enzyme (Mayer et Harel,

1979 ;Loncle, 1992 ; Xu et al.,2004).

Ainsi, les extraits brut et partiellement purifié par le sulfate d'ammonium ont été testés pour

leur activité enzymatique de la PPO. Le pyrocatéchol est utilisé comme substrat.

L'activité du polyphénol oxydase des extraits est positive en utilisant le pyrocatéchol (activité
diphénolase ou catécholase); dont I'extrait d'enzyme obtenu apres fractionnement par le sulfate
d'ammonium révele l'activité la plus élevée. Les résultats de 1’activité enzymatique de la PPO dans

les deux extraits sont représentés dans le tableau (02).

Tableau 02 : Tableau récapitulatif de ’activité enzymatique de la PPO de dattes Deglet Nour, dans
I'extrait brut et partiellement purifié par le sulfate d'ammonium.

Extraits Volume Activité Protéines | Activité Rendement | Taux de
total enzymatique totale spécifique des purificati
(ml) totale (UE)* (mg) (UE/mg) | protéines % on

Extrait brut 65 1.86 94.94 0.02 100 1

Extrait partiellement 5 2.77 17.23 0.16 18.14 8
purifié par le sulfate

d'ammonium a 80%

*1Unité d’activité enzymatiqgue = I’augmentation d’une unité d'absorbance a 405 nm/min

d’enzyme.
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D’aprés les résultats du tableau (02), on a constaté que l'activité de la polyphénol oxydase des
extraits est positive en utilisant le pyrocatéchol(activité diphénolase). Nos activités enzymatiques
pour I’extrait brut et qui purifié par le sulfate d'ammonium a 80% de saturation sont 1.86et 2.77 UE

respectivement.

La quantité en protéines totales dans les deux extraits d’enzyme est de 94.94 et 17.23 mg pour
I’extrait brut et qui purifié par le sulfate dammonium a 80% de saturation respectivement. On a
constaté que pendant les étapes du procédé de purification de la PPO par, le sulfate d'ammonium,
une grande partie de I’activité enzymatique est perdue. Presque 81.86%des protéines extraites ont

été éliminées et cela a cause de 1’¢limination des autres enzymes.

L'activité enzymatique spécifique est définie comme étant le rapport entre l'activité
enzymatique volumique (UE/ml) et la concentration totale en protéine de I'extrait enzymatique
(mg/ml).L’activité spécifique aprés le fractionnement au sulfate d'ammonium a 80 %, a éteé
augmentée par rapport l’activité de I’extrait brut, dont elle est égale 0.16 UE/mg. Cette
augmentation peut étre attribuée a I'élimination des inhibiteurs endogénes (Golbeck et Cammarata,
1981 ; Vamos-Vigyaz6, 1981).

Plusieurs auteurs ont trouveé des taux de purification compris entre 1 et 8-fois pour la PPO des
différentes sources purifiée par fractionnement au sulfate d'ammonium (Yagaret Sagirogl, 2002 ;
Prabhaet Patwardhan, 1982 ; Janovitz-Klappet al., 1989 ; Goulart P.F. et al., 2003).

On peut conclure que plusieurs méthodes de purification de la PPO ont été développées. Elles

différent selon la source de I'enzyme et selon le degré de pureté atteint.
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1. Propriétés biochimiques de la PPO :

La détermination des caractéristiques biochimiques de la PPO extraite de dattes de

Deglet Nour est effectuée seulement pour I’extrait brut.

I1.1. Parametres cinétiques :

La mesure de l'activité enzymatique est effectuée par une méthode indirecte en évaluant soit
le substrat restant, ou bien le produit obtenu par unité de temps. Dans ce travail, on s'intéresse au

dosage du produit libéré lors de I'oxydation de pyrocatéchol, par PPO de dattes.

L’effet de la concentration du substrat sur I’activité enzymatique de la PPO de dattes Deglet
Nour a été étudié en utilisant le pyrocatéchol. Les parametres physico-chimiques sont maintenus

constants (tampon phosphate (0.1M, pH 6.8) ; température 25°C et 0.1ml de I’enzyme).

Les parametres cinétiques de l'enzyme Vmax et Km ont été déterminés a partir de la

représentation en double inverse de Lineweaver-Burk.

£ 14 y=173,44x +3,1299
8 12 R?2=0,99
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3
2 10
<
T 8
E ¢
>
= 4
2
0
-0,06  -004 002 , 0 0,02 0,04 0,06
_ -4 1/[S] (I/mmol ] )
Figure 02 : . Representation
graphique de Lineweaver-Burk
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de la cinétique enzymatique de la PPO de dattes Deglet Nour.

