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I.Introduction



Introduction

I ntroduction

La datte, le fruit du palmier dattierRhcenix dactyliferd » ,est I'un des produits agricoles
importants dans les pays nord-africains,et moy@nbta production globale des fruits de
dattes dépasse des millions de tonnes métriquash@ment dans le monde dont 'Algérie
est le producteur par excellence de ce fruitaupant le rang de troisieme producteur dans
le monde apres I'Arabie saoudite et 'Egypte . (ttami etal., 2015).

En Algérie, des centaines de variétés sont conaeuaentifiées ,differant entre elles par
plusieurs caractéristiques morphologiques et/oarwbeptiques comme le godt ,la forme, la
couleur et la consistance dont les plus consomrséas la variété « Deglet nour » a
réputation nationale et internationale ,la varié&éGhars » ;le choix idéal lors des fétes et
préparations des gateaux traditionnels, la vadét& Tantbouchet » avec sa couleur noire et
sa forme arrondie typique et aussi la variété dale» avec sa forme allongée et gout
sublime.(Bouguedoura at.,2015).

La culture de palmier dattier exige un climat ariddou semi-aride.En Algérie,la
production des dattes est localisée dans lees@lid-Est Algérian notamment a Biskra et
Ouargla. Un tel fruit doté de grande valeur éndéggeét constitue entre autres un aliment
incomparable pour les algériens durant toutesdesons et particulierement pendant le mois
sacré de Ramadhan du fait qu’elle représente wmeeoiche en glucides simples y compris
le glucose et le fructose,en protéines et pecéndijpides, en sels, en fibres alimentaires et
macroéléments, en vitamines et minéraux et agigsnétabolites secondaires et/ou composeés
phénoliques. (Markhand at.,2010).

L'oxydation de ces derniers est un phénoméne cowamiveau de fruits et légumes
touchant entre autres leur couleur et certainedede propriétés en influencant surtout
I'efficacité de processus de conservation et/ostdekage. Une telle réaction est connue sous
le vocable de « brunissement enzymatique » donda¢tes ne font pas I'exception et leur
durée de conservation dépendent également dieysigacteurs y compris I'activité d’'une
enzyme clé appartenant a une famille particulieee ngétalloenzyme a cuivre nommée
« Polyphenol oxydase —PPO-».(Molitoragt2016)

En présence d'oxygéene entant que cofacteur de [@,iPf aura la formation des
polyméres d’o-quinone appelés « mélanine »via dewdactions bien distinctes et
complémentaires: I'o-hydroxylation des monophéeral®-diphénols (activité crésolase) (EC
1. 14. 18. 1) suivie de I'oxydation des o- diphénah o-quinones (activité catécholase) (EC 1.
10. 3. 2){Zhou etal.,2018)



En vue de contrdle de brunissement enzymatiques etéonpréhension de mécanisme
catalytigue de cette enzyme, plusieurs étudesténma@portées sur diverses sources telles que
les abricots (Derarja @.,2017 ), Bourrache (Alici et Arabaci.,2016) chgte (Gong eal.,
2015), de prunes (logi etal.,2017; Carvalho et Orlanda., 2017), mangue AtgCheema
et Sommerhalter.,2015)et Salake (Zainak2013) tandis que la PPO des dattes n’a pas eu
une attention similaire. Ceci nous a suscité papporter pour la premiére fois une étude
détaillée sur les polyphénol oxydases de quatréteardes dattes a haute consommation par
le peuple algérien (Deglet Nour,Ghars,Tadala etB@archet) tout en faisant une purification
proprement dite avec une caractérisation biochimign terme des parameétres cinétiques
(Vmax et Km), I'effet de pH, I'effet de la tempéuat ,et de méme une approche pratique de
contrle de brunissement enzymatique via deux rdéghol'une chimique avec le suivi de
l'effet de quatre familles des inhibiteurs souverilisés en industrie alimentaire(acides
organiques,acide aminés,sulfites et fluorures) temt déterminant leur mécanismes
d’inhibition et/ou les valeurs d’'l§g correspondantes, de méme, une étude de l'effet des
détergents et agents chaotropiques a été réaliapdis, que la deuxiéme implique une
méthode physique avec le suivie de la cinétiquéimiactivation thermique en exploitant de
méme la stabilité enzymatique d'un point de vuerntoelynamique.Le catéchol et le
pyrogallol ont été utilisés comme substrats du@ntravail afin de faire également une
comparaison entre la stabilité des activités caléske et de [I'activité triphénolase,
respectivement vis-a-vis de plusieurs facteurs.

Ainsi, notre travail présenté en cing chagigst séguencé comme suit :

Le premiere partie concerne une synthesedgitdphiqgue comportant trois chapitres aussi
précise et actuels dont un chapitre sur la cortipasivertus et propriétés des dattes ,un
deuxieme sur I'enzyme elle-méme « PPO » et ursiimie décrivant les méthodes de
contrdle de brunissement enzymatique.

Une partie secondaire purement expérimentale eaglelix chapitres, un est congu pour
la présentation de matériels et méthodes utiligés appliqués et un deuxieme est consacreé a
la discussion des résultats expérimentaux contiugsie cette thése.

Une récapitulation et/ou conclusion succindés résultats ainsi que les perspectives
ouvrant la voie a des études ultérieures sur la B Qattes sont regroupées dans le dernier

chapitre.



Chapitrel :

Géneéralitées sur les dattes
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1.Le palmier dattier

1.1Généralités

Le palmier dattierRhoenix dactylifera L) est I'une des plus anciennes plantes culti-
vées par 'homme dans la péninsule arabique, er Alsi Sud-Ouest,en Australie,
Mexique, Amérique du Sud, Afrique australe et drdnet aussi aux Etats-Unis , en parti-
culier dans le sud de la Californie,Arizona et T®&{ahao et Krueger .,2007 ;Al-Harrasi et
al., 2014; Hazzouri eél., 2015). Cet arbre constitue également la culpuigcipale a la
fois traditionnelle et moderne de I'agriculture gaaénne algérienne.En reconnaissance de
ses fruits, le dattier est appelé I'arbre sacrértéPeet Sacred.,1993), I'arbre de vie
(Nixon.,1951) et/ou le pain du désert (Simon.,)978

Le palmier dattier appartient a la famille des acées (angiospermes, monocotylé-
dones) et comprend environ 200 genres et plus 86 85péces. Phoeni€dryphoideae
phoeniceae) est l'un des genres avec environ 14 especesedaldl), originaires des ré-
gions tropicales ou subtropicales d'Asie du Sud'éfrique, y comprisPhoenix dactylife-
ra L (Siddiq etal., 2013; Eoin.,2016). Tres recemment, le génomierethl palmier dattier
a été séquencé, ce qui permet de mieux compreadiigdrsité d'une culture d'arbres frui-
tiers (Hazzouri edl., 2015).

Le nom de I'espece dactylifera signifie "portantdegt” dont cette nomenclature est is-
sue de racine du mot grec dactylus, qui signdi&dt”, et du mot latin ferous, qui signifie
"portant” (Ashraf et Hamidi-Esfahani., 2011).

L’économie des provinces du sud se repose priranpaht sur la culture du palmier
dattier et l'utilisation de ses sous-produits starsne de pate, de farine, de sirop, de vi-
naigre , de levure et de confiserie. Cela fournié source majeure de revenus pour les
habitants des oasis. Toutes les parties du patiaitier peuvent étre exploitées, y compris
les feuilles et les troncs utilisés pour la vanmeti la construction de maisons, le fruit est
consommeé sous forme fraiche et séche, transforme groduire du sirop (Mimouni et
Siboukeur.,2011), ou fermenté pour produire duetidu vinaigre,tandis que les feuilles et

les graines sont utilisées dans l'alimentationasémaux. (Ould El Hadj el., 2012).
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Tableau 1: Espéces du genre Phoenix avec leur commune lowaie et répartition géographiquélf

Alawi etal.,2017)

Espéce

Nom local

Distribution georgraphique

Phoenix acaulis

Le dattier sans tiges

Bhutan, Nepal, Inde de nor

Phoenix andamanensis

Le dattier d'ile Andaman

Myanmar

Phoenix atlantica

Le dattier d'lles du Cap Vert

Tles du Cap Vert

Phoenix caespitosa

Le palmier dattier

Djibouti, Oman, Saudi Arabia,
Somalia, Yemen

Phoenix canariensis

Le dattier d'fles Canaries

Australie, Bermuda,ltalie, Espagne

Phoenix dactylifera L.

Le palmier dattier

La péninsule arabe ,Califorajne, El Salva-
dor, Fiji,Iran, Inde, Mauritius, Est et Ouest
d’'Afrique, Pakistan,Espagne

Phoenix loureiroi

Le dattier du montagne

Chine, Himalaya, Inde,
Indochine, Philippines

Phoenix paludosa

Le dattier dunangrove

Andaman, Inde, Indochine, Sumatra

Phoenix pusilla

Le dattier du Ceylan

Inde, Sri Lanka

Phoenix reclinata

Le dattier dusenegal

Afrique, La péninsule arabe, Comoros, Mada-
gascar

Phoenix roebel enii

Le dattier Pygmé

Chine (Yunnan) au nord de IndoChine

Phoenix rupicola

Le dattier de falaise

iles d’Andaman, Bhutan, Inde

Phoenix sylvestris

Le dattier de lI'inde

Inde Subcontinentale, Myanmar,
Sud de la Chine

Phoenix theophrasti

Palmier crétois

lles de Grece, Turkie

[.2Le palmier dattier en Algérie

En Algérie ,le palmier dattier est cultivé dansndenbreuses oasis réparties dans le sud

du pays,ou le climat est chaud et sec. Les oartsdes espaces de vie établis artificiellell-

ement au milieu d'une vaste zone aride ou l'eaprésente.(Bouguedouraatt,2015).

Ces systemes oasis de production intensive comglent entretenus avec un équilibre

tres fragile. Compte tenu de la géographie de EAlg il est possible de décrire plusieurs

régions de culture du palmier dattier (Fig.1):

a) Sur les contreforts des montagnes de I'Atlas (K&ued Nail, Zibans et Aures),

est une chaine d'oasis qui marque la porte du &ahar
(b) a I'Est, les Zibans (Biskra), Oued Ghir, @&ouf (EI Oued) et le bassin de Ouar-

gla en particulier avec le cultivar Deglet Noorhdeite valeur commerciale.

c) a I'Ouest, Saoura (Beni Abbes), le Touat @kiirle Gourara (Timimoun),et le Ti-

dikelt (Reggane) ou les palmeraies incluent devews$ de faible qualité commerciale.

C’est dans cette zone que la seule véritable agmistau bayoud existe (Le cultivar Tant

bouchet)

(d) Au centre. El Golea, le M'zab (Ghardaia) agtouat(Bouguedoura edl.,2015).
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'ridike

Fi

g. 1: Carte de I'Algérie indiquant les différentes esmle culture de palmiers dattiers; en rouge san c

infestés par Bayoud, ceux en vert qui ne sontrgastés (Bouguedoura &t,2015)

1.3 Classification botanique

En Algérie ,seulement I'espece du palmier dattd?hoenix dactylifera L » existe .La
classification botanique ainsi correspondanteéaaétualisée en 2016 par le service de
conservation des ressources naturelles de départemmericain d’agriculture (USDA) et
est donnée comme suit :

Regne : Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Super-embranchement : Spermatophyta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida — Monocotyledons

Sous-classe : Arecidae

Ordre : Arecales

Famille : Arecaceae

Genre : Phoenix L.

Espece :Phoenix dactylifera L
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1.4.Statistiques de production et économie

La production de dattes en Algérie varie chagueéenan corrélation avec le cycle al-
terné du palmier dattier, les pratiques culturdies,conditions climatiques et la région de
culture.Cette production est passée de 317184 $0enel994 a 1029526 tonnes en
2016,(FOASTATE.,2016) dont une augmentation de 32444. 2).

Depuis 2016,le classement de I'Algérie dans l& It top 10 producteur a été amélio-
ré avec la troisieme position aprés I'Egypte (I83Bitonnes ) et I'lran (1065704 tonnes).
,(FOASTATE.,2016).

Plus de 92% de 'augmentation de la productionddgtes est due aux nouvelles planta-
tions établies dans le cadre de I'adhésion a larp@ agricole (APFA) et le programme
national de développement agricole (PNDA) (BenZieu@010), ainsi que le fort intérét
récent accordé a cette culture.

Les statistigues montrent que la production deteslagn Algérie est principalement
concentrée dans le sud-est du pays, avec plus%edéda production nationale. La pro-
vince de Biskra occupe la premiére place avec @¢u81%, suivie par El Oued (27%) et
Ouargla avec 18%. Les spécificités édaphiques agghiénatiques comme la gestion des
cultures et la valeur marchande des cultivarsifigist I'importance de la production dans
ces régions. Dans les plantations de dattier ailjdla production est moins importante,
contribuant a 24% de la production nationale totldedattes réparties comme suit: sud-
ouest (15%) et centre-sud (9%).(Bouguedous.£1015)

o~ Algeria - Alger
A harvest Pro 1
Dates Dat

Fig .2 :Production des dattes en Algérie (FAOSTATE.,2016)
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2.La datte

2.1.Description morphologique

Le fruit de la datte est composé d'un péricarpan dhésocarpe, d'un endocarpe et
une graine (Fig.3). Le mésocarpe, représente la glande partie de la pulpe du fruit,
constituée de cellules parenchymateuses élargiééviste en mésocarpe externe et en
mésocarpe interne, intermédiaires de 3 a 10 couwlthé&ennin (Shomer et.,1998)

La graine a une face ventrale caractérisée paillan de profondeur variable et élargi.
Le c6té dorsal de la graine est convexe avec untpmi peu profond appelé le micropyle
,sous lequel se trouve I'embryon. Les graines fiéreintes variétés de dattes different par
la profondeur du sillon et la position de micropgentrale ou périphérique). (Ghnimi et
al.,2017).

Epicarpe  Mesocarpe
Graine  (Peau) (Pulpe) Endocarpe

Fig.3 : L'anatomie du fruit de la datte(Stade Tamr) (Ghretail.,2017).

2.2.Stades de maturation et classification

Le fruit de datte se développe a travers cingestadie maturation différents :Hanabauk,
Kimri,Khalal (ou Bisr), Rutab et Tamr ( Fig. 4). 4 &uits deviennent comestibles au cours
des trois derniéres étapes en raison d’'une dinoinwte I'amertume, I'augmentation de la
douceur et 'amélioration de la tendresse de laraktade la succulence (Baliga ait,
2011).

La récolte des différentes variétés des dattesgrdguse faire de maniére variable, le
meilleur moment de la récolte dépend de caradguiss de la variété elle-méme.Au stade
de Tamr, la taille, la forme, la couleur, la textet la saveur des dattes varient en fonction
de la variété et des conditions agro-climatiqudsafCetal.,2015).

La forme des fruits au stade Tamr varie de la foovede a la forme cylindrique, avec
des dimensions de 3 a 11 cm de longueur et de @@ @ diametre, et une couleur allant

du jaune, du brun, du rouge au noir. Les fruits ggalement différents dans la dureté de
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la partie externe et sont classés en fonction uletémeur en eau dont nous reconnaissons

des variétés molles 30% d'humidité), semi-seches (20-30% d'humidité}esthes <

20% ,activité d’eaw 0,65) (Hussein &dl.,1979).
[ I i I | I }
Hababauk Khalal

0 15 45 75 105 120 135 150 DPP

Fig.4 : Différents stades de maturation de la datte sébom DPP (jours post-pollinisation ) (Mssallem

etal.,2013)

En général, les dattes molles sont riches eresuéducteurs. (fructose et glucose) et
contiennent peu ou pas de saccharose tandis quarléts seches renferment une propor-
tion relativement élevée de saccharose. Selorpke dyi sucre, les variétés de dattes sont
classées en:

(@ Variétés riches en sucres réducteurs contenantigeilement les sucres
simples :glucose et fructose( par exemple lestesiBarhi d’'lraq et Saidy de
la Libye )

(b) Variétés contenant des sucre mixtes (par exempbdkawy, Halawy, Zahidi
d’Irag et Sayer d’Iran),

(c) et des variétés ayant le saccharose comme prirstipee (par exemple Deglet
Noor et Deglet Beida du nord d’Afrique). (Abbasp¢¢ya,2011)

La classification des dattes se fait a priori gmitfonction de la teneur en eau soit en

fonction de type sucre sachant que la relatiotreares deux n'est pas strictement linéaire
en raison de l'interférence des fibres .La quardé sucres et la proportion relative de

sucres influent sur la sorption d'eau, 'hnumidée par conséquent la dureté du fruit.
(Markhand e#l.,2010).



Chapitre 1 :Généralités sur les dattes

2.3.Variétés des dattes en Algérie et leur distriliion

Les ressources geneétiques du palmier dattier samtipalement représentées par des
cultivars traditionnels des individus femelletesgonnés par les agriculteurs en fonction
de leur incidence (début juillet pour un début &ambre pour les cultivars tardifs), pro-
ductivité, durée de stockage longue, moyenne oudptp au stockage, valeur marchande,
valeur nutritionnelle,qualités gustatives et legsistance a la sécheresse et aux maladies,
en particulier au bayoud (Bouguedourale015).

Les cultivars recoivent des noms vernaculairesuoc#rés souvent, un nom berbére
pour le fruit relatif & un emplacement géographjquenom du village, ou méme un pro-
priétaire de ferme individuel. La sélection aléagaihez I'agriculteur algérien depuis des
millénaires a conduit a I'évolution de presque 160ivars algériens, chacun bien adapté
a des types de sol, de température et d'humidigrdénent différents. (Bouguedoura et
al.,2015).

Les cultivars ne sont pas répartis équitablematredes différentes oasis. Grace au
plan d'action du MADR (Ministére de I'Agriculturdu développement rural et de la
péche), qui vise a promouvoir les produits agrigole secteur algérien de la culture du
palmier dattier a enregistré 994 cultivars a cg.j®armi ceux-ci, 7,7 millions de palmiers
sont de cv. Deglet Noor, trois millions de cultvates dattes molles et huit millions de
cultivars des seches. (Tableau 2). (Bouguedouai,2015).
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2.4 Valeur nutritionnelle et composition biochimiqle

Les dattes prennent une grande importance dangrigion humaine en raison de leur
composition riche en nutriments essentiels, dantébohydrates, les sels et minéraux, les
fibres alimentaires, les vitamines, les acides,gcides aminés et protéines. Ce qui justifie
leur valeur nutritionnelle et économique remardeab

2.4.1.Source des fibre alimentaires et sucres

Les glucides,y compris les sucres solubles etibred alimentaires, sont les compo-
santes prédominantes dans les fruits des datteesule petites quantités de lipides, de
protéines et de cendres.La teneur en fibres aleiresttotales varie de 6,5 a 11,5% selon
la variété et le climat (Al-Shahib et Marshall.,300

Les types de fibres alimentaires insolubles etldetureprésentent entre 84 et 94% et 6
a 16%, respectivement. Les fibres alimentairesbéeducontribuent & la formation d'un gel
visqueux dans lintestin qui ralentit I'absorptiotestinale des facteurs anti-nutritionnels
tels que le cholestérol. Les fibres insolubles, quantre, apportent de la masse et favori-
sent la fermentation et la génération d'acides grelsaine courte dans l'intestin (Otles et
0zgoz.,2014).

L'hydrolyse des fibres alimentaires des dattesdiloifférentes substances :sucres (15,6
25,7%), acides uroniques (10,7-16,7%), celluloge024,8%) et du lignine de Klason
(33,3-50,4%) ( Mrabet etl.,2016).

Les carbohydrates des dattes sont principalementtygees de fibres insolubles,par
exemple les graines de Deglet Noor contiennentremb0% de cellulose et 20% d'hémi-
celluloses.Les graines de datte comprennent unspedmoe abritant des cellules vivantes
qui stockent les oligosaccharides principalementsda forme deg8-D(1 — 4) mannane
(Bouaziz e@l.,2010).

Les hétéroxylanes solubles sont également présiamis les graines de dattes et sont
principalement composés de xylose (82%) et aci@emeéthylglucuronique (17%) avec de
petites quantités d'arabinose et du traces detgagae glucose et de mannose (Ishurd et
al.,2003)

2.4.2Source d’antioxydants naturels et métabolitesecondaires

Le fruit de datte est riche en composés phytochiesdels que les caroténoides, les po-
lyphénols (par exemple, acides phénoliques, isoflaylignanes et flavonoides), tanins,et
stérols (Martin-Sanchez ait, 2014).

La concentration et la composition de ces constituast treés variée en fonction de plu-
sieurs parametres, y compris la variété de la datstade de la cueillette des fruits, le

11
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stockage, le traitement post-récolte, I'origineggaphique des dattes et les conditions du
sol (Al-Laith, 2009; Al-Turki efl., 2010).

a)Les caroténoides et vitamines

Les caroténoides considérés comme une classe maeuromposés phytochimiques
sont présents dans les fractions lipidiques detsfdes dattes. Ils sont des précurseurs de
la vitamine A, qui joue un réle central dans laiamset protege la cellule face aux effets
délétéres des radicaux libres en agissant commeantiesydants (Julia efl.,2015).