La représentation graphique de Linweaver-Burk (Figure 02), nous avons permet de

déterminer les parameétres cinétiques de I'enzyme Vmax et Km :
e Vmax est la vitesse maximale de la réaction (UE/min.ml);

e Km est la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat (mM) ou constante du
Michaelis-Menten, mesure I'affinité du substrat pour I'enzyme, c'est-a-dire la stabilité du
complexe ES (mM));

D’apres le tracé de la vitesse initiale en fonction de la concentration du substrat utilisé indique
que I’oxydation du pyrocatéchol par la PPO de dattes suit parfaitement le modeéle cinétique de
Michaelis-Menten.

Le tableau suivant (Tableau 03) résume les valeurs obtenues de ces parametres.

Tableau 03 : Paramétres cinétiques et 1’efficacité catalytique de substrat vis-a-vis de 1’activité

enzymatique de la PPO de dattes Deglet Nour

Vmax Km Efficacité catalytique
(UE/min.ml) (M) (Vmax Km) (UE/min.ml.M)
0.005 0.055 5.81

Il est bien connu que les valeurs de Km et Vmax de la PPO varient avec le type de substrat, le
tampon, la concentration ionique, la température, la source d’enzyme, le degré de pureté de

I’enzyme et la méthode utilisée pour son extraction (Arslan et al., 1997 ; Dogan et Dogan,2003).
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En termes d’efficacité catalytique (Vmax/Km), le pyrocatéchol semble étre le meilleur
substrat pour la PPO de dattes Deglet Nour et méme pour le champignon de Paris (Agaricus
bisporus) qui a été étudié par Gouzi (2011).

Les valeurs de la constante d’affinité Km de la PPO rapportées dans la littérature sont comme
suit : Dattes Barhee et Zahdi(3.5 et 8.75mM) (Sachdeet al., 1989), le mangue (3.49 mM) (Prabha et
Patwardhan,1982), le coing (4.54mM) (Yagar et Sagiroglu, 2002) pour le catéchol en tant que

substrat expérimental.

La gamme étendue en valeur Km de la PPO rapportée dans la littérature peut étre due aux
différentes méthodes d’extraction et d’analyse utilisées, aux différentes sources végétales et aux

différentes valeurs du pH de I’extraction.

11.2. Effet de pH :

L’une des influences les plus directes sur I’activité enzymatique est celui de pH du milieu. Le
pH peut changer 1’état d’ionisation des acides aminés acides ou basiques dans le site actif des
enzymes. Cela conduit a 1’altération de 1’enzyme ainsi que sa structure tertiaire de substrat. Les
changements du pH influencent également la distribution de la charge de ’enzyme, des substrats

phénoliques et des produits.

L’activité enzymatique de polyphénol oxydase a été déterminée dans une série d’expériences
en mesurant la vitesse initiale de la réaction d’oxydation du pyrocatéchol a différents pH du tampon
phosphate de sodium a 0.1M compris entre 5,8 a 7,8, tout en maintenant les autres parameétres
expérimentaux constants. Lorsque, 1’extrait enzymatique brut de dattes a été mélangé avec le
substrat, la solution a viré brun qui s’est fortement absorbée a 405nm. Cette absorbance est

significative sur une large gamme de pH (Figure 03).
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Figure 03 : La variation de I'activité enzymatique de la PPO en fonction du pH.

La représentation graphique de I’activité polyphénol oxydase (UE/ml) en fonction du pH

montre I’existence d’une cloche avec un maximum d’activité a pH 7.4.

De part et d'autre de pH optimal, I'activité enzymatique diminue a cause du changement du
degré d'ionisation des groupements localisés a l'intérieur ou au voisinage du site actif de I'enzyme,
qui seront impliqués dans la fixation et/ ou la transformation des substrats (Khatun et al., 2001).
Aussi, le changement d’activité de la PPO en fonction de pH du tampon peut étre causé par le
changement de la conformation et la stabilité de I’enzyme (Gouzi, 2006).

La plage du pH a laguelle une enzyme montre une activité maximale est appelée stabilité du
pH. L'augmentation ou la diminution du pH au-dessus ou au-dessous de la plage de stabilité conduit
a une diminution de l'activité enzymatique. Généralement, le pH optimal de la PPO varie avec la

source végétale et il est situé dans une large gamme de pH 4.0-8.0 (Mayer et Harel, 1979 ;Yoruk et
Marshall, 2003).
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L’extrait enzymatique de la PPO extraite de dattes Deglet Nour a montré une instabilité du pH
acide mais était plus stable pres du pH neutre comme le montrent la figure (03). Cette observation
concorde avec plusieurs travaux publiés sur des fruits tres riches en PPO. Par exemple il a été
signalé que les valeurs optimal de la PPO sont 7 pour la pomme (Oktay et al., 1995), 7 pour le
Banane (Unal, 2007), 7 pour le Mangue (Wang et al. 2007), 7.5 pour le champignon de
Paris (Gouzi, 2011), et 7 pour la laitue (Altunkaya et Gokmen, 2008).

le pH optimal de notre extrait enzymatique de dattes est supérieur a celui rapporté par Daas
Amiour et Hambaba (2016) qui ont trouvé les valeurs 7.2 et 6.4 en tant que pH optimal de la PPO
pour la variété Ghars et Deglet Nour respectivement, par 1’utilisation de 4-méthyl catéchol comme
substrat ; et par Sidhu (2006) qui a trouvé un pH optimum égal a 6,4 pour les dattes en utilisant le

catéchol en tant que substrat (Daas Amiour, 2017).

La plus part des PPOs des végétaux possédent un maximum d’activité a partir du pH neutre
(pH 7) ou juste apres. En général, La valeur optimum du pH de la PPO dépend de la source de la
PPO, de la nature du substrat phénolique utilisé, de la méthode d'extraction, de la température et de
la méthode utilisée pour mesurer I'activité enzymatique (Whitaker, 1994 ; Luh et Phithalopol, 1972;
Vamos-Vigyazo, 1981;Kolcuolu et al., 2006). Ainsi, le type de tampon et la pureté de I'enzyme
peut affecter la valeur du pH optimal (Vamos-Vigyazo, 1981).

Un pH optimal est le pH auquel une enzyme présente son activité maximale. Il est parmi les
facteurs qui affectent la vitesse d'une réaction catalysée par une enzyme. Dont, pour toute enzyme,
lorsque la concentration en [H*] du milieu réactionnel est supérieure ou inférieure au pH optimal,
l'activité a tendance a diminuer. Cette propriété est utilisée dans I’industrie alimentaire pour éviter
le brunissement indésirable des produits de fruits en modifiant le pH au-dessous ou au-dessus de

I'optimum.

La désactivation de 1’enzyme a pH vers 8 peut étre attribuée au changement de 1’état
d’ionisation des chaines latérales des acides aminés impliquées dans la réaction catalytique dans les

conditions alcalines, le changement de 1’état d’ionisation du substrat, la modification de 1’équilibre

25



Chapitre 03. Résultats et Discussion

de la réaction lorsque les protons H+ou les hydroxyles OH sont impliqués et/ou les enzymes

réagissent plus rapidement avec 1’o-quinones (Gouzi, 2011).

Les changements dans I'état d'ionisation des enzymes sont généralement réversibles et la
dénaturation irréversible peut toutefois se produire dans des conditions de pH extréme. La stabilité
du substrat est également affectée par les changements de pH, comme le catéchol. Ce dernier est un
exemple de substrat de la PPO qui est en activité sous sa forme non ionisée ; mais a certain pH, sa

protonation aurait se produire et deviendrait moins actif (Gouzi, 2011).

Dans autre cas, les substrats peuvent subir une dégradation chimique dans des conditions
extrémes de pH. Les substrats dégradés se comportent souvent comme des inhibiteurs d'enzymes
puisqu'ils partagent les caractéristiques moléculaires du substrat.

11.3. Spécificité de substrat :

La spécificité de PPO vis-a-vis des substrats phénoliques a été largement étudiée. La PPO des
végétaux supérieures ont des groupements qui ont la spécificité de pouvoir hydroxylé une large
gamme de monophénols et diphénols. Le type et la position des substituants présents sur les
monophénols et les diphénols, sont également des causes importantes déterminant la réactivité du
substrat (\Valero et al., 2002 ; Gouzi, 2006).

Pour les mémes substrats, de grandes différences dans les parametres cinétiques (Km et VVm)
sont constatées selon la source de I’enzyme (I’espéce, le genre le cultivar et aussi le tissus), la
pureté de I'enzyme et les conditions expérimentales (Zawistowski et al., 1991 ; Vémos-Vigyazo,
1981). L’affinité des PPO va dépendre également des réactions secondaires susceptibles de se
produire lors de I’extraction et de la purification telles que la formation de liaisons covalentes avec

les quinones (Mayer et Harel, 1991).

Nombreux substances ont été rapportées dans la littérature comme des substrats naturels de

PPO. A titre d'exemple : la catéchine, 3,4-dihydroxy phénolalanine (DOPA), tyrosine, les dérivés de
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I’acide benzoique et de I’acide cinnamique, les flavonoides, les tanins et les dérivés du
pyrocatéchol. Les catéchols agissent généralement en tant que le meilleur substrat pour 1’enzyme

PPO (Cheriot, 2007).

La spécificité de la PPO de notre extrait brut de dattes a été examinée en employant quatre
substrats mono, di et tri phénols a savoir le phénol, le pyrocatéchol, ’acide caféique et 1’acide
gallique. Tous les substrats sont préparés a 0.1M dans un tampon phosphate de sodium (0.1 M, pH
6.8).

Les résultats de la variation des activités enzymatiques de la PPO provenant de différents

types de substrats sont montrés dans le tableau (04).