Al Farsi etal.(2005) ont analysé a leur tour les caroténoidisix pour trois variétés
de dattes (Fard, Khasab et Khalas) et ils onv&a@ue Khalas a la plus grande quantité de
caroténoides. lls ont également signalé la dimomutiu taux de caroténoides de 4 a 30%
apres le séchage au soleil des fruits

La datte séchée est une source modérée de candg@c®7 mg / 100 g) par rapport a
d'autres fruits séchés, par exemple ;figues etatisri0,032 mg / 100 g et et 2,20 mg / 100
g ,respectivement (Martin-Sanchealet 2014).

En outre, les dattes séchées sont généralemersiounge modérée des vitamines ,elles
contiennent au moins six vitamines dont une petitantité de vitamine C et de vitamine
thiamine (B1), riboflavine (B2), Niacine (B3) patiténique (B5), pyridoxine (B6) et de
folate (B9) (Chao et Krueger, 2007; Al-Harrasiatt, 2014; Siddiq etl., 2013;Eo0in.,
2016).

Boudries etal.(2007) ont étudié la composition en caroténoidesrdis variétés des
dattes algériennes (Deglet nour,Hamraya, Tantbouchtdifférents stade de maturation
(khallal, rutab and tamr).lls ont rapporté la presede Lutein et caroténe dans les trois
variétés et de provitamine A provenantpdearotene de et qu'il y a eu une dégradation
des deux lors de passage de stade Khallal au tstauale

B) Phytosterols et Phytoestrogénse

Les phytostérols sont d'autres composés phytochesignajeurs trouvés dans la fraction
liposoluble du fruit de la datte. Ces composésredipsent exclusivement dans les plantes
et ont une structure chimique similaire a celuctiolestérol (Al-Laith.,2009).

Les phytoestrogénes sont des composés naturefsequéent se lier aux récepteurs des
cestrogenes et exercer divers effets oestrogénmuesti-oestrogéniques (Al-Turki at.,
2010).

Thompson e#l.(2006) ont étudié la teneur en phytoestrogéneslalibss et ils ont iden-
tifié plusieurs phytoestrogenes, y compris le fomaonétine, daidzéine, génistéine, gly-
citeine , matairesinol, lariciresinol, pinoresing¢coisolariciresinol et coumestrol.

12
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c)Acides phénoliques

Les acides phénoliques considérés comme l'un desigaux métabolites secondaires
aromatiques chez les végétaux, contenant une énhiidroxyle située sur un cycle ben-
Zzénique aromatique avec un ou plusieurs groupesidd’acarboxylique.(Al-Alawi et
al.,2017)

Les acides phénoliques peuvent étre divisés en diEsses principales : benzoique
dont les dérivés acides contiennent sept atomesut®ne et les dérivés de I'acide cinna-
mique contiennent neuf atomes de carbone.lls smgidérés comme antioxydant efficace
parce qu'ils agissent comme des capteurs desatedibres.(Al-Alawi etal.,2017).

Plusieurs groupes de recherche ont rapporté quiatess sont riches en acides phéno-
liques (Saleh edl., 2011;Benmeddour et., 2013; El Sohaimy etl., 2015).

Al Farsi etal.(2005) ont étudié trois fruits de datte d'Oman di-&hasab et Khalas) et
ont trouvé les dérivés d'acide benzoique suivaatgle p-hydroxybenzoique,l’acide pro-
tocatéchuique, I'acide vanillique, acide galliqe¢ I'acide syringique, tandis que les déri-
vés de l'acide cinnamique étaient; I'acide o-coumua;, I'acidep-coumarique,l’acide ca-
féique et I'acide férulique.

Récemment,Borochov-Neori &t (2015) ont étudié la composition phénolique dexdeu
variétés de dattes « Amari et Hallawi », au stadenfTlls ont rapportés la présence de
cing et sept acides phénoliques dans Hallawi etrAmespectivement. Le principal com-
posant de la fraction phénolique était I'acidelféue et une trace d'acide coumarique pour
les deux variétés a été détectée.La variété Anmmtient principalement des dérivés
d’acide caféique, tandis que l'acide salicyliquaitétacide phénolique le plus abondant
dans Hallawi.

De méme ,Mrabet e&l.(2016) ont confirmé la présence d’Acide protochaigae,
I'acide vanillique,l'acide galique , l'acide syrimmie et I'acide p-coumarique dans trois
différentes variétés de dattes tunisiennes.

d)Flavonoides

Les flavonoides sont une grande famille de métesoBecondaires.lls sont classés en
plusieurs sous-groupes,y compris les flavonesflde@snols, les flavanones, le flavanonol,
les isoflavones, isoflavonone, flavan-3-ols et anjtanidines. Les flavonoides se trouvent
dans les fruits et légumes et présentent un inggmgréciable pour la santé comme an-

tioxydant et anti-inflammatoire (Moss et Ramji.,B).1

13



Chapitre 1 :Généralités sur les dattes

Hong etal.(2011) ont étudié la composition de la variégget Noor, récoltée au
stade de maturité Khalal.lls ont constaté qu'ebatenait 13 flavonoides glycosides
,d’Apigénine, Lutéoline et quercétine, dont 19 casgs en formes isomeres .

Chaira etal.(2009) ont rapporté que Korkobbi est la variétélus riche en flavo-
noides parmi les dix variétés tunisiens étudiéasgconséquence, il montre un pouvoir
anti-radical trés élevé.

De méme ,Benmeddour at(2013) ont rapporté une étude comparative suoitapo-
sition phénolique et la capacité antioxydante @eudltivars algériens. (Tableau 3,et 4). lIs
ont trouvé que le cultivar Ghazi est la plus rieimeflavonoides et phénols totaux suivie
de Arechti, Sebt Mira,Halwa,degla beida,Deglet gidech degla, Thouri ,Deglet Nour et

ltima.

Tableau 3: Teneur en phénol totaux (TP), flavonoides total4)T flavonols totaux (TFO) et tanins

condensés totaux (CT) de dix cultivars de dattgéreins.( Benmeddour at.,2013)

Cultivars TP (mg AG TFA (mg TFA/T  TFO (mg TFO/T  CT (mg CE/100 g) CT/TP
100g) QE/100 g) P RE/100g) FA
Mech Degla 277.26 +8.51 45,09 +2.45 0.16 12.95+0.23 0,28 147.05 +5.10 0.53
Deglet Ziane 288.66 +8.11 33.00 £1.60 0.11 129913 0.39 221.88 £9.75 0.77
Deglet Nour 22557 +9.71 15.22 £0.50 0.06 6.1826 0.44 184.34 £12.61 0.82
Thouri 255.82 +8.59 21.97 £0.68 0.08 14.57 £0.23.66 135.83 £1.27 0.53
Sebt Mira 858.71 +25.13 231.76 £7.28 0.27 16.8332 0.07 389.15 +6.24 0.45
Ghazi 954.59 +6.90 299.74 +5.87 0.31 36.64 +2.1812 525.06 +12.17 0.55
Degla Beida 331.27 £10.11 7277 £3.77 0.32 16084 0.22 175.80 £2.70 0.53
Arechti 947.56 +25.32 153.89£6.84 0.16 15.4930 0.10 420.59 +8.74 0.44
Halwa 562.12 +12.33 133.7 +4.12 0.24 28.94 £ 0.9122 82.81 +3.43 0.14
Itima 229.92 +6.41 19.62 +0.92 0.08 12.74 +0.18.65 154.99 +4.72 0.67
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Tableau 4 Capacités antioxydantes de dix cultivars de datgriens. (Benmeddour &lt,2013)

Cultivars FRP DPPH scavenging H202 Pouvoir FIC (%)
(mg GAE/100 g) capacity (%) scavenging (%)
Mech Degla 272 +14 60.2£0.1 85.2 £0.5 85.25: 0.
Deglet Ziane 426 £17 60.4+1.4 74.9+1.2 6960%*
Deglet Nour 376 +14 60.0+1.4 50.9+0.4 48.9% 3
Thouri 471 £17 32413 24.1+1.6 476+1.2
Sebt Mira 1137 £10 82.4+£0.8 43.3+24 91.541.
Ghaazi 1175 +16 86.0+14 97.5+0.6 95.7+3.4
Degla Beida 420 £10 67.8+£3.0 85.4+0.4 95.60t 1
Arechti 912 +7 76.6 £0.8 83.2£3.6 93.6 £3.9
Halwa 664 +11 79.1+£2.0 935+%1.2 53.09+2.8
Itima 33611 52.2+1.8 149+1.7 66.5+2.5

Hamad etl.( 2015) ont étudié aussi la composition phénolided 1 différentes varié-
tés des dattes saoudiennes et les composés dhamg la lutéoline, la quercétine,
I'isoquercétrine et la rutine ont été identifiés .

Lemine etal.(2014) ont signalé que le contenu en flavonoideauk diminue de ma-
niere significative lors de passage du stade & lal stade Tamer pour sept différentes
variétés des dattes.Une autre étude a montré quantenu en flavonoides est réduit entre
les stades de maturité Khalal et Tamer pour quatrétés de fruits de datte tunisiennes
Une telle perte partielle de composition phénoligigst accompagnée avec une diminu-
tion de I'activité antioxydante . (Amira at.,2012).

L’activité antioxydante totale des dattes, meswée le dosage par fluorescence
ORAC, était de 8,212-12,548M / g et était plus élevé que les autres fruits fraits des
dattes se sont avérés avoir la deuxieme plus lenii@tée antioxydante parmi 28 fruits
couramment consommeés en Chine ( Gual .€2003).

La quantité d’antioxydants dans les variétés déeslid'Oman séchées au soleil étaient
comprises entre 217 et 343 mg équivalents d’acdelifjlue par 100 g d’extrait et est
aussi élevée par rapport aux autres fruits (Akieatal.,2005).

L’activité antioxydante totale des dattes diminaesldu stockage a la température am-
biante, probablement en raison de la conversionatess solubles en tannins insolubles
et / ou oxydation enzymatique et disparition dasdhes et de 'acide caféoyl-shikimique
(Lemine etal.,2014).
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2.4.3.Sources de protéines,acides aminés et enzymes

La datte renferme une petite quantité de protéeamesron 1 a 7% ,bien que malgré ce
faible faible taux, un apport des acides aminésrggds nécessaires au corps humain est
assuré. La teneur en protéines des dattes esél@ué dans le stade Kimri stade (5,5-
6,4%). (24,27).Pour la plupart des acides amirgég,ohcentration en acides aminés est
aussi plus élevée au stade kimri et khallal qustdele mar (Tamr) (Ashraf et Esfaha-
ni.,2011).

Au cours de la maturation, les protéines jouentdla crucial dans les réactions de bru-
nissement non enzymatiques (Maillard) et de preatipn des tanins. Cela pourrait étre la
raison de la diminution de la teneur en protéinesaurs de la maturation. (Ashraf et
Esfahani.,2011).

Al-Shahib et Marshall.(2003) ont rapporté la présede 23 types d'acides aminés dont
certains ne sont pas présents dans les fruitsllsspopulaires tels que les oranges, les
pommes et les bananes.Les acides aminés suivartpresents dans certains cultivars de
dattes: lysine, histidine,arginine, I'acide aspami la thréonine, I'acide glutamique, la sé-
rine, la proline, la glycine, I'alanine, la cys&jra valine, la méthionine, I'isoleucine,la
leucine,la tyrosine et le phénylalanine.Une fodaaentration de 'acide glutamique a été
rapporté dans les trois derniers stades de mainratiors que la concentration l'acide as-
partique est plus élevée dans la seconde étapfatteacontient un certain nombre de pro-
téines dont le poids moléculaire varie de 1200000 daltons. La plupart d’elles sont
solubles dans l'albumine. (Bouazizatt2008).

Les principales enzymes présentes dans les daitdaslinvertase, la polygalacturo-
nase, la pectine estérase, cellulase ,la peroxystdaepolyphénol oxydase.L’invertase est
complétement actif & la fin stade de maturatiotabru(Ashraf et Esfahani.,2011).

Ces enzymes ayant une relation infinie d'une pegtcdes caractéristiques organolep-
tiques du fruit et d’autre part avec la vitessengduration et la consistance de la chair. A
titre d’exemple,nous retrouvons les polyphénoldase (PPO) et la peroxydase (POD) qui
sont impliquées dans le phénoméne de brunissemmaymatique. (Amiour et Ham-
baba.,2016 ; Benaceurat,2018)

La polyphénol oxydase est la principale enzyme iqugle dans le métabolisme des ta-
nins dans les datte, en utilisant le catéchol corsufistrat. L'activité de polyphénol oxy-
dase est plus élevée au stade Kimri suivi parakiedlTamr.Le fruit de datte contient des
niveaux élevés de polyphénol oxydase au mometgfruits commencent a changer de
couleur du jaune ou du rouge au brun. Une relagiane I'activité polyphénol oxydase et
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I'intensité de la couleur de la datte pendant heaturité a été rapportée. Ainsi, l'activité de
polyphénol oxydase pourrait étre responsable deuéeur brune naturelle de fruit de datte
par oxydation des composés phénoliques.(Benaceli;2018)

2.4.4.Source des sels minéraux et d’acides gras

Il y a au moins 15 sels minéraux dans le fruit ddedseche.Le proportion de chaque
élément varie de 0,1 a 916 mg/100g.Les minérausepté dans la chair de datte compren-
nent le potassium en grande quantité (la dattecestidérée comme une source importante
de potassium), suivie dans I'ordre décroissantpbaisphore, magnésium, sodium et fer.
Le bore, du calcium, du cobalt, du cuivre, du fjutw manganése, du sélénium et du zincs
sont aussi présents (Ashraf et Esfahani.,2011).

Le fruit de datte contient peu de graisse, quievaabituellement de 0.5% au stade
Kimri a 0,1% au stade Tamr .Huit acides gras erisen trés faible concentration dans la
chair. Les principaux acides gras saturés ai nideafiuit de datte sont les acides laurique,
myristique et palmitique.Le principal acide grasaturé est I'acide oléique. D'autres acides
gras sont en quantité mineure y compris les addpsaques, caprylique, stéarique, marga-
rique, arachidonique, linoléique, pelargoniqueretertain nombre d'autres (Biglri.,2009).

2.5Vertus thérapeutigues et pharmacologiques

Les antioxydants ont recu une grande attentioraeom de leur action entant que pié-
geurs de radicaux libres impliqués dans le dévelogmt diverses maladies y compris le
cancer (Gorrini etl., 2013), les maladies cardiaques (Moss et Ramji6R0Alzheimer
(Frost etal., 2014) et la maladie de Parkinson (Kimakt 2015).

L'activité antioxydante des composés phénoliquéscesparable aux antioxydants
standards, tels que la vitamine C, de vitamine de@tcaroténe (Rautiainen at.,, 2016).

Les études in vitro et in vivo sur les dattes amtfitmé leur vertus et bienfaits pour la
santé;y compris activité de stress oxydatif,capadé piégeage des radicaux libre , pré-
vention des maladies coronariennes, hépatoprotectetivités anti-inflammatoires et anti-
cancéreuses.(Rautiainenakt 2016).

Une enquéte antérieure a révélé que les dattesrnesrit une concentration forte de
polyphénols totaux parmi les fruits secs en ragena plus grande exposition au soleil et
aux conditions extrémes de température par rapperautres fruits .Cependant, leur com-
position peut varier d'un cultivar a cultivar selt@s conditions du sol et pratiques agri-
coles. (Vinson edl., 2005).

17



Chapitre 1 :Généralités sur les dattes

Guo etal.(2003) ont étudié les activités antioxydantes 8efrBits couramment con-
sommeés en Chine et ils ont constaté que les fdgissdatte posseédent la deuxieme plus
haute activité antioxydante aprés I'’Aubépine .

Saafi etal.(2011) ont rapporté I'effet protecteur de Ilfaktaqueux de la variété
Deglet Noor vis-a-vis de dommage oxydatif aing ghépatotoxicité

Mansouri etal.(2005) ont confirmé les effets immunomodulatewgs extraits aqueux
de datte mature , pruneau et figue chez les s@Massouri etal., 2005). lls ont trouvé
que l'extrait de datte favorise plus le systéntlelleire que le pruneau et I'extrait de figue.

En outre, il a été rapporté que les glycosidesyge tliosmétine peuvent augmenter
I'excrétion d'insuline et stimulent I'enzyme glyéog synthase, assurant par conséquent
I’'homéostasie des taux de glucose sanguin in vivolre, le traitement des rats males par
ces deux composés ont montré une forte augment@tidaux sérique de testostérone ac-
compagnée d’'une diminution significative du phosphotal et prostatique (Singh adt,
2012).

Al-Yahya etal.(2015) ont eétudié I'effet cardioprotecteur d'aktaqueux de fruit lyo-
philisé (variété Ajwa) en vitro et in vivo et ilsibconstaté qu'il améliore le la prolifération
cellulaire cardiomyoblastique jusqu'a 40%, touteempéchant la dégradation d'antioxy-
dants endogenes et la peroxydation lipidique.

Garba et Galadima (2012) ont examiné le poteatigmicrobien de I'extrait de fruit de
la datte sur deux bactériesimonella spp. et shigella spp) qui causent la diarrhée. Une
inhibition remarquable et activité importante comaméi-diarrhée a été mentionnée .

El Sohaimy etal.(2015) ont signalé aussi I'activité anti-micraime certains dattes
égyptiennes contre cing souches bactériennes patbeg

Souli etal.(2014) ont suggéré que l'extrait aqueux de freitldtte accélére l'activité de
transit gastro-intestinal et réduit le risque destipation.

Dans une autre étude récente,Belmial§R016) ont signalé [l'activité antifongique de
extrait de fruit (variété Ajwa) au stade Tamr.dist également décrit que l'extrait aqueux
de datte empéche la cytotoxicité des globulesesug

Enfin, la consommation des dattes peut avoir desitages potentiels pour la santé
contre de nombreux types de cancer. Al-Sayyeal.@014) ont Vvérifié les effets poten-
tiels de prévention du cancer par les dattes.llsremarqué que l'augmentation de la con-
sommation des dattes seches réduit significativeheetaux d'incidence du cancer mam-
maire, palpable ,la multiplicité de la tumeur, ddllé et le poids de la tumeur par rapport a
la groupe de contrdle positif .
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2.La polyphénol oxydase

2.1Historique

Les premiers travaux ont été faits pat Lindet, @uil895 a reconnu la nature enzyma-
tigue du brunissement pendant son travail surdeeciAu méme moment, Bourquelot et
Bertrand (1896) poursuivaient des études sur lzsige oxydase des champignons. Par la
suite, Onslow en 1920 a montré que le brunissemm@ntmatique des tissus de plante est
lié a la présence des composes o-diphénoliques qted le catéchol, I'acide protocate-
chique et I'acide caféique, ainsi que les enzympsopriées (oxygenases).

On pensait que le produit de cette réaction étaiperoxyde qui réagissait avec un
«chromogéne» pour former un pigment brun.Le terme/genase» a été ensuite remplacé
par «phénolase» ou «Polyphénol oxydase». En 198BpWitz a démontré que la PPO
était une enzyme contenant du cuivre.

Kertész (1952) a rapporté pour la premiere foigle des ions métalliques de tyrosi-
nase et polyphénoloxidase dans le processus deogélaese.

En 1955,Dawson et Magge ont publié un des prernotepitres a I'époque sur les ty-
rosinases des plantes tout en signalant la présindrunissement enzymatique dans les
champignons, les pommes de terre,les pommes ebmbraux autres fruits et légumes
voire végétaux.

La premiere purification de la polyphénol oxydasmonte au 1965, ou Kertez et Zito
ont pu purifié par dialyse et ont caractérisé |&Rfe champignons de Paris alors qu'il
fallait attendre jusqu’au 1980 pour lancer une flmaiion sophistiquée sur la PPO de
Péche Red Haven en utilisant la chromatographieaonne (Phenyl Sepharose,ECOLA
Cellulose, Hydroxyapatite et DEAF-Sephadex benz)yElurkey et Jen.,1980).

La premiére immobilisation de cette enzyme a éhfis@® sur des membranes en nylon
et polyéthersulfone (Boshoff el.,1998),et la premiéere structure cristallographigse
celle de la PP@’lpomoea batatagKlabunde etl.,1998 ).

Dans les deux dernieres décennies, des centaindicléd’s sont publiés annuellement
sur cette enzyme et ceci sur plusieurs axes ebeapes a savoir la purification et caractéri-
sation biochimique et cinétique, le contrdle denissement enzymatique d’'une part par
des inhibiteurs naturels ou chimiques (produitsaoides organiques) et d’autre part par
des méthodes physiques impliqguant soient un traitérthermique ,par pression ,UV ou
ultrasons soient une combinaison de deux ou tn@thodes. Ainsi qu'un aspect molécu-
laire et génétique impliquant le séquencage etise ®n place de sa structure cristallogra-
phique.
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2.2.Nomenclature et Activités

L’'union internationale de biochimie et de biologioléculaire (NC-IUBMB) avait
donné aux enzymes des noms systématiques fondésstgpe de réaction qu’elles cataly-
sent et sur la spécificité de leurs substrats.

La polyphénol oxydase (PPO) est une metalloenzymgargenant a la famille
d’oxydoréductase. Différents noms et codes enzgued sont attribuées a cette enzyme
en fonction de substrat oxydé et/ou réaction gaéa. Nous citons la tyrosinase, appelée
aussi tyrosine oxydase,monophénol oxydase et ass¢EC 1.14.18.1).Cette enzyme ca-
talyse I'oxydation des substrats monophénoligugogine etp-crésol) en o-diphénol.
(Figure.5) (Taranto el.,2017).

La deuxieme activité complémentaire implique I'adhyxylation des o-diphénol en o-
guinone (Figure 5).Ces derniers se polymérisent doaner par la suite un pigment brun
voire noire appelé mélanine.L’enzyme responsableette activité est la catécholase ayant
comme noms aussi la catéchol oxydase,o-diphénatdse-diphénolse oxydase.(EC
1.10.3.2) (Taranto &tl.,2017).

Ces deux réactions sont généralement consécutivais pas tout le temps présentes
simultanément.Par exemple pour le fruit de datte aleicot nous ne retrouvons que
I'activité catécholase .(Amiour et Hambaba.,2016rdddja etl.,2017 )

Il est intéressant de noter qu’un autre polyphémxgbtiase ;la laccase (p-diphénol: oxy-
géne oxydoréductase, E.C. 1.10.3.2), est présame ckrtaines plantes supérieures et se
différencie clairement d'autres PPO par sa capaciigue a catalyser I'oxydation de p-
diphénol (Jiang edl.,2016).

De plus, la polyphénol oxydase nécessite la présdacuivre entant que cofacteur soit
monovalent ou divalent tout dépend de I'espéceaissiale 'oxygéne entant que coenzyme

et comme accepteur d’électron.

Phenolic
PPO + 02 compounds, amino
PPO + 02 acids, proteins
—_—> Melanins
Monophenolase Dlphenolase Condensation
activity activity

Monophenol Ortho—dlphenol Ortho—qumone

Fig 5 : Les différentes activités de PPO(Jiangle2016)
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2.3.Localisation subcellulaire et rle physiologique

2.3.1Localisation subcellulaire

La PPO est présente dans une grande variété deepl@ans une plante particuliére,
I'activité de la PPO varie d'un organe a l'autra Bhtérieur d'un méme organe en fonction
du tissu considéré (Tarantoadt,2017).

Les PPOs ont été trouvées dans differentes fractotiulaires, dans les organelles
(chloroplastes et, plus précisément, dans leskbides,les vacuoles les mitochondries, les
peroxysomes) ou les enzymes sont étroitement dé@smembranes et dans la fraction
soluble de la cellule. Le degré de liaison aux membs varie avec le tissu et son état on-
togénique.Ainsi,l'activité globale de la PPO esisptlevée et présente principalement sous
forme liee chez les jeunes fruits verts, alors Igu'@iminue généralement avec
'augmentation de la proportion solubles dandneaiss mars (Jiang el.,2016).

2.3.2.Rdle physiologique

Le rble physiologique des PPOs demeure en grandie pdscur et donc tres contro-
versé.Les premiéres études ont suggéré son impficah tant qu'oxydase terminale dans
la respiration (James.,1953) ou dans la biosyntdéda lignine (Mason eil., 1955). Il a
été montré que la PPO était structuralement assaciphotosystéme Il dans la fevéic{a
faba). (Lax et Vaughn.,1991)

Plusieurs études ont rapporté une corrélationigesintre I'expression de PPO et la ré-
sistance/tolérance aux stress biotique.Par exenigde,variétés de pommes de terre
ayant une activit¢ PPO améliorée présentaient glasde tolérance a la maladie de la
pourriture molle causée par la bactéPiectobacterium atrosepticyrRectobacterium ca-
rotovorum subsp. brasiliensis et Dickeya sfifgazee eal.,2012)

De méme,l'expression de la PPO a été utilisée comarqueur biochimique pour pré-
dire l'interaction entre différents génotypes dmabes et les pathogénesRlalstonia (so-
lanacearumet Xanthomonas axonopodis pv. Vésicatooajisant le flétrissement bactérien
et la maladie bactérienne des taches foliairepemtvement (Vanitha etl.,2009)

Plusieurs rapports ont également signalé le rdlendd des PPO .Li et Steffens (2002)
ont constaté que les plantes de tomates surexgrumanPPO de pomme de terre présen-
taient une résistance remarquable vis-aRgeudomonas syringae pv. tomatgent cau-
sal de la maladie bactérienne. Inversement,chepléedes transformée avec 'ADNc an-
tisens de la PPO,une réduction significative detivité des PPO a entrainé une augmenta-
tion susceptibilité a la maladie (Thipyapon@kef2004).
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De nombreuses questions doivent étre posées solelphysiologie de PPO,bien qu'il
soit généralement supposé que les PPOs jouentleads les réponses de défense aux
stress biotiques.Le mécanisme réel par lequel ekescent leur fonction est débattue. En
fait, elles peuvent agir par: (1) une toxicité dieedes quinones; (2) réduction de la biodis-
ponibilité et alkylation des protéines cellulaires's I'agent pathogene; (3)Réticulation des
guinones avec des protéines ou autres composéslighuis, formant des barrieres phy-
sigues; et (4) la production d'espéces réactiveorggene (ROS), connus par leur role
important dans la signalisation de défense (Casdadial.,1996).

Les PPOs pourraient éventuellement jouer un rétes da photosynthése en tant que
tampon d'oxygéne ou en interaction avec la réaafi®rMehler-peroxydase.Cependant,
les substrats phénoliques chloroplastiques n‘enepaidentifieés (Boeck edl.,2015).

2.4.Site actif et structure cristalline

La structure cristalline de l'aurone synthase (AUS)ne catéchol oxydase » de Co-
réopsis a grandes fleur€dre opsis grandiflorpa été récemment publié par Molitor et
al.(2016).L’enzyme présente deux domaines : le domaine dajaby actif et le domaine
C-terminal. Le motif structurel dominant du C-tenaii est unrepliement de Jelly roll. Des
motifs similaires sont également présents danPR® de champignons (Mauracher et
al.,2014 ) (C-terminal), arthropodes (N-termin@Yjasuda etal.,2014 et insectes (Li et
al.,2009) (N-terminal).

Elle possede une tres grande similarité strudeueslec le catéchol oxydaskElpomoea
batatas(Klabunde etal.,1998) celle deVitis vinifera (Virador etal.,2010) etJuglans
regia (Bijelic etal.,2015).

La structure secondaire est essentiellemerttélicoidal .En raison de la liaison disul-
fure interdomaine du noyau principal avec le domabiterminal, l'activation protéoly-
tigue de lI'enzyme latente doit se produire a tdifférents sites pour aboutir a I'enzyme
active (Figure 6,a) (Molitor l.,2015).Cependant, la structure cristalline de I'enzyme a
montré que la fonction principale de la liaisorendibmaine est la rétention du peptide ré-
siduel,impliquant un bloc de construction princifghe l'interface homodimérique (Fig
6.B).Deux sites de clivage protéolytique sont e¥goa la surface.En revanche, le troi-
sieme est couvert par le domaine C-terminal aussi Que par le noyau principal mais
devient accessible aprés le clivage protéolytiquedeux premiéres coupures. (Molitor et
al.,2016).

Le centre catalytique est formé de deux atomesuiltrec (CuA et CuB). La paire de
cuivre (CuA et CuB) (Fig 6,C) du site actif, esbodonnée par trois résidus histidines. Le
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CuA est coordonné par I'His 116, His 125, et I'l2B6.Le second cuivre, CuB, est coor-
donné par I'His 93, His 256 et I'His 252. (Molitetal.,2016).

La forme oxy de cette enzyme présente une distogsipillon (Figure 6,C) similaire a
la distorsion trouvée dans la forme oxy de la tyrase deStreptomyces castaneoglobispo-
rus tyrosinase (Matoba etl.,2006). Dans la forme au repos « Met », les wauivre
(distance Cull-Cull équivalent a 3,4 A)(Fig 6,D)ns@ontés par un ion hydroxyde ou une
molécule d'eau (Molitor etl.,2016).

(A) (B)

site (met-form) | ‘ D;;evclgan

Residual
C-terminal
peptide

Fig 6 : Diffraction aux rayons X de la PPO dgore opsis grandiflora.(A) Vue de dessus de l'aurone
synthase mature. (a-hélices, vert; feuifedleu)(B) Site de liaison du cuivre de I'AUS adf) Centre site
actif de l'aurone synthase (D)Distances entredex éitomes de cuivres.(Molitor &t,2016)
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2.5.Mécanisme réactionnel

Le site actif de la polyphénol oxydase est nomrteaiivre type 3 en raison de la pré-
sence de trois formes différentes ;la forme mébjiae oxy et la forme desoxy.

Sanchez-Ferrer ei.(1995) et Lerch.(1995) sont les premiers déatiy@ changement
de la valence de cuivre entre une forme et un asrrdonction de substrat oxydé et
I'activité mise en jeu en travaillant sur la PP©athampignons de paris.

Le mécanisme réactionnel le plus récent a été geopar Molitor etl.(2016) suite a la
mise en place de la structure cristalline de I'aareynthase ,une catéchol oxydase de Co-
réopsis a grandes fleurs (Fig 7).lls ont décriptésence de deux cycles ;un cycle pour
I'activité monophénolase et un autre pour I'a¢évdiphénolase

La formeMet représente I'état majoritaire (ou de repos) daasektraits enzymatiques.
Elle est susceptible d’'oxyder les diphénols en opés.Le site actif passe sous forbéee
soxydans laquelle les deux atomes de cuivre sont feooee réduite. lls deviennent alors
capables de fixer I'oxygéne moléculaire pour passes la forméxy.Cette derniére peut
prendre en charge aussi bien les mono que leshaédlits. (Eicken edl.,1999).

Le passage d’'une forme a l'autre entraine des neatibns de la géométrie spatiale des
six atomes d’azote des résidus histidine et leraghement des deux atomes de cuivre
I'un par rapport a I'autre (formBésoxy.Ces phénomeénes sont liés a des légéres modifica-
tions de la conformation tridimensionnelle de I'emz au cours de la catalyse (Sanchez-
Ferrer etal.,1995).

L'activité catécholase, implique I'oxydatiomdeux o-diphénols en deux quinones, avec
la réduction concomitante de 4k I'oxygéne moléculaire, qui produisent deux ks
d'eau. Cette activité est initiee par la fixatidnando-diphénol, de la forme met de l'en-
zyme, suivie de la réduction du faisceau bicuiweigmenant a la formation du desoxy-
PPO et au dégagement d'o-quinone. Avec la fixgdastérieure de I'oxygene moléculaire,
l'oxy-PPO est formée et une deuxieme o-diphéndidsstréduisant ainsi le peroxyde avec
production d'eau et formation d'une autre o-quinone

Dans l'activité crésolase, 1'6st lié d'abord aux deux groupes du Cu(l) du ddR®
pour donner I'oxy-PPO dans laquelle,120les caractéristiques d'un peroxyde.Ensuite,un
monophénol est coordonné en position axiale adasmcuivres de I'oxy-PPO, suivie d'un
réarrangement complexe menant a la production dhoiécule d'eau conduisant a la for-
mation des O-quinone (Johnadt, 1995).

24



Displaced

Chapitre 2:La Polyphénol oxydase

77 interaction g Cation-7 Hydr()phpbic Cation-7t
SRt interaction teraction. |nlcrucli0n "
.- S H His256 N
v «J/ _)/ N N2
His93 N, \~\°<t,,, N N, /ll,,__.cu wOH,,, u_...“\\
Gl ——O=Cu” . - N
- N |u |u\N N cuiy "'o“/ \ \ N |
Hisl 16 N N His252 | | s ™
+
His125 His286 R Met
xy inverse H M4aD
2 - : butterfly distortion N
butterfly distortion > 4 (f -
M1 M2 N, WO N
Cu===mOa=Cy HO
= Monophenolase cycle RN T,
T " N
HO .
: H M3 Diphenolase cycle (B)
N
e <7
P, N N “HLO
O +O> N/,,,‘.. =
T ~Cu u
" v I~ "
N N N N
butterfly distortion D,
Oxy coxy o
MS M4Q 1)
B Displaced Hva hobi
: i — drophobic i
T-TC interaction Cation-7t izncrz:’ction Cation-7t
interaction R interaction .
H H N
\@ wof S N T N 7 R
OH e 4 N, N
N, OH. N N.... HO.j,,. N " cu ca
ey O, — Cu—aHO R Gy SO, N~ | | i
- N - o = N -H N
. | | “n N | “own~ 'L N N N ©
N e
Mer Deoxy
D1 D2 D3
R l +Os
HO
OH t H Q N
N
N g y/ Nlo,, O, *‘\«N
I’m'"c WOH,,, u_,.o\“ -‘O-‘-Cu
N | | | | “>n
N
N " N
R
Met . ] Ho/©/ butterfly distortion
D6 o inverse n Oxy
o butterfly distortion D4
DS

Fig 7 :Le mécanisme réactionnel de I'aurone synthasdiidi@t al.,2016)

25



Chapitre 2:La Polyphénol oxydase

2.6.Purification de PPO

La diversité dans la source ainsi que la locabisasubcellulaire des PPO impliquent
entre autres différentes méthodes d'extractioreghutification. Ces méthodes sont choi-
sies en fonction de I'activité et rendement defigation de I'enzyme,la faisabilité et facili-
té de manipulation, la concentration en protéinlas,présence de contaminants et
I'application finale de I'enzyme.

Dans la plupart des études, une combinaison d’'prézipitation du sel, de la sépara-
tion de phase induite par la température et unentgue chromatographique impliquant
une séparation en fonction de plusieurs paramgingsico-chimiques (Polarité ,affinité
,charge ionique et poids moléculaire) est appkqg(@ong etal., 2015).Tandis que,des
méthodes récentes telles que la séparation en ghaises, I'extraction en deux phases
agueuses ont été aussi rapportées (Niphadlkdr, 8015).

Les méthodes de base telles que les précipitatpansle solvant (Guray et Sanli.,2013)
et les précipitations en fonction de point isoélgae (Pl) (Cheng edl., 2014) et aussi des
méthodes comme I'électrophorese de disque (Tsimimskl., 2015) qui peuvent détermi-
ner les isoformes de I'enzyme ont été bien étsdiée

Dans la plupart des méthodes d’extraction des B&®aicheur de la source est re-
commandée et le broyage se fait généralement dga®t¢ampons tels que phosphate et
acétate au gamme de pH de 5 a 7. Cet extraitptarda suite I'objet de plusieurs expé-
riences successives et complémentaires .Commeesenqre de phénols entrave I'activité
et le processus de purification de la PPO par keren place des liaison irréversibles ,
I'addition de piégeurs de phénol tels que le palhayrrolidon (PVP) ou l'acide ascor-
bique est souvent effectué (Sojoakt 1998 ;Batista eal., 2014 ). De méme,la solubilité
des enzymes, en particulier, les enzymes liées neembranes est assurée par l'addition
d'agents tensioactifs tels que le SDS a trés faimeentration. L'utilisation du SDS s'est
également révélé étre un bon activateur de la fdatemte de PPO (Cheema et Sommer-
halter., 2015).

Dans certaines cas, I'addition d'inhibiteurs deneéurotéase, un agent chélateur comme
I'EDTA, a été appliqué pour empécher la dégradatebenzyme (Chazarra &t, 1996).

a) Précipitation par les solvants

Les solvants organiques tels que I'acétone etdi@hsont le plus souvent utilisés pour
précipiter les protéines (Chengadt, 2014).Bien que l'addition de solvant organiqige d

sout les enzymes liées aux membrane, elles onameeda provoquer des changements
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conformationels dans la structure protéique. Césipitations sont généralement effec-
tuées a trés basse température a environ -20 favdqt Osorio., 2016).

Le changement de pourcentage de solvant peutrégateétre utilisé pour la séparation
de différents types de protéines. Chengl€2014) ont trouvé que l'ajout de 50% d'acétone
ou de 60% d'éthanol sépare les sporamines de lacPBRAylase. Le précipité obtenu par
I'acétone réfrigérée est généralement appelé ldrpaliacétone permettant sa conservation
pendant une longue durée (Sknchez-ferrat.e1990).

b)Précipitation au sulfate d'ammoniunt

Toutes les protéines ont les deux surfaces hydephhydrophobe. Dans une solution
d’extrait aqueux,l’ajout de sel en excés augmeateéehsion superficielle qui améliore
eventuellement l'interaction hydrophobe des preteiet les précipité. Ce phénomeéne est
appelé effet de « Salting out ».Le sulfate d'amnmnonest le sel le plus couramment utilisé
pour la précipitation des protéines (Nadaalgt2017).

La quantité de sel nécessaire a la précipitatioprd&ines spécifiques dépend directe-
ment du poids moléculaire de la protéine. La plugas chercheurs ont essayé de 'ammo-
nium a 30-85% (p/v)comme une concentration convenatwur faire extraire ces enzymes
(Tableau 5). Certaines chercheurs ont égalemeliigéute Triton-X100 ou I'extraction a
base de Triton X-114 avant I'application d'une imiétion de sel afin d’'une part d'élimi-
ner les phénols de la source et d’autre part powliorer la durée de vie de I'enzyme.
(Derardja etl., 2017)

Bien que le processus de précipitation entrainei @les changements conformationels
dans les protéine, il ne les dénaturent pas . ®@éguent, il est généralement effectué a
des températures inférieures a 4°C (Orenes-Pinab, 006), et I'activité d’'une enzyme
est d’autant meilleure en ajoutant de SDS auxépres extraites aprés sa récupération par

dialyse (Orenes-Pinero ak, 20086.

Tableau 5 : Effet du pourcentage de sulfate d'ammonium sxirdietion de PPO de différentes sources

Source Sulfate Taux de Rendement Référence
d’Ammonium  purification d’'activité (%)
(%)

Cognassier 30-75 16 47 Orenes- Pineral. &006
Salak 40-80 3.3 31.33 Zaini &, 2013
Fuji (pomme) 60-80 5.28 16.48 Liuait, 2015(a)
Peche 40-80 2.16 61 Liu ak, 2015(b)
Lactaire 30-85 5.56 31.3 Tsivinskaadt, 2015
Abricot 85 1 100 Derardja al.,2017
Prune 30-90 3.1 28.48 Gurguadt, 2017
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c)Séparation de phase induite par la températa (TIPS)

L’ajout de tensioactifs ioniques ou non ioniquda phase aqueuse au-dela d'une con-
centration critique décrit la tendance de la foiomatdes micelles. Ces micelles ont un
noyau hydrophobe qui extrait la plupart des phérads tanins, des lipides et des protéines
non polaires (Liu eal., 2015a) .

A des températures inférieures a 4°C, les tensisacteur concentration micellaire cri-
tigue (CMC) sont solubilisés complétement dans solation aqueuse alors que la forma-
tion de micelles est induite avec 'augmentatiodadeempérature jusqu'a 37 ° C (Zaini et
al., 2013).

Le Triton X-114 est le surfactant non ionique lasptourant utilisé par les chercheurs
pour la TIPS des PPOs provenant de diverses so{irabkau 6)

La phase détergente (micellaire) peut étre faglgnséparée par centrifugation ot une
couche claire de surnageant avec des protéineotiths peut également étre séparé
(Sanchez-Ferrer ael., 1993).

Onsa efal. (2000) ont utilisé des agents de surface ionidqakssque le SDS et le dé-

soxycholate de sodium, ainsi que des agents naquies

Tableau 6 : Effet de la séparation de phase induite par Ipé&ature (TIPS) sur I'extraction de PPO de dif-

férentes sources

Source Tensioactif  Ordre d'étape Taux Rendement Référence
Utilisé de purification  d'activité
(%) (%)

Banane TX-114, 6% 2 1.6 93 Sojoabt 1998

Kaki TX-114, 4 et 2 2 95 Nunez-Delicado
6 % etal.,2003

Cognassier TX-114, 4 et 2 3.7 72.26 Orenes-Pinero et

6 % al., 2006

Salak TX-114, 1.5- 1 1.2 76.79 Zaini edl.,2013
8%

Fuji (pomme)  TX-100,1.5 % 1 1.33 46.98 Liuadt, 2015a

D) Partitionnement triphasé (TPP)

Le partitionnement triphasé est une méthode biamuwe, facile, économique et évolu-
tive qui peut étre appliquée simultanément aussi piour I'extraction que la purification
de nombreuses biomolécules, y compris des proté&iesshuiles, des pigments et des inhi-
biteurs (Panadare et Rathod.,2017).
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La principe repose sur la formation de trois phdsesde I'addition de sel comme le
sulfate d'ammonium et l'alcool hydrosoluble tel dei¢-butanol & I'extrait aqueux. Bien
que le TPP est préféeré par de nombreux chercheunsla purification de nombreuses
enzymes d’'intérét (Nadar at.,2017), la fréquence de leur utilisation reste esbel (Ta-
bleau 7).