Tableau 04 : Résultat de la spécificité de substrat de la PPO extraite de dattes de Deglet Nour

Type de Activité enzymatique AE relative
Les substrats
substrat (UE/mI) aupyrocatéchol (%)
Phénol Monophénol 0.0034 121.5053763
Pyrocatéchol Diphénol 0.0028 100
Acide caféique Diphénol 0.0050 173.1182796
Acide gallique Triphénol 0.0021 75.2688172

Les resultats du tableau (04) ont montrés que I’extrait enzymatique brut de dattes Deglet Nour
peut hydroxylé les mono, di et triphénols. Une faible activité de PPO a été observée pour ’acide
gallique et une forte activité a été enregistrée pour les trois autres substrats. Tandis que, I’acide
caféique a été oxydes activement par la PPO. Ces résultats suggerent que la PPO, posséde les

activités mono-et diphénol oxydases.
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Nos résultats expérimentaux sont semblables ont a ceux mentionnés dans la littérature. A titre
d’exemple, les PPOs de quelques végétaux qui possédent les deux activités mono-et diphénol
oxydases, nous pouvons citer la pomme de terre et le champignon de Paris (Gouzi, 2011). Pour
certaines PPOs extraites de différentes sources, la quantité¢ d’activité monophénol oxydase semble
étre plus faible ou négligeable par rapport a I’activité diphénol oxydase ; par exemple : les PPO des
raisins (Lee et al., 1983), des fraises (Wesche-Ebeling et Montgomery, 1990), des graines de haricot
(Paul et Gowda, 2000) et des graine de tournesol (Raymond et al., 1993).

La PPO des végétaux peut agir sur une large gamme de composés phénoliques (mono et
diphénols) avec degré de variation en fonction la nature de la chaine latérale, le nombre des
groupements hydroxyle et leur position dans I'anneau benzénique du substrat (Harel et al., 1964).

Les spécificités relatives des polyphénol oxydases sur des substrats changent d’une source
a I’autre de I’enzyme cela est confirmé par Lee et al.,(1983) qui a montré que la spécificité du
substrat de la PPO dépend des especes aussi méme des cultivars. Par exemple, dans le cas du
PPO du raisin de Chanac, l'acide caféique est oxydé a de taux beaucoup plus rapide que d'autres
substances structurellement apparentées. Oba et al., (1992) ont en outre observé que les
isoformes de la PPO dans un tissu d'intérét peuvent également présenter des spécificités
différentielles de substrat et des variations dans leurs activités relatives vis-a-vis des
monophénols et des o-diphénols (David Morakinyo, 2016).

11.4. Stabilité thermique de la PPO :

La température est un facteur critique dans le stockage des fruits car elle peut affecter la
qualité des fruits pendant le développement. Les polyphénols oxydase végétales en général sont
connues pour étre des enzymes thermosensibles (Vamos-Vigyazo, 1981). Cependant, les
caractéristiques de thermo-sensibilité dépend de la spécificité du substrat, du pH optimal et aussi et
surtout de la source d'enzyme et du cultivar (Vamos-Vigyaz6, 1981; Yemenicioglu et Cemeroglu,
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2003). L'inactivation thermique de la PPO peut étre considérée comme étant une forme d'inhibition
de I'enzyme (Mayer et Harel, 1991).

Pour cette raison, nous avons étudié 1’évolution de I’activité de 1’extrait brut de PPO a
partir les dattes de Deglet Nour pour différents traitements de température allant de 20 a 80 °C

pendant 30 min en absence de substrat.

Apres traitement thermique des extraits bruts de la PPO, l'activité enzymatique residuelle a
été mesurée dans les conditions optimales suivantes : pyrocatéchol 0.1M et pH 6.8 dans tampon

phosphate de sodium 0.1 M.

La figure (04) montre 1’évolution de I’activité résiduelle de PPO de dattes de Deglet Nour en
fonction de la température de chauffage (entre 20 et 80°C).
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Figure 04 : Effet de la température sur la stabilité de la PPO de datte Deglet Nour.

Les résultats de 1’étude de la stabilité thermique de la PPO de dattes de Deglet Nour, sont
représentés dans la figure (04). La représentation graphique de I’activité résiduelle de PPO,

exprimée en pourcentage de I’activité enzymatique relative a 20°C pour les deférentes températures
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testées, indique que I’enzyme est stable thermiquement dans I’intervalle de température compris

entre 20 a 30°C puis enregistre une désactivation progressive de 1’activité enzymatique.

A partir la température 40°C, la PPO a commenceé de perdre son activité légérement de 10 %
pour chaque augmentation de 10°C de température d’inactivation. Aux températures supérieures a
60°C, la vitesse d’inactivation était plus grande avec I’augmentation de la température et I’enzyme

perdue plus de 80% de son activité a 80°C.

L'inactivation totale de cette enzyme nécessite une température supérieure a 80°C. Ceci est en
accord avec les résultats de Dorantes-Alvarez et Chiralt (2000) et Tomas-Barberan et Espin (2001)
qui ont mentionné qu'une température supérieure a 80°C est nécessaire pour assurer l'inactivation de
la PPO dans les produits horticoles transformeés, comme les jus, les fruits en conserve, les légumes,
etc...(Daas Amiour, 2017).

En plus, on peut déduire la température de transition (Tm) qui est la température maximale a
laquelle I’enzyme maintient 50% de son activité initial aprés incubation pendant 30 minutes. Ce
paramétre permet de comparer nos résultats avec d’autres travaux publiés. La température de
transition (Tm) déterminée est approximativement égale 65°C, c’est-a-dire presque 40% de

’activité enzymatique est perdue.

Des résultats similaires dans 1’étude de la stabilité thermique de la PPO de diverses sources
ont été rapportés dans la littérature. Hasegawa et Maier (1980) ont montré que la PPO extraite a
partir de dattes Deglet Nour perd 50% de son activité a 67°C. Tandis que, Sachde (1989) a trouvé
que la température 55°C est suffisante pour diminuer 50% de I’activité de PPO extraite de dattes

Bahree.

Egalement, I’étude de la stabilité thermique de la PPO de coing et d’écorce de Mangue
montre que 1’activité de 1’enzyme pour les deux espéces a perdu 50% de son activité a 75°C (Yagar
et Sagiroglu, 2002 ; Prabha et Patwardhan, 1982).
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La diminution rapide de I’activité enzymatique au-dessus de 30°C pourrait étre due aux
changements de la structure secondaire, tertiaire et quaternaire de I'enzyme, a la destruction de son
site actif (Gouzi, 2011) et d’autre part a la dissociation de quelques formes oligomeéres de la PPO
vers des monomeres moins actifs sous 1’influence du chauffage doux (Yemenicioglu, 2002). Ainsi,
nous pouvons noter qu’aux températures relativement élevées dans lesquelles plusieurs faibles
liaisons qui maintiennent la structure native de [’enzyme sont déstabilisées. Par conséquent

I’enzyme devient inactive.

Selon Patnaik (2002), l'inactivation thermique de la PPO dépend non seulement de la
température mais, dépend aussi, du temps d'incubation de I'enzyme. En effet, les traitements
thermiques de courtes durées aux températures de 70 a 90°C de I’enzyme sont dans la plus part des
cas, suffisantes pour la destruction irréversible de sa fonction catalytique (Vamos-Vigyazo, 1981).

De fagon générale, I’enzyme PPO n’est pas extrémement thermostable (Amiot et al., 1987).

I11. Inhibition de Pactivité de la PPO :

PPO est distribué dans presque toutes les végétaux supérieurs, y compris la pomme, le péche,
le banane, le mangue, les graines de raisin, les dattes, ... (Rolle et al., 1991; Chen et al., 1997).
Parce que ces produits ont un impact économique énorme sur 1’industrie alimentaire, le contréle de
I'activité de la PPO est important pour la prévention du brunissement des végétaux et fruits (Jolivet
etal., 1998; Qiu et al., 2009).

De nombreux parameétres influencent le brunissement enzymatique dans les fruits et
Iégumes. |l s'agit de la nature et la concentration en composés phénoliques, de la concentration en

enzymes, du pH et I’oxygene.

Le brunissement des fruits et des legumes par la PPO peut étre empéché par I'inactivation
thermique de I'enzyme, par I'élimination de l'un des deux substrats nécessaires pour la réaction (0,
et/ou les composés phénoliques), par I'abaissement du pH au-dessous du pH optimum ou par
I'addition des composés qui inhibent la PPO (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Whitaker et Lee, 1995).
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Des centaines de composés ont été examinés comme des inhibiteurs du brunissement
enzymatique (Whitaker et Lee, 1995). Ils ne doivent pas étre toxiques, et ne doivent pas modifier le

godt, la saveur ou la texture du produit (Vamos-Vigyaz6, 1981).

Une large gamme de composeés est connue pour inhiber la polyphénol oxydase, parmi
lesquels : les agents de chélation pour le cuivre, les inhibiteurs non-compétitifs ou compétitifs en ce
qui concerne le substrat phénolique, des agents réducteurs (les sulfites ; I'acide ascorbique, I'acide
érythorbiques) (Zawistowskiet al., 1991), les acides aromatiques, les aldéhydes aromatiques, les

acides carboxyliques (Mayer et Harel, 1979 ; Nicolas et al., 1994).

L’activit¢ de PPO de dattes Deglet Nour a été mesurée en utilisant quatre inhibiteurs
différents (I’acide oxalique, I’acide ascorbique, I’acide citrique et I’acide acétique) a une

méme concentration (100mM) avec le pyrocatéchol comme substrat.