Niphadkar etl.(2015) ont rapporté I'extraction de PPO a pasipdlures de pommes
de terre perdues par le TPP. Les auteurs ont nmerétique I'application de l'ultrason aide
a augmenter la pureté et la récupération ,de mameguire le temps du processus de 40
min a 5 min .

La PPO de Bourrache a été extraite en utlisantTRP en deux rotations
pour améliorer I'efficacité (Alici et Arabaci, 201@ans les deux expériences, une accu-
mulation de la PPO dans la phase précipitée absEneee.

Compte tenu de I'étude détaillée effectuée parcbescheurs sur 'usage de TPP pour
I'extraction de differnets composés,un large champecherche est ouvert ou plusieurs
sels et solvants peuvent étre explorés pour umaatixin maximale de la PPO. (Panadare

et Rathod, 2017).
Tableau 7: Effet du partitionnement triphasé (TPP) surtiastion de PPO de différents

sources.

Source Ratio de Concentration pH Taux de Rendement Référence
solvant a de sel purification (%)
phase
agueuse
Pomme de 1:1 40% 7 6.3 70%
Terre Niphadkar et Rathod.,
Pomme de 1:1 40% 7 19.7 98.30% 2015
Terre*
Borrache 1:1 15% 6.5 3.59 68.75% Alici et Arabaci.,
2016

* La source représente l'application des ultras@vec de cycle 40%, fréquence 25 kHz
et puissance de 150 W.

E)Extraction a deux phases aqueuses (ATPS)

Le processus de I'ATPS comprend une combinaigaudtes polymeres solubles, des
sels-polymeres et/ou des sels-alcools formant ghases différentes (Vaidyaadt,2006).

Pareillement a la méthode de TPP, I'extraction ux gihases aqueuses est également
une méthode évolutive, facile a utiliser permetidietfectuer simultanément une extrac-
tion et de purification (Nadar at.,2017).
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Plusieurs articles ont rapporté une combinaisopalgéthyléne glycol (PEG) ayant un
poids moléculaire de 8000 ou 15000 Da et du salsgitate comme méthode d’extraction
et purification des PPO de différentes sources|€6aib8).

Le PEG offre autant d’avantages par rapport aideacrganiques en tenant en compte
I'inflammabilité, la volatilité, la toxicité et leolt (Niphadkar edl., 2015).

En fonction des propriétés physico-chimiques défifidielles des biomolécules, le pour-
centage de polymere et de sel, poids moléculairpalymere, pH et prétraitement, les
biomolécules migrent differemment dans ces phasesées simultanément (Nadaragt
2017).

L'extraction maximale de PPO a été observée engapplt du PEG et de sel de phos-
phate avec des concentrations de 5 a 18% et de 28,586, respectivement (Bravo
et Osorio, 2016) .

L’extraction de PPO était optimale a pH neutreexdeption de la PPO de baie d'or
dont 'optimum était & pH 5,5 (Oxidasaatt, 2011).

Niphadkar etal.(2015)ont purifié le PPO de pommes de terre pamafibn sur gel
de chromatographie utilisant Sephadex G-100 aptaoction a deux phases aqueuses et

ont observé une augmentation de taux pureté d#432,4% .

Tableau 8: Effet du systéeme a deux phases aqueuses (ATPE»duaction de PPO de différentes

sources.

Source Polymere Sel pH Taux de Rende- Référence
purification ment
(%) (%)
Tubercule de 5% PEG 8000 285% 7 15.7 97 Vaidya edl., 2006
Pomme de terre Phosphate
Ananas 18% PEG 14% 7 2.7 90 Babu adl., 2008
1500 phosphate
Coqueretdu 5% PEG 8000 14% 5.5 4.65 74.29 Oxidasa at, 2011
Pérou phosphate
Pomme de terre  17.62% PEG 15. 11% 7 4.5 77.89 Niphadkar et.,
1500 Phosphate 2015
Groseillier 5% PEG 8000 14% 6 169.4 13.9 Bravo et Osorio.,
a maquereau phosphate 2016
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F) Techniques chromatographiques

Les méthodes chromatographiques assurent un hgeé de purification mais sont gé-
néralement trés colteusescompliquées. La sélection de la méthode apmrepearmi la
variété des méthodes chromatographiques dépengpealenzyme, la nature des impure-
tés, lacharge, la taille de la molécule et pureté de ritxtPlusieurs techniques ont été
rapporté lors de la purification de la PPO donisoitons la chromatographie a interac-
tions hydrophobegCIH), chromatographie par échange d'ions (CEIpctatographie
d'exclusion moléculair¢CEM) et la chromatographie par filtration sur ¢€FG) (Ta-
bleau 9).

Pour améliorer le taux de purification ,nous fasdabitude un recours a plus d’'une
méthode de chromatographie (Guray et Sanli-Mohgg@&IB ;Liu etal.,2015,b;Derardja
etal.,2017).

Selon les travaux de Liu el.(2015,b),l'utilisation d’'une combinaison de méthsde
« CIH, CEM ainsi que CFG » pour la purificationlddPPO de péche augmente le taux de
purification de 1,42 a 12,4.Alors que la PPOLdmicera japonica até purifiée jusqu’a
30,7 fois en utilisant une seule méthode « parratographie échangeuse d’'ions ».

L’efficacité d’'usage de cette méthode a été al#esn n'utilisant pas directement d'ex-
trait brut. De méme, les chercheurs recommanderérgiement I'utilisation des méthodes
d'extraction telles que la précipitation au sulfdtammonium, I'ATPS ou TIPS avant
d’appliquer la chromatographie (Lin &t,2016).En outre,certains chercheurs ont procédé
a des opérations unitaires telles que I'ultrafiltia pour minimiser le volume de charge-
ment (Derardjat al, 2017).

L'application de la chromatographie est obseruée tées efficace pour obtenir une
haute pureté d'une enzyme. Les chercheurs ontrégateemployé de la chromatographie
liquide de protéine rapide (FPLC).Cette dernieffeegblus d’efficacité de séparation et un
taux de purification appréciable mais elle a finadat ajouté au colt de I'enzyme (Zaini et
al., 2013 ;Derardja l.,2017)

Enfin, des modeles mathématiques sont souventdosi en association avec les tech-
niques chromatographiques afin d’améliorer de pluplus I'opération de purification de
PPO. (Panadare et Rathod.,2017).
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Tableau 9: Un apercu sur ladifférentes méthodes chromatographiques appliqaéegurification de la

PPO
Source Résine Type de chroma- Mélange Taux de puri- Référence
tographie d’élution fication (%)
DEAE Echangeuse d’ion Gradient 30.76 Liu etal.,
Chévrefeuille  Cellulose Tris-HCI 2013
du Japon (pH 7,5)
HiTrap
Salake Phenyl FPLC Tampon 10.5
Sepharose phosphate Zaini et
potassium al.,2013
(pH 6.8)
Superdex 200 14.1
HR 10/30
Péche Phenyl- Echangeuse d’ion 2.83
Sepharose Tampon
CL-4B TrisHCl _ Luetal,
DEAE Sepha- (pH 7,5) 6.58 2015(b)
rose débit
rapide
Sephaoryl Gel filtration 12.4
HR S-200
Pomme de Sephadex G Gel filtration Tampon 12.4 Niphadkar et
terre 100 phosphate al., 2015)
potassium
(pH 6.8)
Lactaire DEAE-+toyo-  Echangeuse d’ion Tampon 7.24 Tsivinska et
pearl carbonate al., 2015
@2mM)( pH
8.4)
Chétaigne DEAE-52 Echangeuse Tampon 4.6 Gong eal.,
d’anion phosphate 2015
sodium
(pH 7)
Persil Sephadex G Gel filtration Tampon 6.5 Linetal.,
100 phosphate 2016
potassium
(pH 6.8)
Abricot QSepharose Echangeuse Gradient 6.3 Derardja et
FFE d’anion liniere de al., 2017
sodium
chloride
Poire DEAE-FF Echangeuse d’ion Gradient 17.07 Zhou et
Sephadex G- Gel filtration liniere de 32.93 al.,2018
75 sodium
chloride
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2.7.Caractéristiques de la polyphénol oxydase

Les études expérimentales d'extraction de la PB@mneincompletes sans la mise en
place d’'une caractérisation proprement dite eneetenpoids moléculaire, Optimum pH,et
température, spécificité du substrat et/ou parasdinétiques et affinité.

Les conditions optimales de mesures doivent éae 8éfinies lors de la caractérisation
de I'enzyme. Une comparaison en termes d’originprepriétés cinétiques et catalytique
est souvent souhaitable pour pouvoir prédire letetas influencant la variabilité de
I'activité enzymatique.

2.7.1.Poids moléculaire

Le poids moléculaire est généralement déterminé ectrophorese SDS-PAGE
en utilisant un marqueur de taille.

Contrairement a la plupart des enzymes, l'actiggda PPO n’est pas entrave par le
SDS. Par conséquent, le dosage bio-autographiqua ooloration de Il'activité du PPO
peuvent étre réalisés via une SDS-PAGE en utilidastsubstrats tels que le catéchol ou la
L-Dopa et permettent par la suite en cas de @ynatfaite, I'obtention d’'une seule bande
de couleur distincte sur le gel (Guray et SanliHsimed., 2013).

En général ,le poids moléculaire des PPO desréliffés sources variait de 27 kDa a
144 kDa selon sa source, la méthode d’extractiosi @jue la procédure de purification
(Tableau 10)

Dans certaines cas ,la visualisation de plusibargles indique la présence de diffé-
rentes isoformes de la PPO dans la méme sourcstéBetal., 2014).

Une exception a été observée dans le cas de PPictaire ou son isoforme présen-
tant une mobilité différente en milieu alcalinamt donné qu’elle posséde le méme poids
moléculaire avec son homologue (Tsivinskalget2015)

2.7.2. pH Optimum et stabilité

Les valeur expérimentales de pH est un facteyortant et clé pour la bonne maitrise
de la mesure d’activité enzymatique.Un changemealtcgnque se traduit par une pertur-
bation voire une diminution de I'efficacité catatyte de 'enzyme.

Le changement du pH a tendance de modifier la ehdegl’enzyme, plus précisément
I'état d’ionisation des acides aminés au niveawitie actif impliquant a la fois le site de
fixation de substrat et le site catalytigue .Caetéf aussi la solubilité, la force de liaison

et/ou I'affinité ainsi que sa conformation (londgal.,2017).
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Généralement ,les valeurs de pH des PPOs d'origiégstales varient entre 4 et 7 (Ta-
bleau 10).Nous soulignons que la valeur de pH aptindépend de type de substrat utilisé
,de méthode d’extraction et purification adop&isje source d’enzyme.

Pour une méme source de PPO,les valeurs de pH wnptiiffere en fonction de type
de substrat utilisé (monophénol,o-diphénol ou &ipdl).Prenant I'exemple de la PPO de
Bouracche ,les valeurs de pH optimum sont pH #H57/» ,pH 5,5 et pH 5 en utilisant le
catéchol,pyrogallol, acide cafféique et le 4-méthtéchol ,respectivemeriflici et Ara-
baci.,2016)

De méme ,les valeurs de pH optimum différe entioncde source d’enzyme pour le
méme substrat dont en utilisant par exemple lechatécomme substrat ,des valeurs de
pH optimum équivalent a 4,5 ,5,5 et 7 ont été midepour la PPO d’Abricot (Derardja et
al., 2017),la PPO de poire (Zhouadt,2018) et la PPO de Buriti (Carvalho et Orlanda,
2017),respectivement (Tableau 10).

La présence des isoformes impliquent la présdaqausieurs enzymes présentant une
certaine homologie structurale dans une seule sayuicoxydent diversement un substrat
similaire .Gouzi etl.(2013) et Cheema et Sommerhalter (2015) ont Egreite observa-
tion pour la PPO de truffe du désert et manguspeaetivement dont ils ont rapporté que
la présence de plusieurs isoformes se traduitdearvaleur de pH optimum différente pour
la méme source d’enzyme vis-a-vis de méme subétiableau 10)

Zhou etal.(2018) ont rapporté que l'activité de la PPO augaieprogressivement de
pH 3,0 a 5,5 et diminuait nettement au-dessus pktlént 3% de son activité initiale est
perdue a pH 8,0.La PPO de poire présentait ungitacBur une gamme de pH étroite
(5,5-6,0) avec une activité optimale observée eb@Ces résultats sont similaires avec
ceux décrivant qu'environ 3% de l'activité maxiendé la PPO était détectée a un pH de
8,0 (Teng edl., 2017).

La stabilité du pH de la PPO extraite des prunégavaluée pendant 3 jours en incu-
bant I'enzyme a des valeurs de pH allant de 4,0.2.8 valeur d'activité enzymatique rela-
tive la plus élevée a été obtenue a pH 6,0. A dé=uvs de pH de 4,0, 4,5 et 5,0, la PPO a
maintenu ,respectivement 70 %, 68 % et 62 % deastivité initiale aprés 48 h. A pH 5,5,
6,0 et 6,5, la PPO a conservé 66 %, 72 % et 58 ¥odectivité initiale, respectivement,
apres 48 h. Dans la I'intervalle de de pH alcafij®( 7,5 et 8,0), la PPO a maintenu 51 %,
39% et 37% de son activité enzymatique initialespeetivement pendant deux jours
(lonita etal.,2017).
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Des résultats pareils ont été aussi obtenus pdeP@ de Salak (Zaini al.,2013) dont
ils ont incubé I'enzyme a différentes conditiomspH a 4 ° C pendant 24 h. La PPO fruit
du serpent (Salak) a conservé plus de 80% de saité&cinitiale a pH 6,0 et 6,5, alors
qu'a des valeurs de pH inférieures a 5,0 ou supésea 7,5 I'enzyme a perdu environ
50%.

La stabilité de la PPO extraite du persil a ét&iagisidiée entre pH 4,0 et 7,5 pour une
période de 4 jours. Il a été observé que l'activdda PPO présentait la valeur la plus éle-
vée a pH 6,5 et diminuait considérablement a ddautaleurs de pH.( @ou et Erat.,2012).

Cheng etal.(2014) ont étudié la stabilité du pH de la PPQaitd de la mandarine a pH
6,0 et 6,5 et ont constaté que la PPO retient 88%adtivité enzymatique initiale sous
ces conditions. En maintenant I'enzyme a des valbeipH inférieures a 5,0 ou supérieur a
7,5, l'activité enzymatique relative a été rédagalement de plus de 50%.

2.7.3.Temperature optimale et stabilité

L’influence de la température et la stabilité dgme a une température précise durant
une période bien déterminée a fait I'objet de @uss recherches dans le but de proposer
des méthodes de blanchiments a haute températule stockage a basse température.

D’aprés la littérature,la PPO est une enzyme thstaide dont des protocoles
d’inactivation thermique sont souvent réaliséssddes gammes de températures élevées
(60°C-90°C) ,de méme ,plusieurs rapports ont ingliguprésence d’'une activité enzyma-
tigue minime a 90°C pour certaines variétés .(maabDrozco etl.,2011 ;Carvalho et Or-
landa.,2017 ;lonita etl.,2017,Tao e&l.,2018).

L'étude de stabilité thermique fournit des inforimag complémentaires permettant de
comprendre la cinétique enzymatique avec l'augrtientale la température .Les valeurs
de températures optimales de PPO d’origines vagetalrient entre 10 et 60°C.(Tableau
10).

Le traitement thermique entraine généralement ugenantation de l'activité de PPO,
suivie d'une diminution. Zhou el .(2018) ont remarqué que I'activité de la PPO dieep
a eété fortement augmentée dans l'intervalle depéatures compris entre 20 a 35 °C,
tandis qu'a 35-85°C, l'activité est diminuée. G&suiltats concordent aussi avec ceux de
Siddiq etal. (2017), qui ont signalé que l'augmentation defapérature a réduit l'indice
de brunissement de la myrtille dont a 65°C, l'atéivdu PPO en utilisant le catéchol
comme substrat a perdu 57,33% de son activit@iaitlors que I'enzyme retient seule-

ment 20% de son activité a 85 ° C.
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Carvalho et Orlanda.(2017) ont rapporté que I® BB Buriti avait une température
optimale a 35 ° C et était relativement stable & Travec une perte d’activité équivalente
a 59,93%.

De méme, lonita al. (2017) ont constaté que la PPO de prunes pasahtne stabi-
lité plus élevée dans la gamme de température ¢senentre 25 et 65 ° C et que plus de
50% de la stabilité était perdue a 70 ° C aprésdumée de chauffage de 10 minutes jus-
gu'a une perte de 100% de l'activité au-dela dalkeur 85°C.

Gao etal. (2011) ont étudié la stabilité thermique de PPRadir deCleome gynan-
drain dans l'intervalle de température de 10-85°C.tlvVdaé enzymatique augmente pro-
gressivement avec la température de 10°C a 459@e siiune diminution rapide a 60°C.
Au-dessus de cette valeur, l'activité enzymatiquanie progressivement.Par conséquent,
la température optimale pour cette enzyme éta0d€, bien que I'enzyme ait montré une
activité considérable dans la gamme de 55 a 75°C.

Palma-Orozco edl. (2011) ont étudié la stabilité thermique de la Ri®@aite du fruit
des sapoteRouteria sapotpdans la gamme de température de 20 a 80°C. Bbtret
45°C, l'activité résiduelle présentait des valeimsilaires. A des températures plus élevées
(50-60°C), une diminution a été rapportée jusqge'gue I'enzyme soit completement inac-
tivée dans l'intervalle de température de 65 &70 ©

Kumar etal.(2008) ont indiqué que le PPO de cerises étaites@ald5°C, mais elle est
devenue instable a des températures supérieuE<a 7

D’autres rapports ont décrits que la températutenape de PPO varie en fonction de
substrat utilisé dont les valeurs de températuptisnales de mdrier pour le catéchol, le 4-
méthylcatéchol et le pyrogallol étaient comprisesee20 et 45 ° C (Arslan at., 2004).

Nous conclurons que ces deux parametres ont uluemeke flagrante sur I'activité en-
zymatique de PPO et la perte d’activité est d’'auéevée que les conditions de mesure
sont extrémes. Plusieurs facteurs exercent uthgeirde directe ou indirecte sur condi-
tions optimales y compris le substrat utilisépléthode d’extraction et purification sui-

vies, la source d’enzyme et la présence oudi@o-formes.
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Tableau 10 :Caractéristiques des PPOs d’'origine végétaleremetee poids moléculaire, pH et de tem-

pérature pour différents substrats.

Source Poids Substrat pH Temp Référence
moléculaire (°C)
kDa
Salake 38 Catéchol 6.5 30 Zainiagt 2013
Truffes noires - Catéchol 3,6-7 30
Tyrosine 5-6 30 Gouzi etal., 2013
Lobéira 47 Catéchol 6 28 Batista efal., 2014
68 6.5 30
Chéataigne 325 Catéchol 7 40 Gon@glet2015
Péche 81 Catéchol 6.5-7 40 Liuadt 2015(b)
Alphanso 53, 112, Catéchol 5.4 Cheema et
144 6.4 Sommerhalter., 2015
Lactaire 64 Catéchol 6 10 Tsivinskaadt
2015
Pomme (Fuji) 67.3 Catéchol 6.8 35 Liuadt201a)
Groseillier 31 Catéchol 55 40
a maguereau 4-methycatéchol 4 25 Bravo et Osorio.,2016
Acide 5 20
Chlorogénique
Bourache 80.6 Catéchol 7.5 10 Alici and Arabaci,
Pyrogallol 7.5 30 2016
Acide caféique 5.5 20
4-methycatéchol 5 5
Prune 65 Catéchol 6 25 lonitaadt,2017
Abricot 63 Catéchol 4.5 45 Derrarjaadt, 2017
Feuilles de thé 42 Catéchol 6 38 Teng efal.,2017
85 55 33
Prune 65 Catéchol 5-7 25-65 Carvalho et Orlanda.,
2017
Myrtille Catéchol 6.1- 35 Siddiqg and Dolan,
6.3 2017
Poire 44 Catéchol 55 35 Zhouatt,2018
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2.7.4.Spécificité de substrat

L’étude de la spécificité du substrat est uneet@apciale lors de caractérisation des
propriétés cinétiques de I'enzyme. Le résultat d’telle expérience offre des informations
solides sur le pouvoir catalytique de PPO.Ca pedme part une orientation et un choix
adéquat de substrat susceptible d’étre oxydé amecguande affinité et efficacité et
d’autre part de comprendre le comportement cinétidglla PPO et ses préférences vis-a-
vis d'une grande liste des composés phénoliques.