Les effets de divers composés chimiques sur ’activité de la PPO sont présentés dans la figure
(05).
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Figure 05 : Le pourcentage d’inhibition de quelques composés chimiques vis-a-vis 1’activité de la

PPO de datte Deglet Nour.
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Les résultats de la figure (05) montrent que tous les inhibiteurs testés ont provoqués une
diminution significative de I’activité de la PPO. En effet, la PPO a été nettement inhibé par I’acide
ascorbique. Egalement, I’activit¢ de PPO était inhibée par 1’acide citrique, I’acide oxalique et

1’acide acétique ; mais les effets inhibiteurs ont été moins affectés.

Nous pouvons classer les produits chimiques utilisés dans l'ordre décroissant de leur effet
inhibiteur de la PPO comme suit : acide ascorbique (81.37%) > acide citrique (41.83%) >acide
oxalique (25.76%) > acide acétique (5.61%).

D’apres les résultats obtenus ainsi, il s’est avéré que l'acide ascorbique a un pourcentage

d’inhibition le plus élevé égale 81.37%.

L'effet inhibiteur de I'acide ascorbique sur les activités PPO a également été confirmé dans
I'étude de Li-Qin et al., (2009), qui ont constaté que l'indice de brunissement des tranches de péches

traitées a 0,2% d'acide ascorbique était tres faible apres dix jours de stockage.

Les inhibiteurs de la PPO pourraient inhiber la réaction enzymatique en réagissant avec la
molécule d’enzyme soit en inhibant directement la PPO, soit en réagissant avec les o-quinones (Mc
Evily et al., 1992). L'acide ascorbique est un agent réducteur qui agit en réduisant les quinones
générés par la PPO en phénols (Dorantes-Alvarez et Chiralt 2000 ; Tortoe et al., 2007). En effet, il a
empéché la formation des polymeres bruns dans différentes études de recherches sur les fruits et
I[égumes sans agir directement sur I'enzyme (Bayindirli, 2010). En plus, le produit d’oxydation de
I’acide ascorbique peut réagir avec les groupes amine a proximité du site actif de ’enzyme (Yagar

et Sagiroglu, 2002).

L’activité de I’enzyme est diminuée en présence de tous les autres produits chimiques utilisés
a des degrés divers, ce qui est en accord avec la littérature. Notant que les acides sont utilisés pour
inhiber le brunissement enzymatique en augmentant l'acidité. Il s’agit entre autres de l'acide

citrique, tartrique et ascorbique (Barett et al., 2005).
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L'acide citrique pourrait inactivé la PPO par deux mécanismes : élimination du cuivre du site
actif et par la diminution du pH du milieu (Mc Evily et al., 1992). Lorsque I'acide citrique est un
agent chélatant, il a formé un complexe avec le cuivre par le biais d’un ¢électron non partagé dans sa

structure (Dorantes-Alvarez et Chiralt, 2000 ; Tortoe et al., 2007).

Dans I'étude de Jiang et al. (2004) sur la chataigne d'eau chinoise fraichement coupée, des
faibles concentrations de l'acide citrique ont stimulé l'activité de la PPO ; néanmoins a une
concentration égale ou supérieure a 0,1 mol/l, il a nettement inhibé cette activité enzymatique
(DaasAmiour, 2017).

Lépez-Nicolas et al. (2007) ont trouvé que I'acide ascorbique en combinaison avec I'acide
citrique était un inhibiteur plus efficace que I'acide ascorbique seul. Cette inhibition accrue est
probablement due a la stabilité accrue de I'acide ascorbique dans un environnement acide ainsi
qu'a linhibition de I'environnement acide sur [I'activité catalytique de Il'enzyme (David
Morakinyo, 2016).

L'inhibition de la PPO est également provoquée par l'acide oxalique qui outre leur pouvoir
chélateur de métaux, est un inhibiteur des PPO (Kahn et Andrawis, 1985 ; Kahn et al., 1995 ;
Espin et Wichers, 1999).

Le site actif de la PPO est composé de deux atomes de cuivre a travers lesquels I'enzyme
interagit avec ses substrats phénoliques et I'oxygéne. Les agents chélatants ont la capacité de
réagir avec les métaux par chélation. Ils rendent le cuivre au site actif indisponible, inhibant ainsi
la PPO (Morakinyo, 2016).

En général, ces composés diminuent ou inhibent la vitesse de réaction de brunissement en
éliminant un (des) élément (s) actif (s) de réaction. La PPO provenant de différentes sources peut
réagir de maniére similaire avec des composés inhibiteurs. Cependant, I'efficacité des inhibiteurs

contre différentes PPO pourrait varier de maniére significative et, par conséquent, des mesures
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de contrdle spécifiques pour des systéemes individuels seraient également nécessaires (Ferrar et
Walker, 1996).

I11.1. Cinétique de I’inhibition de la PPO de dattes Deglet Nour par I'acide ascorbique :

D’apres les résultats ainsi obtenus de 1’effet inhibiteur de quelques composés contre la PPO, il
s’est avéré que I’acide ascorbique a provoqués une diminution significative de I’activité de la PPO

avec un pourcentage plus de 80%.

Dans les conditions expérimentales précédemment utilisées, en absence et en présence de
I’acide ascorbique, le graphique de I’inverse de la vitesse initiale d’oxydation du pyrocatéchol a
diverses concentrations d’inhibiteur (1/Vmax) en fonction de I’inverse de la concentration de

substrat (1/S) est un ensemble des lignes droites a différentes pentes qui se croisent 1’une sur 1’autre.

La figure (06) montre le graphique de Lineweaver-Burkde I’enzyme en présence d’acide
ascorbique, qui nous a permis de mieux déduire le type d’inhibition ainsi que les valeurs des

parametres cinétiques de ’enzyme (Vmax, Km et Ki).
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Figure 06 : Le graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition de I’activité de la PPO de dattes

Deglet Nour par ’acide ascorbique.

L’effet inhibiteur de ’acide ascorbique sur I’activité de la PPO de dattes Deglet Nour est
étudié en utilisant le pyrocatéchol comme substrat. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le
tableau(05).

Tableau 05 : Type d’inhibition, Ki, Km et Vmax de la PPO de dattes Deglet Nour avec 1’acide

ascorbique comme inhibiteur.

Inhibiteur [ Ki Km Vmax Type d’inhibition
(mM) (mM) (mM) (UE/min.ml)
Acide ascorbique 2.5 3.36 81.96 0.0031 Non compétitive
Mixte-type |

La constante d’équilibre de fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme libre, Ki, est obtenue
a partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-Menten apparente (Km) en
fonction de la concentration de I’inhibiteur. Comme c¢’est indiqué dans le Tableau (05), le
constante d’inhibition (Ki) pour ’acide ascorbique, utilisant le pyrocatéchol comme substrat est
3.36mM selon un type d’inhibition non compétitive mixte type I.

La représentation graphique de 1/VVo en fonction de 1/[S], est une série de courbes droites de
pentes différentes, qui se croisent I’une sur 1’autre coté abscisses négatives et ordonnées positives,
avec une diminution de la valeur de Vmax et inversement, une augmentation du Km. Ces résultats
indiquent que 1’acide ascorbique est un inhibiteur mixte-type I de 1’activité enzymatique de la
PPO de dattes. Dans ce cas, I’inhibition mixte signifie que I’inhibiteur affecte I’affinité de
I’enzyme vis-a-vis de son substrat, sans pour autant se fixer sur le site actif du substrat (Macrae et
Duggleby, 1968).
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Conclusion

Cette étude de recherche s’intéresse a la mise en évidence d’un effecteur qui intervient dans le
phénomene biochimique important, a savoir le brunissement enzymatique, se produisant au sein des
dattes Deglet Nour post récolte et qui conduit a leur altération et la perte de leur qualité

nutritionnelle et leur valeur marchande. Cet effecteur est I’enzyme de polyphénol oxydase.

Le travail que nous avons entrepris dans le cadre de cette étude s’est focalisé sur la
caractérisation de PPO extraite a partir de dattes de Phoenix dactylifera L., variété de Deglet Nour,
récolté de la région de Metlili - Ghardaia. Cette mise en évidence est accompagnée des tests
importants de I’inactivation et/ou du ralentissement des réactions d’oxydation des phénols
aboutissant au brunissement ; il s’agit du pH et de la température. En plus, 1’inhibition par des

produits chimiques (acides ascorbique, citrique, oxalique et 1’acide acétique) a été testée.

Cette étude nous a permis de souligner I’importance de ’activité enzymatique du polyphénol
oxydase extraite des dattes Deglet Nour et son implication directe dans le brunissement par
I’analyse de quelques parametres influencant 1’activité de PPO. Notre choix s’est porté sur

ce fruit puisqu’il de grande importance socio-économique.

L’extraction et de purification partielle de PPO a partir de dattes Deglet Nour se sont avérées
simples a mettre en ceuvre et nous ont permis d’obtenir des extraits enzymatiques riches en PPO et
également trés stables. L’avantage principal de ces méthodes est de préserver I’activité enzymatique

de la PPO.

A la lumiére des résultats obtenus, les extraits brut et partiellement purifié par le sulfate
dammonium a 80% de saturation posseédent une activité enzymatique positive vis-a-vis la
polyphénol oxydase qui est de 1.86et 2.77 UE respectivement, en utilisant le pyrocatéchol comme

substrat.
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Conclusion

Au cours les étapes du procédé de purification de la PPOpar, le sulfate d'ammonium, une
grande partie de I’activité enzymatique est perdu. Presque 81.86% desprotéines extraites ont été

éliminé.