Différents types de substrats phénoliques soililisag pour une telle finalité (Figure
8).Nous distinguons des substrats dits monophéarisles plus utilisés (L-tyrosine, phé-
nol, Tyamine , p-Crésol ..etc),des substrats txétipls (Catéchol,4-methylcatéchol,acide
caféique, ,L-dopamine ,catéchine ,épicatéchinaleafegrrulique ...etc) ,des substrats tri-
phénoliques (Pyrogallol ,acide gallique, acide oigeénique ....etc).Mesquita et Qui-
roz,2012).

Généralement, la polyphénol oxydase est capableydér cette liste mais avec des af-
finités et efficacités différentes. Batistaat(2014) ont rapporté que la PPO de Lobéira
oxyde mieux le 4-méthylcatéchol par rapport audaialors qu’une faible oxydation du
pyrogallol a été observée avec de méme absencevid&amonophénolase.lls ont expliqué
cette différence par rapport a la conformatiordimensionnelle des site catalytique enzy-
matique.Les structures chimiques du catéchol et-théthylcatéchol sont similaires, com-
posées de benzeéne substitué aux positions OrtiMétt.Cependant, la présence d'un
groupe méthyle dans la structure 4-méthylcatéotmiptacant I'hydroxyle présenté en ca-
téchol, peut étre un facteur perturbant En ce qocerne le phénol, I'absence de l'activité
crésolase empéche la poursuite de I'oxydation deoogposé. Sinon, la présence d'un
groupe hydroxyle supplémentaire dans la structergpyfogallol interfere probablement
dans l'interaction entre enzyme-substrat.(Alidhiebasci.,2016).

Goynech etl.(2013) ont étudié aussi la spécificité de substeala PPO de radis vis-a-
vis de plusieurs substrats.La PPO de radis a mon&éactivité monophénolique avec L-
tyrosine, o-diphénolique (acide caféique, pyrodatécet triphénolique (acide chlorogé-
nique, acide gallique, Pyrogallol) tandis qu’aucuxgdation n’a eu lieu en présence de
I'acide p-cumariqgue (monophénol), acide 3,4-dihiilvenzoique(diphénol) et phloroglu-
cinol (triphénol).lls ont signalé que probablemaxéec ces derniers substrats le I'orienta-
tion spatiale des groupes hydroxyles empéche lampration de I'enzyme de son subs-

trat.
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De plus,Liu etal.(2015,b) rapporté que la PPO de péche oxyde m&ugatéchine et

I'épicatéchine que le catéchol .

Une telle différence d’oxydation est lié le plusigent a plusieurs facteurs y compris la

source de I'enzyme, le type de substrat utilis@rt#ocole d’extraction appliqué, le degré
de purification et bien évidemment le type de sabsttilisé.(Jiang edl.,2016).
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2.7.5.Parametres cinétigues (Km et Vmax)

L’affinité de 'enzyme (Km) est estimée par la ctamde de Michaelis—Menten.Elle dé-
finit la force de liaison et la stabilité du comydeenzyme-substrat. Une proportionnalité
inverse relie la valeur de Km et I'affinité donaffinité est d’autant plus élevée que la va-
leur de Km est petite et vice versa.

La vitesse de I'activité enzymatique est calculéda pente de la courbe absorbance en
fonction du temps en seconde ou minute. Générakemens utilisons la représentation de
Michaelis—Menten ou de préférence la représentateonouble inverse de Lineweaver —
Burk pour le calcul. La valeur de Vmax correspondpaint d’intersection de la droite
avec I'axe des ordonnées (1/V) tandis que le pbintersection de la droite avec I'axe des
abscisses du c6té gauche présente la valeur den(}1/

Pour avoir une bonne idée sur 'efficacité catalyd de I'enzyme, il est recommandé de
calculer le rapport Vmax/Km. Une valeur élevée de ration indique que l'affinité de
'enzyme vis-a-vis de son substrat est trés gramgeiquant plus d’accélération lors de
son oxydation.De plus,une corrélation positive texisntre I'affinité et spécificité dont
I'activité enzymatique s’améliore généralemergestiffere d’un substrat a un autre.

Goyneche eal (2013) ont étudié les parametres cinétiques d&PiA de radis en utili-
sant différents substrats. lls ont indiqué unewatke Km 6,3 mM en utilisant du pyrogal-
lol, une valeur de 28,3 mM pour le pyrocatécholie¢ valeur de 77 mM pour l'acide ca-
féique.

Alici et Abbasci (2016) ont rapporté la meilleurféiraté pour la PPO de bourrache en
utilisant l'acide caféiqgue (Km 0,51 mM) comparé @uogallol (Km: 2,36 mM) et 4-
méthylcatéchol (Km 4,55 mM).

Mishra etal. (2012) a leur tour ont rapporté une affinité phlesvée pour les PPO d'au-
bergine en présence de 4- méthylcatéchol (Km: lBY comme substrat suivi par I'acide
caféique (0,48 mM) et le pyrocatéchol (0,54 mM). idéme, les valeurs de ratio Vamx /
Km étaient comme suit: 45153,61 (EU /mM.mL) pourpigrocatéchol, une valeur de
11801,82 et 15062,69 6 pour le 4-méthylcatéchbheitle caféique, respectivement , alors
qu'une valeur de 8317,57 en présence de pyrogaltoime substrat a été obtenue.

D’apreés le tableau 11,nous remarquons que l'adficliange d'un substrat a l'autre pour
la méme enzyme et d'une source a l'autre pour laengbstrat. Outre les effets de la
source et le substrat, d'autres facteurs expéraugrnpeuvent également affecter les va-

leurs des parametres cinétiques.
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Cheema et Sommerhalter.(2015) ont rapporté uneogiopnalité inverse entre les va-

leurs des paramétres cinétiques et I'augmentatiggHiddu milieu pour la PPO de mangue
d'Ataulfo.

Tableau 11:Parameétres cinétiques de différentes PPO

Km Vmax Vmax/Km
Source Substrat (MM) (EU/mL) (EU/mM.mL) Refernces
Salake Catechol 5.46 0.98 0.179 Zairlet2013
Catéchol 0,14 50 357,143
Trufes de | Gouzi etal. 2013
esert Tyrosine 2,5 87 34,800
Catéchol 6.47 3.42 0,529
Lobéira 4-Methylcatechol 0.15 3.01 20,067 Batista e@l. 2014
Pyrogallol 20.11 3.90 0,194
Catéchol 28,3 1587 56,078
Pyrogallol 6,3 4328 686,984
. . Goynech et
Radis Chlorogéni acid 7,2 302 41,944 al.2013
Gallic cid 4,2 233 55,476
L-tyrosine 9,3 495 53,226
Catéchol 92 15 0,016
Chétaigne  4-Methylcatechol 94 1,3 0,014 Gong efal., 2015
Gallic Acid 100 99 0,990
Catéchol 3,68 94 25,54
Péche Epicatechin 0,12 347 2891,67 Liu etal., 2015,b
Catechin 0,14 219 1564,29
C?rosenher Acide 0.56 53.15 Bravo and Osorio,,
amague-  chiorogénique ' ' 94.91 2016
reau
. . 0.171 Siddig and Do-
Myrtille Catéchol 15 2.57 lan,2017

2.8.Applications potentielles des PPO

L’exploitation de I'activité enzymatique des polgtols d’'une part entant qu’oxydases
de substrats phénoliques et d’autres part commeciaedr de phénoméne de crossing-
Linking et/ou réticulation a permet la mise en plate différentes applications intéres-
santes dans plusieurs secteurs. L'utilisation d&F@® est plus avantageuse par rapport aux

autres systemes enzymatiques ,dont elle assatevienent de I'oxygene moléculaire au
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lieu de peroxyde de I'hydrogéne qui est l'oxydadduisant ainsi théoriquement le colt

potentiel de I'application de la technologie (Mukée etal.,2013).

Un apercu récapitulatif sur les applicationseptklles de la PPO est donné dans

la figure ci-dessous.
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Figure 9: Domaines d’application potentielle de la Polypbiéoxydase Zaidi et al.,2014)

Compte tenu du role physiologique de la PPO darsyithese de la mélanine a partir

de la tyrosine, I'enzyme a été également utilipéar la synthése de solutions de teinture
et de coloration. (Jadhav at,2010)
De méme ,la production de L-DOPA par la PPO elisatit comme substrat de la L-

tyrosine et le L-ascorbate comme agent réductetie a&galement rapportée (Sanalet

2005). Au cours des dernieres décennies, la prituehzymatique de L-DOPA utilisant

Erwinia herbicolaa été mise en place a I'échelle industrielle (Kmagi etal., 2005).

De plus, différents biocapteurs ont été dévelompeésitilisant les enzymes aussi bien

fongiques que bactériennes pour détecter mémeadldsd quantités de l'ordre de picto-

gramme des composés phénoliques dans un échaliliomo etal., 2011).
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La réaction de béta-galactosidase couplée a la@E® exploitée pour développer un
biocapteur visant a quantifier la quantité de gbydes cyanogenes et toxiques dans les
aliments tels que les noyaux d'abricot, de péclde eerise (Jadhav ait, 2010).

La PPO de champignon a été également utilisée lpauantification des phénols dans
le jus de fruits, thé, et confitures (SaratalaleR011). Seule ou parfois associée a d’autres
enzymes telle que la laccase (MontereahlgeR010),elle est a I'origine de nhombreux bio-
capteurs utilisés principalement pour le dosage aesposés phénoliqgues (Garcia et
al.,2016).

Les polyphénol oxydase ont été exploitées darsoremédiation des eaux usées via
I'élimination des composés phénoliques et décdtmmat.a PPO dé&treptomuces antibio-
ticus par exemple, avait une activité sur les polluantistriels tels que les 3- et 4-
chlorophénol (Liu eal.,2000) et 3- et 4-fluorophénols (Li &t,2006)

La PPO fongique a été également utilisée pour dlatign des composés phénoliques
des eaux usées, tels que le catéchol, le p-crissql;chlorophénol, le phénol et le p-
méthoxyphénol (Busch et.,2006).

Des effets similaires ont été observeés apres l'ibiisation de la PPO des champignons
sur des billes de chitosane, permettant ainsiimiéation des chlorophénols et certains
substitués des phénols ( Streffeake2001).

Compte tenu la toxicité des composés phénoliques attention considérable a été ac-
cordée a leur quantification fiable dans les magrienvironnementales complexes.Les
composés phénoliques sont présents dans les eéex eisen industrie de charbon, résine
et plastiques, les raffineries de pétrole, lesilestles teintures, le fer et I'acier, de la péate
et du papier (Brasquet ak,1999).

Les phénols sont des polluants toxiques dansdelsets industriels imposant plusieurs
risques sur la santé humaine et certains sont sonpg d'étre cancérigenes. En outre, le
phénol provoque une coloration des eaux réceptritiasieurs chercheurs ont étudiés I'uti-
lisation de cette PPO dans le traitement des eaégsu L'application d'une polyphénol
oxydase, pour I'élimination du phénol et ses dérizst devenue une méthode tres impor-
tante et efficace (Garcia &it,2016).

Un détail sur les applications potentielles et endthction des PPO dans les différents
domaines est donné dans le tableau 11.

43



Chapitre 2:La Polyphénol oxydase

Tableau 11 :Applications potentielles et mode d’action de l&OPBans les différents domaines

Domaine

Mode d’action

Références

Productions des colorants

-L'oxydation d'un comgabeEnolique aromatique par la tyrosing
et production de composés colorés

Warner et Stoler.,2011

Applications cosmétiques

-Agent autobronzant

Herlihy.,2002

Biocapteurs

-Sous formé isolée

-Sous forme associée pour des fins analytiquef)é&tection des
hormones, salicylate.

Moon et Kim.,2009

Biosynthese et applications médicales

-Productier_-DOPA
-Production d’additive alimentaire
-Production des composés oestrogéniques
-Production de mélanine pour un usage thérapeutiqu

Xu etal.,2012
Espinetal.,2011
Schweitzer eal.,2010
Berliner etal.1997

Bioremédiation des eaux usées

-Elimination des contaminants phénoliques
-Réduction de la Demande chimique en oxygéne(DCO).
-Décoloration(Dégradation des colorants)

Marino etal.,2011
Asai .,1995
Pajot efal.,2011

Matériaux

-Production des polyméres phénoliques
-Modification des matériaux
-Production des adhésives

- Production des films
-Traitement des textiles

Della -Cioppa etl.,1996
Jus e®l.,2009
Benedict et Piccino.,1987)
Ellis et Cornell.,2003)
Yamadaeal.,2008) ; Jus edl.
,2009

Applications alimentaires

-Production de thé
-Production des produits laitiers
Réticulation des protéines des viandes

Autio etal.,2007
Erali etal.,2010
Lantto etal.,2007

Autres

-En tant que indicateur pour le comptage des rocganismes
-ldentification des bactéries produisant la L-tymes

Stephanopoulos et Santos.2011
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A I'échelle industrielle, Chen etl., 2002 ont rapporté une application de la polyphén
oxydase en la conjuguant in vitro avec la protéiaeda gélatine au polysaccharide chito-
sane.L’hydroxytyrosol,un antioxydant puissant alaoniddans les olives, a été également
synthétisé avec la tyrosinase de tyrosol.

Anghileri etal.(2007) ont utilisé la PPO bactérienne pour prasddis conjugués a par-
tir de séricine, un peptide trouvé dans les eagesiges industries de textiles de soie.

En outre ,I'industrie alimentaire développe conéilement des nouveaux biopolyméres
avec des propriétés spéciales, non seulement pauutilisation comme agents émulsi-
fiantes et épaississantes mais aussi pour la piiodudes aliments a faible teneur en
graisses et calories. Différentes enzymes soriségs pour hydrolyser les biopolymeres
alimentaires afin d'améliorer les caractéristiqaesproduit (Rastall.,2007).

Les biopolymeres réticulés modifient les proprigsésicturales de la matrice alimen-
taire (Ercili etal.,2010). De méme, la réticulation et le greffage sigbstances spécifiques
peuvent étre utilisés dans l'industrie de textilpaur la génération de nouveaux biomaté-
riaux (Pajot etl.,2011).

De plus,la PPO peut étre utilisée pour réticulsmmtéines de matrice alimentaire, elle
peut étre utilisée dans la production des prodaitiers et/ou de viande de faible teneur en
calories et/ou a faible teneur en matiere graseesfal.,2012)

Dans les produits laitiers, la réticulation peutétgalement exploitée pour la préven-
tion de synérese ou pour faire une douce fermeéticulation enzymatique joue ainsi un
réle essentiel dans l'adaptation des propriétégétifgcation de viande, améliorant d’autant
leur texture et leur couleur.(Liu at,2018).
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3.Méthodes de contrble de brunissement enzymatique

3.1.Méthodes chimiques

Plusieurs mécanismes ou approches impliquant laugiag inhibiteurs ont été dévelop-
pés pour contrbler le brunissement indésirable.ihlebiteurs de I'activité de la PPO peu-
vent étre classés selon leur mode d'action, pampbee I'exclusion des réactifs tels que
oxygéne, dénaturation de la protéine enzymatiqueraction avec le groupe prosthétique
du cuivre et interaction avec le substrat phéneligu quinones.(Mesquita et Quiroz.,2013)

Ozoglu et Bayindirli .(2002) et McEvily el. (1992) ont proposé une classification va-
lable jusqu'a I'heure actuelle dont ils ont suggéediviser les types d’inhibiteurs en six
classes:

1. Agents réducteurs (acide ascorbique et anatpgudites)

2. Agents chélatants (éthylénediaminetétra acéthéthyldithiocarbamate de so-
dium,et I'azide de sodium ...etc).

3. Agent complexant ( cyclodextrines, chitosane).

4. Acidulants ( acide ascorbique, acide citriqueiden malique, acide phospho-
rique..etc).
5.Inhibiteurs d’enzyme — analogues de subdeathalogénures
6.Enzyme de traitements ( protéases, et o-medimgterase).

Plusieurs composés possedent des structures clasnigtroitement liées aux o-
diphénols mais ne fonctionnent pas comme des siibste PPO. Celles-ci comprennent
des dérivés a substitution méthyle tels que lecgéiet I'acide férulique (Nirmal et Ben-
jakul.,2009), et les m-diphénols tels que le résotat le phloroglucinol, qui se ont révé-
lés un effet inhibiteur sur I'activité de la PPOIt sle maniére compétitive avec un méca-
nisme d'inhibition a liaison lente en fonction dibstrat (Montero edl., 2001; Waliszews-
ki etal., 2009).

Comme la PPO est une métalloprotéine dans lagselteouve le cuivre est le groupe
prosthétique, elle est inhibée par une variété atitgychélateurs ,y compris le diéthyldi-
thiocarbamate de sodium (DIECA), l'azide de sodiligthylxanthate de potassium et
I'éthylenediaminetétraacétate (EDTA). (Gawlik-Dzkal., 2007)

Bien que l'azide de sodium et 'EDTA inhibent la®Rls semblent étre des chélateurs
moins spécifiques que DIECA ou I'éthylxanthate deagsium (Pinto edl., 2008; Gao et
al.,2009).

Les agents chimiques anti-brunissement éliminentiblent différents composants né-

cessaires a la réaction de PPO, comme les subglr@tmliques et les produits intermé-
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diaires y compris les quinones, oxygéene, enzymatomes de cuivre (Mesquita et Quei-
roz .,2013).

Bien que les PPOs puissent avoir une réactioniglentontre les inhibiteurs, I'efficaci-
té des inhibiteurs contre ces différents PPOs pdewarier considérablement, nécessitant
un contréle de mécanisme spécifique (Jukardl.€2017).

Les agents réducteurs tels que les sulfites atléagscorbique sont les composés les
plus couramment utilisés dans le contrle du beemeent.lls contrélent le brunissement
soit en empéchant I'accumulation d’o-quinones,suit formant des produits incolores
stables.Parmi les réducteurs, le dioxyde de saitfles sulfites (sulfite de sodium, bisulite
de sodium, ou métabisulite de sodium) sont lesbitdhirs les plus puissants de la réaction
de brunissement (Liang etl.,2012 ;Holzwarth, etal.,2013 ;Ali et al.,2015; Zhan et
al.,2017 ; Sikora e$wieca.,2018).

Les sulfites ont été utilisés dans les [égume'ineliistrie fruitiere en raison de leur effi-
cacité et de leur faible prix. On suppose que l8ftes inhibent directement les PPO et
interagissent avec les quinones les empéchant l[gm@asation (Ashie eal., 1996 ;Ali et
al.,2015).Mais en raison des effets nocifs des sglfdur la santé,l'organisation mondiale
de la santé a recommandé une utilisation limitéaaudes sulfites dans le traitement des
fruits et Iégumes frais (Queiroz &t,2008).

La cystéine est un autre composeé efficace contehasoufre, utilisé comme agent an-
ti-brunissement.La cystéine réagit avec des o-quaa@our produire des composés stables
et incolores (Ali etl.,2015).

Plusieurs rapports ont mentionné son efficacité lauPPO d'avocat, de banane , de
champignon, de l'artichaut , du jus de pomme, dedague ,de purée, du raisin et de la
laitue et poire (lyidogan et Bayindirli., 2004; Rapu etl., 2006; Altunkaya et Gokmen,
2009 ;Zhou eal.,2018).

Bien que la cystéine prévienne efficacement le ise@ment a trés basse température
et a faible concentrations de 1 a 4 mM ,son utibsadans la transformation des aliments
est limitée car elle produit des odeurs indésialiieme a des niveaux bas (Saeidian
.,2013;Zhou eal.,2018)

L'acide ascorbique (vitamine C) est la meilleurteraktive disponible aux sulfites et
souvent utilisé comme agent anti-brunissement desdruits tranchés, les fruits et lé-
gumes en conserve, les purées et jus de fruitsukret Marshall.,2003 ;Jukanti et
al.,2017).
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L’acide ascorbique réduit la quinone avant qu’efiabissent des réactions secondaires
qui sont responsables du brunissement et aussingémie pH (Guerrero-Beltrdn et
al.,2005 ;Singh et Wadhwa .,2017).

Le pH optimum pour les réactions des PPO sontrgéamaent dans la gamme de 5-7,5,
par conséquent, I'abaissement du pH inhibe I'détidie I'enzyme. L'effet inhibiteur de
I'acide ascorbique est temporaire car il est oxyaersiblement en réagissant avec les
intermédiaires comme les o-quinones endogenes rdggnes, des meétaux (le cuivre) et
des pigments (Queiroz ak,2008;Mesquita et Queiroz.,2013).

Soulignons une combinaison d'acide ascorbiqueaeidd citrique s'est avérée plus effi-
cace que l'acide ascorbique seul (Sapers.,1993).

L'environnement acide couplé a la stabilité dedaascorbique dans un environnement
acide pourrait étre responsable de l'augmentatiefiiccité de l'acide ascorbique. La
PPO est inhibée par 'acide citrique par son aat®mchélation et par l'acide ascorbique via
la spécificité dirigée vers les résidus d'histidileda PPO (Ali eal.,2015).