L’influence de la concentration en pyrocatéchol sur I’activité enzymatique fait apparaitre une
réponse michaelienne classique avec des valeurs Vmax et Km égales 0.005 UE/min.ml et 0.055M

respectivement.

D’autre part I’enzyme posséde une spécificité vis-a-vis de plusieurs substrats phénoliques soit
mono, di ou triphénols. Une forte activité a été enregistrée pour le pyrocatéchol, I’acide caféique et

le phénol. Tandis que, une faible activité¢ de PPO a été observée pour 1’acide gallique.

L’effet de quelques paramétres physico-chimiques sur ’activité de la PPO a montré par
I’étude de I’influence de variation du pH et de la température sur ’activité de la PPO. L'activité de
la PPO est plus élevée aux pH voisins de la neutralité. Elle est maximale aux pH 7.4 a une

température 25°C en présence de pyrocatéchol comme substrat.

Les études de la stabilité thermique de la PPO montrent que I’activité enzymatique de la PPO
est stable dans un intervalle compris entre 20°C et 30°C. En outre, I'inactivation thermique de
la PPO de dattes Deglet Nour a été notée pour des températures supérieures a 80°C et pourrait
étre considéré donc comme un moyen efficace pour le contréle de brunissement

enzymatique de dattes.

Le test de I’effet inhibiteur de certains produits chimiques sur ’activité enzymatique du
polyphénol oxydase extraite de dattes Deglet Nour a mis en exergue la grande capacité inhibitrice
de certains d’entre eux. En particulier et par ordre d'inhibition décroissante : 1’acide ascorbique,

I’acide citrique, 1’acide oxalique et 1’acide acétique. En paralléle, I’inhibition de I'activité
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enzymatique de la PPO par l'acide ascorbique a été mesurée pour différentes concentration

d’inhibiteur. Le type d’inhibition observé est non compétitif mixte 1.

Au terme de ce travail de recherche et par considération de tous les résultats trouves, il
convient de dire que I’inactivation thermique ou par 1’action de I'acide ascorbique, sont des rbles
prometteur dans I’inhibition du brunissement enzymatique et permet donc de préserver les

propriétés organoleptiques de Deglet Nour durant le stockage aprés récolte.

En perspectives, il serait envisageable d'ajouter des étapes de purification supplémentaires
pour pouvoir purifier et concentrer la PPO de dattes par exemple par chromatographie d’affinité et
étude par électrophorése sur gel. Ainsi, I’extraction et I’étude des PPOs issues des autres variétés
Algérienne du Phoenix dactylifera L. ou autres matieres végétales locales riches en PPO ont été
requis. La prévention de la réaction de brunissement constitue 1’un des principaux défis pour
les scientifiques traitant de la conservation des produits alimentaires, donc la découverte des

inhibiteurs puissants permet d’inactiver et/ou du ralentir de cette réaction est tres important.
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[Annexe 1]

A. Dénomination des différents stades de maturation des dattes Deglet Nour (Reyenes, 1997).

Stade I 1 11 v \%
(@) Loullou Kh’lal Bser Martouba Tmar
(b) Hababouk Kimri Kalal Routab Tmar
Couleur Vert Vert Jaune orange | Orange brun Blond
Taille Petit Moyenne Compléte Compléte Compleéte
(a) Suivant la nomenclature Algérienne (b) Suivant la nomenclature Irakienne

B. Fournisseur et type des appareils utilisés au cours de I'expérimentation

Appareil Fournisseur Type
Centrifugeuse Cenrifugeuse N° série 215862
Bain Marin Jisico .J-BAS8 Ne°serie 1005-5

Spectrophotomeétre SpectroScan 40 N° série 12400674
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[Annexe 2]

A. Les composés chimiques et leurs structures

Les composés chimiques La formule brute La structure chimique
Polyvinylpyrrolidone (CsHgNO), T o p—— £
H=C C =0
PVP ~
)
- CH CHz —
i
Pyrocatéchol CeHs02 OH
OH
Phénol CGHGO ? H
C
B
H C:q-_____._‘_:c/ H
H
Acide oxalique C,H,0, @)
HO
OH
O
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Acide ascorbique CesHgOs
Acide caféique CoHgO4 0
HO
X OH
HO
Acide gallique & OH
C7HeOs
HO OF
oOH
Acide citrique CeHgO7 0O OH
O O
HO OH
OH
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B. La cinétique enzymatique de la PPO de dattes Deglet Nour.

0,3

0,25

0,2 -

Absorbance a 405nm

0,15 -

0,05 -

0 T T T 1
0 200 400 600 800

Temps (seconde)

C. Détermination de la vitesse initiale d’oxydation du pyrocatéchol par la PPO.