Les acides les plus courants (ascorbique, citrimaique,citrique et phosphorique) ont
éte utilisés dans la transformation des aliments pontréler le brunissement. Ces acides
diminuent le pH a 3 ou moins réduisant drastiquentiantivité enzymatique (Zhou er
al.,2016).

L’effet inhibiteur de la L-cystéine, de l'azide dedium, du métabisulfite de sodium et
de l'acide ascorbique avec de méme l'influence nel’'variété d’acides aminés tels que
'acide L-Glutamique, I'acide L-Aspartique, la Glge, la L-Arginine, la L-Lysine, la L-
Proline, la L-Thréonine et la L-Phénylalanine oté testés sur la PPO de bourrache en
utilisant deux substrats difféerents, le 4-méthydchbl et le pyrogallol (Alici et Ara-
bacia.,2016).

Pour la liste des acides aminés ,I'acide aspatejl’'acide glutamique étaient les plus
puissants avec des valeurs ¢d€quivalent a 3.38 et 4.15,repectivement.

En revanche, les acides aminés basiques inhibBraafment |'activité PPO du roma-
rin suivies par les acides neutres et les acidesés acides (Aydemir.,2010).Parmi tous
les inhibiteurs utilisés,l'acide ascorbique étaithlbiteur le plus efficace pour la PPO de
bourrache et I'azide de sodium le plus faible.

lIs ont signalé aussi que le type d'inhibition dépa la fois de structure des inhibiteurs
et des substrats utilisés pour la PPO de bourrdétiei et Arabacia.,2016). Il a été rap-

porté aussi que l'azide de sodium inhibe forterenzymed’Agaricus bisporugGouzi et
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al.,2010).De méme, l'acide ascorbique est un inhibigfficace pour la PPO du haricot
(Paul et Godwa.,2000).

L'inhibition compétitive a été trouvée pour la PB®bourrache avec de L-cystéine en
utilisant le 4-méthylcatéchol comme substrat. (AdicArabacia.,2016). De méme, un type
compétitif a été obtenu avec ce méme inhibiteuutdisant le 4-méthylcatéchol comme
substrat pour la PPO d'artichaut @aa etal.,2005).

En revanche, le métabisulfite de sodium condunti@inhibition de type non compétitif
de PPO de la bourrache (Alici et Arabacia.,2016sma type inhibition compétitive a été
rapporté pour la PPO d'artichaut (Aydemir.,2010)

Bravo et Osorio (2016) ont rapporté I'effet decie ascorbique, butyl hydroxytoluene
(BHT), chlorure de calcium, acide citrique, l'aciélfnylenediaminetétraacétique (EDTA),
I'nydroquinone, la L-cystéine, le chlorure de sadile sulfite de sodium, l'acide tannique,
I'acide tartrique , analogues phénoliques et qtiecéur la PPO de Groseillier a maque-
reau.

Les inhibiteurs les plus puissants étaient 'a@deorbique, la L-cystéine et la quercé-
tine et sulfite de sodium. La quercétine était nimbiteur puissant méme a de faibles con-
centrations, alors que les analogues phénoligaesgtie le fukugiside, présentaient une
inhibition modérée. (Bravo et Osorio.,2016)

Parmi les sulfites et halogénures testeés, le sudfit sodium présentait clairement des ef-
fets inhibiteurs plus importants que le chlorurecdkeium et de sodium. Ainsi, en utilisant
le 4-méthylcatéchol, seule la quercétine joue 6le d’'un un inhibiteur compétitif tandis
gue l'acide chlorogénique, l'acide ascorbique -ta/dtéine et le sulfite de sodium ont mon-
tré une inhibition compétitive. lls ont de mémeihtié ces propriétés distinctes pour le
méme inhibiteur vis a vis de différents substeata présence de plusieurs mécanismes
d'action possibles. (Bravo et osorio.,2016) .

L'acide kojique se trouve dans les aliments ferésemn tant que produit naturel et a
montré un effet anti-brunissement L'acide kojiquialie la PPO et rend également la mé-
lanine incolore. L'utilisation limitée de I'acideojfque dans l'industrie alimentaire est due
a des difficultés de production a grande échell@ eles colts plus élevés.(Saghaie et
al.,2013).

Les acides carboxyliques aromatiques comme leeatidnzoiques et cinnamiques in-
hibent I'activité de PPO en raison de leurs sintdarstructurelles avec des substrats phé-
noliques et en formant un complexe avec le cui@acthe etl.,2004 ;Siddiq et Do-
lan.,2017).
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Cheema et Sommerhalter (2015) ont étudié l'infobitde la PPO de mangue en pré-
sence de plusieurs inhibiteurs y compris le métdiitis de sodium, I'azide de sodium ,le
chlorure de sodium,le gultathione,l'acide kojicside citrique, EDTA et l'acide ben-
zoique. lls ont rapporté qu’a une concentratio®,@enM,l’acide citrique est le plus puis-
sant avec une inhibition totale suivie de I'acidazpique et acide kojique.

En outre, I'effet de huit inhibiteurs sur la PP@ mrune a été récemment rapporté.Les
inhibiteurs utilisés a trois concentrations de B5et 50 mM et étaient I'acide oxa-
lique,glycine l'acide ascorbique, le métabisulfie sodium, I'acide citrique, 'ETDA et L-
cystéine et chlorure de sodium. Ils ont observé ltacide ascorbique était I'inhibiteur le
plus efficace, avec une inhibition de 100% a dewentrations supérieures a 5 mM, et de
la L-cystéine, avec inhibition a 99% a une conadidn de 50 mM.(lonita etl.,2017)

L'effet inhibiteur le plus faible a été observaipta Glycine et le chlorure de sodium,
avec un degré d'inhibition inférieur a 18% . (largtal.,2017). Le plus puissant inhibiteur
signalé pour la PPO de sapotille était I'acide gsgoe, avec une inhibition de 98% alors
que le miel était l'inhibiteur le plus faible, awae inhibition de 56% (Cortez ak,2013).

Siddiq etal.(2017) ont étudié les différents inhibiteurs pokesibde PPO a partir de
prunes de Stanley et ont rapporté que la L-cystéawde ascorbique et le métabisulfite de
sodium sont les inhibiteurs les plus efficaces aue¢aux d’inhibition de 100%, 98% et
97% ,respectivement) a une concentration de 20 B#Mplus, I'effet d’inhibition le plus
faible a été observé pour I'acide p-coumariquéaetde benzoique, avec un taux de 0% et
26%, respectivement, & la méme concentration (). m

Zaini etal.(2013) ont enquété sur 'inhibition de PPO a pak# fruits de serpent. Parmi
tous les inhibiteurs étudiés, la L-cystéine a réuél effet le plus élevé, suivi par l'acide
ascorbique, du glutathion, 'EDTA et de l'acideiqite.

Bien que des études antérieures aient rapporficdete de I'utilisation de différents
produits chimiques de qualité alimentaire pour témiles effets dégradants de l'activité
spécifiqgue des PPO, seules des informations lisigée les mécanismes responsables de
ce processus sont disponibles.(lonitaleR017)

Les B-cyclodextrines inhibent I'activité enzymatique fermant probablement une in-
clusion complexes avec des substrats de PPOs diensau noyau hydrophobe du subs-
trat. L'inhibition de Il'activité enzymatique dépeshal substrat et type de cyclodextrine utili-
sé (Lopez-Nicolas «tl., 2007 ;Singh efal.,2015).
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Par conséquent, pour une inhibition efficace de@R&, une cyclodextrine appropriée
doit étre utilisée en tenant compte le type de nptsédominants présents dans le produit
alimentaire.(Jukanti &tl.,2017).

En ce qui concerne les inhibiteurs naturels,k@xchkt leur utilisation dans l'industrie
alimentaire sont aussi conditionnés et limitégason de plusieurs critéres : l'inhibition
efficace, conséquences sur l'odeur / et de flawdsula sécurité alimentaire ,les préoccupa-
tions et la faisabilité économique (Tarant@le017).

Le miel (Chen etl.,2000), procyanidines (Le Bourvellec at,2004), les produits de
réaction Maillard (Lee et Park 2005), jus d'anahagzano-De-Gonzalez el., 1993), jus
de rhubarbe (Son etl. 2000), des préparations de pectine (Tonglet995), les acides
aminés et les sucres (Tan et Harris.,1995) fortigpeles produits naturels qui ont montré
un certain effet inhibiteur sur l'activité de la®P

Le miel obtenu a partir de différentes sourcesdiminué l'activité de PPO de ~ 2 a
45% dans les fruits et produits végétaux, et uhiition accrue a été observée en combi-
naison avec l'acide ascorbique (Chealgt2000).

Lim et Wong (2018) ont rapporté I'effet inhibitedes agents anti-brunissement chi-
miques et naturels sur la polyphénol oxydase dgegitbre Zingiber officinale Roscge
Les inhibiteurs chimiques utilisés étaient la Liéyse, le chlorure de sodium et métabisul-
fite de sodium. Les activités de PPO ont été testéec trois concentrations différentes
d’inhibiteur (1.,3 et 5 mM) en utilisant le 4-mélbgtéchol et le pyrocatéchol comme subs-
trats.De méme, comme inhibiteurs naturels le neefrait d'oignon rouge, extrait de pi-
ment rouge et le jus d'ananas ont été utilisés.

Les mémes auteurs ont soulignés que le pourcemtagénhibition augmente avec
'augmentation de concentration d'inhibiteur de b anM.Le métabisulfite de sodium
posséede le plus grand pouvoir inhibiteur de PP@inigembre avec une inhibition équiva-
lente & 46,36% a 1,0 mM. De plus, métabisulfitesddium a la plus petite valeur et
Ki en comparaison au chlorure de sodium et a lydténe impliquant plus forte affinité
de liaison aux enzymes (Mishraadt,2012).

La L-cystéine et le chlorure de sodium n’étaieas$ pes bons inhibiteurs pour la PPO
de gingembre en raison de faible pourcentage biiidm obtenu (6,63 et 28,18%). Le miel
présentait un plus faible pourcentage d'inhibimur le 4-méthylcatechol (1,4%) qu’en
présence de pyrocatéchol (42,57%)m et Wong .,2018).

Le mécanisme d'inhibition de la PPO par le mielevaelon la variété de miel utilisée,

source de PPO et substrats utilisés (Lozano.,2006).
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Haard et Simpson (2000) ont suggéré que le miecamme agent chélateur pour in-
hiber la PPO.Un petit peptide de poids moléculdee500 kDa trouvé dans le miel peut
chélater le cuivre du site actif de PPO ,inactivansi I'enzyme.

De plus, une grande quantité de composants teldeguacides phénoliques, les flavo-
noides et les vitamines se trouvent dans le miegjuieexplique ses propriétés antioxy-
dantes (Chua etl.,2013)

Pour l'effet des extraits d'oignon, de piment ahahas sur I'activité PPO du gingembre,
Lim et Wong (2018) ont trouvé que I'extrait de pimh rouge a le plus fort pourcentage
d'inhibition (22,90-47,97%) sur le gingembre eths#nt le 4-methylcatechol et le pyroca-
téchol par rapport aux extraits d'oignon et d'asana

Ce qui en accord avec les résultats rapportédeacimek etal. (2015) dans lequel
une inhibition de 44% de la PPO de pomme de teaeét€ obtenue avec I'extrait de pi-
ment rouge.L’extrait de piment était un inhibitewwn compétitif et mixte pour le gin-
gembre en utilisant respectivement le 4-methyldatket le pyrocatéchol. (Lim et Wong
.,2018)

La présence d'une grande quantité de composésolipées et flavonoides ainsi
gu’'une teneur élevée en acide ascorbique tradudmiropriétés antioxydantes dans le
piment, inhibant entre autres la formation de mgmbrun indésirable (Shaimaa adt.
2016).

Lim et Wong (2018) ont constaté aussi que l'exttaitgnon chauffé et non chauffé ont
présenté un type d'inhibition similaire, qui étaite inhibition de type mixte. Cependant,
un type d’inhibition compétitif de ligname PPO t& éécemment rapporté (Yapi &,
2015) et non compétitif sur la PPO les feuillesramioc (Gagneé et Lee 2014) en présence
de I'extrait I'oignon.

L'oignon possede un groupe de sulfhydrylorthioH)}$apable de se lier au cuivre sur
le site actif de la PPO, ce qui interfere avediVdé catalytiqgue de la PPO. Les composés
flavonoides et les groupes thiol trouvés dansrmig,ce qui amplifie sa capacité antioxy-
dante,et peut également aider a controler la @rade brunissement (Akhtar.,2015).

De plus une inhibition non compétitive du jus dizemsur le gingembre PPO a été ob-
tenue pour les deux substrats utilisés (pyrocatéthméthylcatéchol) .

Ce jus contient de l'acide ascorbique, et les péd@s antioxydantes de I'ananas pou-
vant aussi contréler I'activité de la PPO (Antolniet al.,2012).
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La cystéine et d'autres composés sulfhydryles pteskans l'extrait de 'ananas contri-
buent également a l'inhibition de la PPO (Lim etrigyg2018).

Les procyanidines natives, polyméres naturels deaha se produisant dans les
plantes, inhibaient probablement l'activité¢ de ROPen formant un complexe enzyme-
polyphenol-substrat (Le Bourvellecadt,2004).

L'effet inhibiteur des produits de réaction de NMad produits a partir d'acides aminés
et de divers sucres dépendaient de type d’acideéafarginine> cystéine> histidine> ly-
sine) et type de sucre (monosaccharides> disadesariLee et Park.,2005).

Les protéines, les acides aminés et les peptideseperéagir avec les o-quinones en
chélatant le cuivre de site actif de la PPO, #dfigicainsi les niveaux d'activité de la PPO
(Queiroz etal.,2008).

En outre,Girelli etal.(2004) ont observé que certains dipeptides glgogs tels que
I'acide glycylaspartique, la glycylphénylalaniree glycylglycine, la glycyllysine, la glycyl-
tyrosine et la glycyclhistidine avaient affectédamation de quinones a des concentrations
allant de 1 a 50 mM.

L'acide cinnamique et ses dérivés ont égalemesepté différents types d’inhibition ;
l'acide cinnamique (non compétitif),I'acide 4-hydroinnamique (compétitif),I'acide 4
méthoxycinnamique (non compétitif) (Shiadt,2005).

L’acide cinnamique et se dérivés s'attachentearagion non active du site, modifiant
ainsi la conformation de I'enzyme en entravantlidison du substrat a I'enzyme via un
obstacle et/ou encombrement stérique (Jukaali,2017).

Parmi les acidesp-alcoxybenzoiques ,l'aciqeméthoxybenzoique étant l'inhibiteur le
plus puissant (Chen eai., 2005).Le jus de rhubarbe et la pectine contiendentacide
oxalique, un inhibiteur naturel de la PPO qui imhllactivité de la PPO par chélation du
cuivre (Yoruk et Marshall.,2003).

Bien que plusieurs inhibiteurs naturels de la PR@t&té identifiés, ils ne sont pas en-
core commercialement utilisés dans l'industrie algrentaire.

Ces différences dans les mécanismes permettenlisgutdes combinaisons d’agents
visant I'amélioration de l'inhibition.Une combinaiis d'acide ascorbique, de cystéine et
d'acide cinnamique a montré un effet synergiquerppport aux composés individuels
dans le jus de pomme nuageux (Ozoglu et Bayindbh?2).

lyidogan et Bayindirli (2004) ont obtenu 89% d'inkibn enzymatique dans le jus de
pomme d’Amasya traité avec 3,96 mM de L-cystéinéd 2nM, acide kojique et 2,34 mM
de 4-hexylrésorcinol (4-HR).
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Dans le jus de pomme également, un effet synergaéé observé entre [& -
cyclodextrine et le 4-HR, qui n’a pas été obsep@ar I'association de la b-cyclodextrine
et du méthyljasmonate. Dans la premiére combinaiegacyclodextrine réduit la concen-
tration de substrat libre qui pourrait étre oxy@édis que 4-HR interagi directement avec
I'enzyme par un mécanisme compétitif. (lyidogaBaggindirli.,2004)

Dans le second cas, ffa-cyclodextrine complexée avec le substrat et sndmate de
méthyle, augmentant la quantité de substrat libcBneinuant la concentration de méthyle
de Jasmonate qui pourrait inhiber l'activité dBRO (Alvarez-Parrilla edl., 2007).

L'inhibition par des composés chimiques et naturslent des méthodes efficaces de
contrdle de brunissement enzymatique, plusieursposés peuvent étre utilisés comme
par exemple les sulfites,les sels ,les acides amatdes acides organiques ..etc.

L’efficacité de I'inhibiteur est estimée par le @al des valeurs d’l§ et K.La valeur
d’ICso définit la valeur de l'inhibiteur qui inhibe 50%e d’activité enzymatique .Elle est
estimée graphiquement en faisant une simple edlatipn sur la courbe décroissante
obtenue par le tracage de l'activité enzymatiguative en fonction des concentrations
croissantes d’inhibiteur tandis que la valeur dedastante d’inhibition Kreprésente la
concentration en inhibiteur pour laquelle la moitiés sites enzymatiques sont occu-
pés.Elle est calculée par un logiciel sophistiguétdisant la courbe de double inverse de
Linweaver-Burk en présence de trois droites ethou moins deux concentrations
d’inhibiteur. L’efficacité, le mécanisme, les caastes d’'inhibitions different d’'une source
a une autre pour un méme inhibiteur et au sein@&@warsource pour différentes inhibiteurs
ou différents substrats. Un apercu récapitulatifi'sdficacité de quelques inhibiteurs sur

certaines PPOs est montré dans le tableau 12.
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Tableau 12: L'effet de certains inhibiteurs et leur mésane sur de l'activité de PPO

Source Substrat Inhibiteur Ic50 Ki Mécanisme Référence
(mM)  (mM)
Mélisse Acide 2 5.9  Noncompétitif
ascorbique
Catéchol Glutathion 1.2 0.029 Compétitif
Azide de sodium 7.9 1.7 Compétitif
Acide 1.4 2.2 Compétitif
benzogie
Acide 0.15 0.04 Mixed
ascorbique
4-méthyl Glutathion 0.075 0.011 Compétitif Dogan el. 2013
Catéchol " Azide de sodium 0.0079 0.6 Compétitif
Acide 0.096 0.09  Noncompétitif
benzogie
Acide 0.003 0.006  Compétitif
ascorbique 6
Pyrogallol Glutathion 0.053 0.002 Noncompétitif
Azide de sodium 12 19 Compétitif
Lobéira Catéchol Acide <30 3.98  Uncompétitif ~ Batista at.,2014
ascorbique
Acide citrique >20 1.24 Uncompétitif
L-cystéine <10 3.25 Compétitif
Métabisulfite de <10 1.62  Uncompétitif
sodium
Acide 0.28 0.18 Uncompétitif
ascorbique
Pyrogallol L-cystéine 0.07 0.09 Compétitif
Azide de sodium 25 5.10 Pseudo
Bourache Métabisulfite de 0.18 0.20 Compétitif
sodium
Acide 0.11 0.02 Compétitif ~ Alici et Arabacia.
4-metyl ascorbique .,2016
catechol L-cystéine 0.15 0.27 Mixed
Azide de sodium 75.7 44.03  Nonompétitif
Métabisulfite de 0.37 0.17 Uncompétitif
sodium
Chlorure de sodium 10.68 7.70 Uncompétitif
X Métabisulfite de 10.28 4.78  Noncompétitif
Catéchol sodium
L-cystéine 10.44 11.80  Uncompétitif
Gingembre Lim et Wong.,2018
4-méthyl  Chlorure de sodium 8.74 6.84  Uncompétitif
Catéchol
Métabisulfite de 3.62 1.14  Noncompétitif
sodium
L-cystéine 8.82 7.37 Mixed
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3.2.Contréle physique

Les polyphénols sont des composants importantsmans régime alimentaire avec de
bonnes propriétés antioxydantes et anti-inflammesdies industries ont commencé a
mettre en ceuvre des techniques particulieres dsftranation des aliments, essentielles
pour obtenir des produits alimentaitesit en assurant une grande quantité de composants
,générant des bonnes effets sur la santé avedunée de conservation appropriée. La
stratégie convenable exige de I'oxydation de cesposés phénoliques par plusieurs fac-
teurs y compris I'action enzymatique de la polypiidénxydase.

Aujourd’hui,des technologies émergentes telles lgugaute pression hydrostatique, le
champ électrique pulsé, les ultrasons, les micaesnle chauffage ohmique et l'irradiation
sont appliguées comme alternatives au conventioeneht apporté de plus avec leur
résultats prometteurs. L’efficacité énergétiquedaservation de I'environnement, le temps
de traitementla réduction et la rétention des propriétés riatritelles sont des avantages
clés pour l'utilisation de ces technologies inmtga dans le traitement des aliments.
(Khan etal.,2017).

3.2.1.Technologies de traitement non thermiques

Ces techniques comprennent la technique de haassipn hydrostatique (HHP), le
champ électrique pulsé (PEF), les ultrasons (USjaitement au dioxyde de carbone a
haute pression (HPCD).Ces techniques ont la capdaitactiver la polyphénol oxydase a
température ambiante avec l'utilisation de moignelgie par rapport aux méthodes con-
ventionnelles (Pereira et Vicente.,2010). Pourrogsér la qualité du produit, le temps de
traitement et I'inactivation des enzymes ,ces taphes peuvent étre utilisées seules ou en
combinaison. (Khan etl.,2017).

a)Traitement par champ électrique pulsé (PEF)

La technique de champ électrique pulsé en tanthgueelle technologie a fait I'objet
d’études approfondies en raison skes vastes applications dans l'industrie alimeatair
L’effet du PEF sur différents fruits et légumestéa testé, y compris la pomme (Praporscic
etal., 2006; Schilling etl., 2007; Schilling eal., 2008), pomme de terre (Lebovkaatt
2003),betterave a sucre (Eshtiaghi et Knorr., 2@923 carotte (Grimi &tl.,2007).

Les principaux avantages du PEF étaient sa capdeitdnservation de la valeur nutri-
tionnelle et sensorielle de I'aliment sans affetdequalité des produits alimentaires. Prin-
cipalement,les parametres du PEF étudiés étaierdfias sur l'acidité, le pH, les solides

solubles et le PPO (Polyphénol oxydase), le rendeete polyphénols et couleur du jus de
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pomme (Aguilar-Rosas ei., 2007;Charles- Rodriguez &t, 2007 ;Schilling etl., 2007;
Noci etal.,2008; Riener etal., 2008;Walkling-Ribeiro eal.,2008;Ertugay edl.,2013).

De méme, plusieurs investigations ont étudié aaild€effet du PEF sur le processus
d'inactivation de PPO.Giner al. (2001) ont rapporté l'inactivation de PPO extrait de
pommes par PEF.lls ont observé que l'activité uedid de la PPO de la pomme a dimi-
nué de 3,15% & 24,6 kVéhpour un temps de traitement de 6 ms, alors quaetivation
maximale obtenue pour la PPO de poire était 38®2,3 kV crit pour le méme temps
de traitement. Riener el.(2008) ont observé le plus haut niveau de dimimutiactivité
(71%) pour les PPO dans le jus de pomme en utilisarcombinaison de préchauffage a
50 °C et un traitement PEF temps de £80& 40 kV cnt.Sanchez-Vega etl.(2009) ont
obtenu une réduction de 70% de l'activité résiduadl PPO dans le jus de pomme en utili-
sant un traitement par PEF & 38,5 kV'cat 300 impulsions par seconde aprés un pré-
chauffage a 50°C.Schilling at. (2008) ont atteint une inactivation une maxinwde48%
de la PPO lorsque le jus de pomme a été préchaufesC et traité au PEF & 30 kV.tm

Ertugay etal.(2013) ont signalé que l'activité de PPO des gipa@mme a diminué avec
laugmentation de [lintensité du champ électriguée nombre des impulsions.La PPO de
pomme n'était pas complétement inactivé & 30 kV,cependant, l'activité a diminué jus-
gu'a 32,1%, 7,0%, 2,9% et 1,6% a 50, 100, 150 éti@pulsions,respectivement. Une
inactivation de 6,2% et 100% a été obtenue avetaitement de 50 impulsions a 40 kV

cm* et & 100 impulsions 40 kV chrespectivement.

T V‘
Générateur
Produit traité C'i:] du champ
Chambre de S électrique
traitement pulsé
oAl I
| Control
(a ) . -
‘ ol LN Echange
thermique
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Produit

brut

Fig 10: Schéma du systéme de champ électrique pulsé. Mipéeature avant d'entrer dans la chambre d'en-
trée, To = température aprées la sortie la chanttteigay etal.,2013)
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b) Traitement a haute pression hydrostatique (HHP)

Les applications de HHP dans les industries aligiesg visent la réduction de la dété-
rioration des aliments, I'amélioration de la s&éudies aliments, la conservation de la frai-
cheur des produits alimentaires et 'amélioratienlal durée de conservation des produits
alimentaires sans / ou avec une utilisation mingrde conservateurs (Considine.,2008).
La cinétigue d'inactivation des PPO a haute ppasaiété étudié dans plusieurs fruits et
légumes, y compris les fraise (Canakt 1997), I'avocat (Weemaesat, 1998),la prune
(Wemaes etal., 1998), la banane (MacDonald et Schaschke, 2@0@gamboise rouge
(Garcia-Palazon eal.,2004), le raisin (Rapeanu eali.,2006),la pomme (Bayindirli et
al.,2006) et les champignons (Yiadt,2013).

Il a été rapporté que la PPO dans les pommes, grdirEnboises rouges, raisins et
champignons ne peuvent pas étre inactivé compléiepag un traitement a une pression
de 700 MPa/ 60°C (Buckow at.,2009), 900MPa/25°C (Weemaesak(1998),800MPa /
18-22°C (Garcia-Palazon at, 2004), 80 0 MPa / 35°C (Rapeanwakf2006) et 800 MPa
/ 60° C (Gomes et Ledward.,1996), respectivement.

Yi et al.(2014) ont rapporté linactivation de PPO de chigmgn par cette tech-
nique.lls ont mentionné que la PPO de champignbiré&s stable a la pression, comme le
traitement & > 800 MPa est requis pour la rédudlieiactivité .L'inactivation maximale
de la PPO du champignon (99,2%) était atteint apnégaitement HHP a 160 MPa pen-
dant 1 min .Les résultats de native-PAGE ont mogtré les bandes PPO sont devenues
plus lIégéres avec l'augmentation de la pressidnaitement, voire la disparition apres un
traitement a la HHP a 160 MPa.ce qui confirmeétivation des PPO traitées a des ni-
veaux extrémement élevés de pression.

Un mécanisme possible de l'inactivation de PPChdenpignons par la HHP est montré
dans la Fig. 11. (Yi edl.,2013).La structure primaire des PPO extrémenmaités avec le
HHP n'a pas changé, alors que l'inactivation du BR&CHHP a été attribuée a l'agrégation
de molécules d'enzymes, entrainant la perturba@oson environnement catalytique. Les
premiers traitements sous pression a peu d'infeisacla structure primaire de la protéine.
Les résultats de isofocalisation électrique a ngéoqtril n'y a pas eu de changement signi-
ficatif dans les valeurs de pl de PPO apreés lagetreent a la HHP a des pressions allant de
800 MPa a 1600 MPa apres 1 min. Les modificatiantadnicrostructure moléculaire ont
confirmées que le traitement par la HHP induit @geegation moléculaire, entrainant

I'inactivation PPO soutenue par la variation{dpotentiel. (Yi etal.,2013).
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Traitement HPP
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Fig 11 : Mécanisme possible de l'inactivation du PPO dengiignon induite par le HHP (Yi atl.,2013).
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c)Traitement par les ondes ultrasons

Le traitement par les ondes ultrasons est une ¢téotie prometteuse de conservation
des aliments qui soumet les aliments a une intedivée de basse fréequence (20 - 100
kHz) avec une puissance de 10-1000 W?/(Boria et Villamiel., 2010; Delgado-Povedano
et Lugue De Castro. 2015).

Ces dernieres années,la recherche sur l'effeulfiessons dans l'inactivation des en-
zymes de fruits a été de plus en plus exploréepmpour la PPO pomme fraiche (Jang et
al.,2011), de jus de melon cantaloup (Fontelealet2012), jus d'ananas (Costaatt
2013), purée de poire, pomme et fraise (Sulaintaal.e2015), champignons (Islam et
al.,2014), purée d'avocat (Bi ak,2015), jus de mire (Cervantes-Elizarraabs2017) , et
de Yangmei (Cao el.,2018).

D'autres enzymes endogenes de fruits ont été égatanactivées par une combinaison
d'ultrasons et de température incluant la pectthgléstérase (PME) et la pectinestérase
(PE) dans l'extrait de tomate et de citron (Ravigtad.,2005 ; Terefe etl., 2009) et poly-
galacturonase (PG) dans le jus de tomate (Veradt, @002; Terefe edl.,2009).

Le taux d'inactivation des enzymes dépend dessffugtltivars, des conditions de trai-
tement par les ultrasons telles que la fréquetingersité, I'amplitude, la température et le
temps de traitement.L'inactivation par ultrasongat thermosonication de PPO, POD et
PME dans différents fruits a été bien décrite pa cinétique de premier ordre (Terefe et
al.,2009; Ercan eBoysal, 2011;Cheng eal.,2013 ;Sulaiman eal., 2015),tandis que le
modéle de conversion fractionnaire était appropoér PE dans le jus d'orange (Tiwari et
al.,2009) et un modele biphasique de premier ord# autilisé pour I'inactivation du PG
dans le jus de tomate (Terefea&{2009).

L’inactivation enzymatique est principalement &tiée aux caracteres physiques (cavi-
tation,effets mécaniques, chocs micromécaniques)oet chimiques (formation de radi-
caux libres dus a la réaction sonochimique) (Piyaset al.,2003 ; Raviyan etal.,
2005 ;Ercan eal.,2011;Sulaiman «il.,2015).

La cavitation causée par la formation,la croissatcdémplosion de bulles minuscules
de gaz ou des cavités liberent d'énormes quanti#égrgie et entrainent une augmentation
de la température (jusqu'a 1000 K) et de la prag&i60 MPa) a I'échelle microscopique,
ce qui fait disparaitre I'activité enzymatique (Ran etal., 2005 ;Sulaiman etl., 2015).

De plus, la sonication favorise également les r@astchimiques impliquant les radi-
caux libres H et OH, formés par la décomposition de I'eau a l'intérides bulles oscil-

lantes (Ercan eboysal, 2011).
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Les radicaux libres réagiront avec les acides asnileéla structure enzymatique, affec-
tant par la suite I'activité enzymatique et sa fimmccatalytique (Sulaiman at., 2015).

Cependant, avec lI'augmentation de la températurdapé le traitement par les ultra-
sons, les composés thermosensibles présents damadinents ont été partiellement dé-
truits. Ainsi, plusieurs applications d'ultrasons ks fruits et Iégumes ont utilisé un bain
de glace ou un systeme d'eau de refroidissemesttigulation pour controler la tempéra-
ture inférieure a 60°C tout en retenant les pro@siénutritionnelles et qualitatives (Tiwari
etal., 2009 ;Bi efal., 2015; Saeeduddin at, 2015).

Malheureusement, le taux d'inactivation des enzypees diminuer lorsque la tempéra-
ture est controlée. Il est nécessaire d'étudiecdeslitions de traitement par ultrasons telles
que la température, l'intensité et la durée pouiliéger l'inactivation enzymatique avec la
conservation de la qualité (Caoakt2018).

d)L’irradiation Gamma

L’irradiation est aussi 'une des technologies wenttes de traitement des aliments
connues par ses applications impliquant une aati@nobicide ,insecticide et inactivation
des enzymes (Khan ak,2017)

Dans le but de préserver les aliments, des traitesdirradiation sont appliqués soient
sur des produits alimentaires crus ou transformnéstiisant des rayonnements ionisants
ou non ionisants. L'irradiation est un traitememggaque impliqguant une exposition directe
a des électrons ou a des rayons électromagnétmuasia conservation des aliments..
Pour ces raisons, elle peut étre utilisée poulopger la durée de conservation des fruits et
des légumes. La radiation inactive les microorgaes garantit entre autres la désinfec-
tion et retarde le processus de maturation et sénes (Lacroix et Ouattara., 2000).

Compte tenu de l'activité enzymatique, la plupa&d dtudes ont rapporté une diminu-
tion de l'activité des polyphénols oxydases (PP&jsdes échantillons irradiés de diffée-
rentes espéces de champignons (Duah,e2010).

Beaulieu etl. (2002) ont indiqué que la durée de conservatidn Bisporusa été pro-
longée de 4 jours avec la plus faible dose d’iatdn (4,5 kGy /h), et seulement 2 jours
avec une dose plus éleve, 32 kGy /h. Les autenrattyibué une telle amélioration de la
durée de conservation a 4,5 kGy / h a la diminutie’activité de la PPO ,ce qui a con-
duit a une augmentation de la concentration engihéh par conséquent, a un taux plus
faible de formation de mélanine.De méme,un brumsse plus important a été observé a

32 kGy / h et a été expliqué par les modificatidesla perméabilité membrane (entrée
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d'oxygene moléculaire dans le cytoplasme celldlajue favorise a la fois I'oxydation en-
zymatique et celle des phénols. (Beaulieal €2002)

En utilisant l'irradiation par faisceau d'élecsp®uan etal.(2010) on rapporté qu’,
apres 10 jours de stockage, une activité de PP@nment inférieure dans des échantillons
irradiés avec des doses de 1-4 kGy a été obtemmparée a celle des échantillons de con-
tréle. Aucun effet significatif sur l'activité da PPO n'a été trouvé dans les échantillons
d’Agaricus bisporusoumis également a une irradiation par faisceglaaions (Koorapati
etal., 2004).

Néanmoins, il y a un une étude rapportant une antatien de I'activité de la PPO jus-
gu'au 7éme, 9éme et 12éme jours pour les échastdld. bisporustraités a 0,5, 1 et 2
kGY.(Fernandes «&tl.,2012)

Lu etal.(2005) ont montré une diminution de l'activité de@® de céleri frais coupé de
73% avec 1,0 kGy (0,5 kGy /heure) aprés 3 jours séfrigération (4°C). En 9 jours, l'en-
zyme a montré une activité d’environ 25% inférieaireelle de I'échantillon témoin.

D’autre part, I'utilisation de lirradiation en cdimaison avec d’autres méthodes,ou des
inhibiteurs chimiques, permet une meilleure coreon de qualité (Fan et Sokorai
.,2005).

e) Traitement par la lumiére ultraviolette

Dans le spectre de rayonnement optique, l'ultravélarge spectre (UV) est le plus fort
et le plus dommageable pour les microorganismeantgvet les enzymes..La lumiere UV
(longueur d'onde de 200 a 400 nm) est une techigobmgnmerciale non thermique utilisée
pour la décontamination de l'eau ,l'air et lesae$, et peuvent étre utilisés aussi pour le
traitement des aliments et des boissons.Selomgukur d'onde utilisée nous avons UV-A
(315 a 400 nm),UV-B (280 a 315 nm), UV-C (200 a 280) et et UV du vide (100 a 200
nm) (NTP,2018).Les UV-C ont démontré leur efficadirs de I'élimination des contami-
nants d’origine microbienne a la surface des viandes volailles et des poissons, et aussi
en prolongeant la durée de conservation des bwigsts que le cidre de pomme et les jus
de fruits (Choi et Nielsen.,2005; Guerrero-BeltedBarbosa Canovas.,2006).

Contrairement a la désinfection de I'eau, la lueigV a un effet de pénétration tres
faible au liquides troublé et colorés. Malgré liedicité de la désinfection microbienne,
I'inactivation enzymatique par les UV-C est encenecours d’étude. L'un des mécanismes
proposeés pour I'inactivation des PPO est que lagbrydation par les UV peut affecter la
structure native de protéine, entrainant ainsi pede de fonctionnalité enzymatique
(Akgiin et Unlitirk.,2017).
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Une activité résiduelle de 19% dans le nectar degue a été rapporté apres un traite-
ment UV de 30 min avec une intensité lumineuse Slen®V / cnf (Guerrero-Beltran et
Barbosa-Céanovas, 2006).

L’irradiation de jus de pomme par rayons UV-C et-W\combinés a une LED UV
pendant 40 min provoque la perte de 67% de attrésiduelle de PPO (Akglin et
Unlutark, 2017).

f)Plasma basse température (froid)

Le plasma froid, ou le plasma non thermique egalepartiellement ou totalement ioni-
sé composé essentiellement de photons, d’'ionssetldetrons libres ainsi que des atomes
dans leur états fondamentaux ou excités, graceeacharge neutre nette (Misra ait,
2011).Le plasma froid est genéré par le non-éqeilde la température entre les électrons
et les ions(Silva et Sulaiman.,2018).

L'application du plasma froid sur la désinfecta®s aliments a été examinée par Misra
et al. (2011) et Niemira (2012). Etant une technologieenée, peu ont étudié I'effet du
plasma froid sur l'inactivation des enzymes. Laopgdase a été inactivée par le plasma
froid dans un modele de systeme alimentaire edigXirut de tomate (Pankaj &, 2013;
Surowsky etal.,2013). Surowsky edl. (2013) postulaient que le plasma froid provoque
des modifications induites affectant la structigeondaire de I'enzyme comme mécanisme
d'inactivation possible.

G)Dioxyde de carbone a haute pression (HPCD)

L'HPCD, également connu sous le nhom de traitemardiaxyde de carbone en phase
dense (DPCD), implique l'utilisation de dioxyde abone (C@) en phase sous-critique
ou supercritique, pour traiter un produit alimergan ayant du C{en contact avec l'ali-
ment.(Silva et Sulaiman.,2018).

Le Gaz de C@supercritique est obtenu en traitant I'échantiida température critique
de CQ (31°C) et a la pression (4,7 MPa). La qualité sgale et nutritionnelle
composant l'aliment n'est pas affecté par ce traite (Damar et Balaban., 2006).

Le jus de pomme de Fuji traité avec du dioxyde albane supercritique a 30 MPa et
55°C pendant 60 min a entrainé une activité de ER{duelle (AR) de 38,5% (Gui at.,
2006).

Zhang etl.(2010) ont étudié aussi 'effet de cette techniguel’activité de PPO dans
le jus de carotte et de peche .L’activité résidudt PPO était 12% pour le jus de carotte

traité avec HPCD a 8 MPa pendant 3 min a tempérambiante, tandis que le PPO de
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péche a révélé plus de résistance avec une aatdgiduelle de 33% aprés une HPCD de 8
MPa a température ambiante pendant 60 minutes.

L'inactivation de I'enzyme sous HPCD peut étre @uta diminution du pH du milieu
et/ou a l'altération de I'équilibre ionique (Ortugtal., 2013;Silva et Sulaiman.,2018).

3.2.2.Technologies de traitement thermiques

Le traitement thermique inactive efficacement laegyenes.La durée de conservation
des fruits est augmentée en les traitant thermiganéfarmi leur variantes a la technique
conventionelle,nous citons ;le chauffage ohmiqdiélectrique , chauffage par micro-
ondes,chauffage par radiofréquence qui peuvenuéti®s seuls ou en combinaison avec
d’autres méthodes de traitement (Rawscel.2011 ;Khan eé&l.,2017).

Le mode de transfert de chaleur est le mécanisnbaske de ces nouvelles technologies
de traitement. Par exemple, le chauffage ohmiqadesgwent appelé chauffage par résis-
tance électrique utilise la résistance présentééapaatiere alimentaire ciblée dans le flux
de courant électrique qui conduit a la génératiercldaleur. Il a été suggéré d’'étre plus
uniforme que les autres techniques d’électro-clageficar c'est une méthode de chauffage
rapide (Morrissey et Almonacid.,2005). Par conp@yr les micro-ondes la technologie de
chauffage utilise des ondes électromagnétiquesrauiersent les aliments ciblés en créant
des oscillations dans ses molécules, générantderisai chaleur.

a)Traitement thermique ohmique (OH)

Le chauffage conventionnel (CH) est une méthodgetaent utilisée pour inhiber les
activités microbiennes et enzymatiques pour pratote durée de conservation des jus de
fruits. Cependant, le traitement thermique (engatilt plus de 80°C) peut causer une dété-
rioration de caractéristiques du jus de fruit (@-altérations de la couleur, altération de la
saveur, vitamines et autres pertes nutritionne(idena etal.,2013).

L’industrie alimentaire recherche donc des alteveatdes technologies thermiques ou
non thermiquescapables d’inactiver les activitésratiiennes et enzymatiques indésirables
avec un effet minimum sur les caractéristiques itpisles des jus de fruits (Chemat et
Khan.,2011).

Le chauffage ohmique (OH) est un traitement thenmides aliments en passant sur un
courant électrique alternatif a travers les coraptsalimentaires (Knirsch at,2010). La
nourriture sert de résistance électrique pour dbaufés rapidement.Le dispositif de
chauffage ohmique est composé de deux électrodaslel@ontact direct avec la nourriture
ou le courant alternatif est directement pass@wets la nourriture. Le parcours de trans-

fert de chaleur dans le chauffage conventionn@rsduit d'une surface chauffée a la inté-
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rieur du produit par convection et conduction, flque dans le chauffage ohmique,il se
produit de maniere volumétrique (dedans et detfors modéle de transfert de chaleur) et
a le potentiel de réduire traitement excessif (Lig@07).

Le principe de chauffage ohmique est similaire itedment a haute température a
court terme (HTST) et fonctionnent comme procédélguffage conventionnel de jus
avec comme avantages ;un chauffage rapide et orefqAbdelmaksoud ei.,2018).

Ce chauffage rapide et uniforme entrainant l'ivatiton de la charge microbienne et
I'activité des enzymes dans un temps plus coud ame perte moindre d'acide ascorbique
et moins d’odeur étrange par rapport au chauffae/entionnel (Demirdoven et Bay-
sal.,2014).

Le chauffage ohmique a montré des résultats preomstt dans [inactivation
des polyphénol oxydases, peroxydase et pectineylastérase de jus d'ananas, de papaye
et d'orange (Demirdoven et Baysal.,2014).

L’activité enzymatique a un impact négatif sur l@alité du jus et elle devrait étre
contrdlée a chaque étape de la transformationlohesrds (Demirdoven et Baysal.,2009)

Makroo etal. (2017) ont étudié I'effet de chauffage ohmique24aV /cm?) et eau
chaude (a 90°C) pour 15, 30, 45 et 60 s sur dugupasteque frais. Ils ont trouvé que
I'activité de PPO a été réduite a 36,15 et 8,87%@g, respectivement.

Icier etal. (2008) ont rapporté des courbes d’inactivationadePO sur le jus de raisin
a différent temps en gardant le débit a 30 V / ksnont trouvé que l'activité PPO a dimi-
nué avec le temps d’inubation et 'augmentationetepérature (dans la gamme de 60 a 90
°C).

Abdelmaksoud eal.(2018) ont étudié [linactivation de PPO de juspienme par
chauffage ohmique .lls ont rapporté qu'une tensiam gradient de 40 V / cm conduit a
des changements de couleur défavorables dans Gejppmme et un résultat similaire a
été rapporté pour le jus d'orange par DemirdovdBagsal (2014).

En revanche, les valeurs de températures au-del@0tleC a 40 V / ¢ provoque
I'apparition des bulles entrainant la perte du gesdant le chauffage et également une
détérioration supplémentaire de la couleur et tBautaractéristiques de qualité (Abdel-
maksoud eal.,2018).

Le temps des traitements au chauffage ohmiqueafig@ s avec un temps de traitement
long entraine une détérioration supplémentairecdesctéristiques de qualité, en particu-

lier de la couleur et de I'acide ascorbique (Deoviesh et Baysal 2014).
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La diminution de l'activité de PPO était due afféet du chauffage a la fois par le
chauffage ohmique et le chauffage conventionngblaa de la présence d'un gradient de
tension,ce qui pouvait influencer les réactionschimiques en modifiant 'espacement
moléculaire et en amplifiant I'influence de chagfé (Castro el.2004).

Chutintrasri et Noomhorm (2006) ont constaté gumibition de l'activité de la PPO
par une activité de traitement thermique classidames un ananas s’amplifie rapidement
au-dessus de 75 ° C a cause de phénomene demai&ttiucture du PPO), et ont trouve
que l'inhibition de la PPO était de 93 et 98,8%daeh 5 min a 85 et 90 ° C, respective-
ment.

B) Micro-ondes

La technique de microondes est une autre techreolaggement utilisé. Il est appelé les
ondes électromagnétiques dans la gamme de fréqden880 a 300000 MHz. Apres ab-
sorption de I'énergie de micro-onde par les alimgalle provoquerait la rotation et la col-
lision des ions et des molécules polaires prés#ams le systéme alimentaire en fonction
de l'alternance d’'un champ électromagnétique gémérdierieurement de la chaleur pour
la cuisson (Khan «dl.,2017)

L'utilisation des fours a micro-ondes est la pluatigue maniére de cuisiner, de ré-
chauffer et de décongeler les aliments (VenkateSaghavan., 2004).En séchage de fruits
et légumes,les micro-ondes ont été largement égigoour obtenir des produits de haute
qualité et aussi pour éviter les changements iralddes dus a la dégradation des produits
finis (Zhang etl.,2006).

Une autre technique basée sur les micro-ondes éppaicro-ondes avec hydrodiffu-
sion et gravité (MHG), en raison de sa structurigus) suscite plus d'attention. C’est une
technique unique a micro-ondes inversé qui comlargravité de la terre avec le chauf-
fage par micro-ondes a la pression atmosphérigiaan (&tal.,2008).

L’énergie des micro-ondes induisent des effetsntigpres sur les micro-organismes et
enzymes ,similaires a ceux des mécanismes de elgautfonventionnels .Cependant, un
probleme qui a souvent été rencontré est I'occoereles profils de température dans un
produit.La mesure des profils de température penachauffage par micro-ondes est
effectué en utilisant des sondes a fibres optiquespourraient étre facilement incorporé
dans le processus sans le perturber (Gerard ertRobe04)

La pasteurisation impliquant l'inactivation enzymae par des micro-ondes n'a pas
été couramment étudiée et il y a peu de rapportieswdonnées cinétiques pour l'inactiva-
tion de la POD et de la PPO.(Tajchakavit et Ramagd997 ;Soysal et Soylemez,2005).
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Matsui etal.(2007) ont étudié I'effet des microondes surPORde noix de coco verte.
lIs ont remarqué une diminution de l'activité enagigque en fonction du temps de chauf-
fage pour de températures proches de 80°C. Lesrgalie z pour les solutions PPO / eau
et PPO / sucre étaient similairegs& 16,5 s (z =35,51°C)etd=18 s(z =331 C), respec-
tivement.

Mendonca et Guerra (2003) ont observé qu’en présdacsels, une diminution signifi-
cative de la thermostabilité enzymatique a eudieuaison de changements conformation-
nel de la structure enzymatique induits par leesélventuellement la dissociation des mo-
lécules thermostable agrégés. Apres I'incidencameso-ondes de solution avec des sels a
Ter= 99,21 C et de la solution avec des sels / suciks = 98,71,I'activité résiduelle des
PPO n’a pas été détectée .

C)lInactivation thermique classique

Le traitement thermique est une technique clasdiguserépandue en raison de son éffi-
cacité et avantage en assurant une inactivatiormagnes et élimination des microorga-
nismes permettant par conséquent le prolongeneitd durée de conservation des pro-
duits alimentaires.(Silva et Sulaiman.,2018).

Cependant,ce processus influence également la rteareunutriments,en particulier
les antioxydants.Généralement, les nutriments pewdtee considérablement réduits car la
plupart d'entre eux sont instables en présenceemeédratures élevées. Fait intéressant,
certains rapports ont montré que les activitésoigues de certains fruits et légumes
augmentaient apres le traitement thermique, prebadht en raison de la formation de
nouveaux composeés (Taoatt, 2018).

Un apercu sur les travaux récents portant surefefti traitement thermique des fruits et
légumes et ses effets sur I'activité résiduelleRrRO endogene a été réalisée et est présen-
tée dans le tableau 13.

Les résultats varient d’activité résiduelle dedi®@ 45% pour la PPO de chou rouge
traité a 100° C pendant 10 min (Bernstein et Nar@0816) a <5% d’activité résiduelle
dans le jus de pomme exposé pendant 1 min a 70cCké{® etal., 2009) et 0,3%
d’activité résiduelle dans la purée de fraises Gagamexposee pendant 5 min a 70°C (Su-
laiman et Silva,2013).

La variabilité dans le méme fruit est égalemert élevée, en fonction du cultivar ou de
la variété de fruit. Par exemple ,la PPO de putégooire de Taylor d’or traité pendant 10
min a 85°C révele une AR équivalente a 0,3% (Swdaietal., 2015), alors que la PPO de

purée de poire de Packam a maintenu 53% se sweitéaaprées 100°C (Zhou at., 2018).
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En ce qui concerne la PPO de purée de fraiseBaitement a 90°C pendant 15 min
n'‘a aucun effet sur I'enzyme et a provoqué un efieeur sur la PPO dans la purée de
fraise Aroma (Terefe al., 2010), contre 0,3% d’activité résiduelle pouPlaO dans la
purée de Camarosa apres 5 min a 70°C.

D'autres PPOs semblent étre plus résistantes eomgnmt la citrouille, les champi-
gnons, la mangue et I'anangilva et Sulaiman.,2018).

L'inactivation thermique est généralement décnhiter un modele de réaction de pre-
mier ordre dont c’'est le cas par exemple de Ila RfeOchampignon (Cheng et
al.,2013) ,deprune (lonita at.,2017) et de Yangmei (Cao al.,2017) alors qu’elle pour-
ra étre parfois décrite par u,modéle biphasicquene le cas de PPO de l'ail (Fante et
Norena.,2012) and Yam blanc (Ezeakf2010).

Quelques paramétres et constantes sont souventé&safiour avoir une idée sur la ciné-
tiqgue d’'inactivation thermique,sur le comporteméat’enzyme et sa stabilité vis-a-vis de
'augmentation de la température. Nous avons coipanametres la constante d'inactiva-
tion (k), le temps de réduction décimale (D),le psnde demi vie 1b,le paramétre de sen-
sibilité (Z) et I'énergies d'activation (Ea).

La constante de vitesse d'inactivation (K Miest calculée & partir de la pente de la
droite décroissante obtenue en tracant le logaethépérien de rapport activité résiduelle
sur l'activité initiale en fonction de la tempérad. De K, les valeurs de réduction déci-
male (min) ,es valeurs de demi-vie (t1 /2) potrétie éstimées en utilisant les ratios (Ln
10 / K) et (Ln 2 / K),respectivement.De plus,lesgpaetre de sensibilité a la température
(Zt) et I'énergie d’activation (Ea) sont généralemestimées a partir de la pente de Ln k
en fonction de l'inverse de température (en Kgleinde Log D en fonction de la tempéra-
ture (en Celsius), respectivement. En outre, undeéthermodynamique complémentaire
est souvent présente lors de I'étude de l'inadgtivathermique des enzymes en rapportant
les valeurs des parametres thermodynamiques paesnetres thermodynamiques sont
AG ;le changement d’énergie libre de Gibbs considéréme la barriere énergétique pour
I'inactivation enzymatiqueAH ; le changement d’enthalpie, une mesure du nordbre
liasisons covalentes casséesA8 ; le changement d’entropie de I'enzyme netteuet
trouble dissolvant (Gouzi al.,2012 ;Cao eal.,2017).
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Tableau 13 :Activité résiduelle de la polyphénol oxydase demgains fruits et légumes aprés un traite-

ment thermique

Source Cultivar Milieu Traitement ther- Acticité Référence
mique Résiduelle
(%)
90 °C — 5 min 1.2 Chutintrasri et Noomhorm.
Ananas - Purée 85 °C — 5 min 7 .,2006
80° C — 5 min 31
Queen Purée 95 °C - 12 min 3 Chakraborigl.g2015
Boskoop Jus froid 70 °C -1 min <5 Buckowaét2009
Pomme Royal Gala Purée 85 °C -3 min 2 Sulaimaalg?015
75° C—10 min 24
Starking Jus froid 70°C-2min 22 Akgiin et Unliturk .,201
Delicious
Fraise Festival Purée 90°C — 15 min 100 Terefe etl.,2010
Aroma 90°C — 15 min 82
Camarosa Purée 70°C — 5 min 0.3 Sulaiman et Silva.,2013
60°C — 5 min 44
Ruby Gem Purée 88° C -2 min 0 Terefe e@al.,2013
Nashi Purée 85°C — 15 min 15 Yoo et Silva .,2011
Poire Taylor d’or Purée 85°C — 10min 0.3 Sulaimamle2015
80°C — 10min 15
75°C—10mir 9C
Packham Purée 100°C — 0 min 53 Zhoalep018
Prune Pyrus bretschnei-  Jus 95 °C — 2 min 0 Saeeduddirakf2015
der 65 °C — 10 min 59
Orange, Fraise Jus 80 C—7 min 0.4 Escobedo-Avellanedal et
et . ,2016
banane
Feuilles - Pate 90 C-2min 0 Nath etl.,2016
de coriandre
Yangmei - Jus 75° C - 10 min <2 Camki2018
Citrouille - Purée 90°C — 10 min 55 Garcia-Parral¢2018,

La cause la plus commune de l'inactivationl@ahaleur des enzymes est la perte de la
conformation native (déploiement de la structurtictiee de la protéine active a un dé-
sordre polypeptide), un processus identifié comme thermodénaturation, qui a lieu a la
suite de la mobilité moléculaire accrue a des teaipges élevées. De méme, ces para-
meétres thermodynamiques d'inactivation sont desanelrs utiles de toute stabilisation ou
déstabilisation secondaire (Gouzeé{2012 ;Cao eal.,2017).

Une récapitulation des valeurs de paramétres qumeti et thermodynamique de
I'inactivation thermique de la PPO de certainessesivégétales est donné dans le tableau
14.
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Tableau 14: Les valeurs des parameétres cinétiques et trdymamniques de I'inactivation thermique des polyphéxydases obtenues a partir de quelques sources

végétales
T k D ty, Z Ea  AH AG AS o
Source Substrat  pH CC)  (mn?Y  (min) (mi:w) (°C)  (kJmol) (kI/mol) (kd/mol)  (3/mol) Reéférence
45 0.0115 200 60 188 100.69 274
50 0.07 32 9.9 188 97.45 280
Catéchol 7 55 0.132 17.5 5.3 9.5 190 188 97.28 276
60 0.444 5.18 1.56 188 95.44 278
Truffes 65 0.938 2.45 0.739 188 94.81 275 Gouzi etal (2013)
noires 45 0.002 924 278 215 104.72 384
50 0.0066 345 104 215 103.8 379
Tyrosine 5 55 0.018 124 37 10.8 219 215 102.6 378
60 0.072 32 9.7 215 100.5 386
65 0.338 6.8 2.05 215 97.69 381
30 0.0021  1038.6 162.6 37.39 104.47  -221.40
40 0.0043 526.8 121.8 37.31 106.24  -220.24
Lobéira Catéchol 6.5 ___ 50 0.0055 4248  109.2 49 39.9 37.22 109.14  -222.66 Batista e@l.(2014)
60 0.0073 313.2 90.6 37.14 111.76  -224.08
65 0.0148 154.2 48 37.10 11149 -220.10
60 0.012 191.92  57.76 50.16 90.08  -11.99
\gname _ 65 0.015 15353  46.20 50.11 90.68  -12.01 .
comestible  D0OPamine 6 70 0.026 88.53 26.65 38.46 52.93 50.07 91.28  -12.02  Yapi etal.,(2014)
75 0.046 50.06 15.06 50.03 91.88  -12.04
80 0.15 15.35 4.62 49.99 9.49 -12.06
Igname de 65 0.005 418.65  126.00 61.49 105.94  -135.52
pied Catéchol 6 70 0.011 227.98 6861 34.01 64.22 61.41 107.55  -136.5%ingh et Wadhwa .(2017)
d'éléphant p 75 0.022 108.10  32.54 61.32 108.68  -136.09
60 0.00003 55.6 16.7 100.53 115.72  -0.046
70 0.00011 15.2 46 100.45 11557  -0.044
Jacquier Catéchol 5.5 80 0.00025 4.8 1.4 22.51 103.3 100.36 115.62 -0.043 Tao etal.(2018)
90 0.00062 2.1 0.8 100.28  117.26  -0.046
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4.1.Matériel végétal

Les variétés des dattes algérienne; Deglet NourgGFedela et Tantbouchet ont été ache-
tés a pleine maturité (Stade Tamr) en Octobre 2ilénarché local de la wilaya de Lag-
houat.(Figure 12).

L'identification des variétés a été faite par untamiste (MCA) au département
d’agronomie a l'université de Laghouat tout enngrg aussi I'avis des certains agricoles
expérimentés.

Les variétés ont été par la suite lavées avecede kle robinet puis conservé a -10 ° C dans
des pots fermés pendant un mois avant utilisation.

Le catéchol, le pyrogallol et la polyvinyl (polyymolidone (PVPP) ont été achetés chez
Sigma Aldrich. Le 4-méthylcatéchol et I'acétatesddium anhydre,les différents inhibiteurs
ont été obtenus aupres de Fluka.,RB,, NaHPQO,. (12H,0) et I'acide acétique provenaient
de Normapur. Les réactifs restants étaient de tguathialytique et que I'eau distillée a été utili-

sée dans toutes les expériences.

Deglet nour Ghars

Tadela Tantbouchet

Figl2 :Les variétés des dattes utilisées
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4.2 .Méthodes

4.2.1Extraction et purification des PPO des dattes

300g de chair des dattes préalablement refroidié€¥Caont été découpées et homogénéi-
sées dans 500 ml d’'une solution d’extraction corépode tampon phosphate de sodium
0,05M a pH 7.0 et de 3% polyvinyl(poly)pyrrolidoii@VPP) pendant 1 min a l'aide d’'un
mixeur. Le PVPP a été utilisé comme chélateur deaposés phénoliques (Galeazzi et
al.,1981).

Le broyat obtenu est ensuite filtré par un pressageruel en utilisant quatre couches de
gaze, le filtrat ainsi obtenu est centrifugé pemnd@&min a 4000trs/min.

Le surnageant représentant I'extrait brut a étééparune saturation de 80% avec du
(NH4)2SQ, solide. Une centrifugation est par la suiteisé& a 20000xg pendant 15 minutes
a 10 °C. Le surnageant a été rejeté et que lepit@a été récupére en le solubilisant avec un
petit volume de tampon phosphate de sodium (0,0pHVI7,0).

La solution d'enzyme concentrée a été dialyséé@ dontre un tampon phosphate de so-
dium (0,05 M, pH 7,0) avec deux changements du ¢emmpendant la dialyse au sulfate
d'ammonium.Le PEG-6000 (polyethylene glycol) aagpliqué sur les sacs de dialyse pour
les concentrer au max (Naciadt,2001).

Pour une purification supplémentaire du PPO, latem dialysée a été appliquée sur la
colonne d’une chromatographie échangeuse de catiomo Q-Sepharose Big Beats (1,5 x 18
cm) préalablement équilibrée avec un tampon plaispie sodium (0,05 M,pH7).Un lavage
de la colonne avant utilisation a été réalisé jizsge que I'absorbance a 280 nm soit infé-
rieure a 0,03 afin d’éliminer toute trace d’'une éx@nce précédente.

L’élution a été assurée avec un gradient croissalméaire d’'NaCl de 0 a 0,5 M contre le
tampon phosphate de sodium 0,01 M (pH 7,0) ersatitiune pompe péristaltique ajustant un
débit & 0,5 ml / min.

Les fractions (3 ml chacune) ont été recueilliescgttrolées a 280 nm et leurs activités en-
zymatiques ont été mesurées. Les fractions ayanactérités enzymatiques plus élevées ont
éte sélectionnées et regroupées pour une autre ééapurification complémentaire.80% de
l'activité de la PPO a été récupérée a une coratemtren chlorure de sodium équivalente a
0,25 M. L’extrait purifié ainsi obtenu a été contrérpar la suite en utilisant I'unité de de fil-
tration centrifuge Amicon™ Ultra-15 (>10kDa pernagtt d’éliminer les molécules ayant un
poids moléculaire inférieur & 10 kDa .La centrifuiga a été réalisée par 2800xg, a 4°C pen-

dant 5min.
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La derniere étape consiste a une séparation eriidondu poids moléculaire.L’HPLC
(Agilent 1260 Infinity) de gel filtration avec urmlonne C18 Zorbax (3-300kDa) a été ap-
pliqué pour I'extrait purifié de la variété de Tanichet, Tadela et Ghars tandis que la PPO de
deglet Nour a été purifié via la colonne de sépk&R00(2.6 cm X 92 cm) .Les protéines ont
été aussi éluées a un deébit de 0.5ml/mn.

La colonne a été aussi pré-équilibré avec du tanghmsphate (0.01 mM and pH7).Une
deuxiéme concentration a été de méme faite aleplasser a I'électrophorése en utilisant
I'unité de filtration centrifuge Amicon™ Ultra-1510kDa).

Notons que toutes les procédures de purificatidretinréalisées au niveau de au labora-
toire de biotechnologie moléculaire des Euacaryatesentre de biotechnologie de Sfax.

4.2.2.Mesure d’activité et dosage des protéines damt la purification

Pour la mesure d’activité enzymatique des fractmbtenues apres chaque étape de purifi-
cation ,le catéchol a été utilisé tout en respedemconditions optimales de chaque variété
[catéchol a 40mM avec un tampon acétate (pH 5.6) laovariété de deglet nour ,et catéchol
a 80mM avec un tampon acétate (pH 5) pour latéafli@dela , avec un tampon acétate (pH
4.5) pour Ghars et catéchol a 120mM comme substvac tampon phosphate de sodium
(pH 6) pour la variété Tantbouchet].Le choix de jpHeté fait en se basant sur les résultats
de I'étude de pH optimum et la concentration dosgnat de I'extrait brut.

Un volume de 1 ml de solution de substrat a étisétilans I'échantillon & blanc. Une unité
d'activité de PPO a été définie comme la quantédzgme qui provoque une augmentation
de I'absorbance de 0,001 / min pour 1 mL d'enzyme.

Pour le dosage des protéines et aussi pour lel cidiactivité spécifique la méthode de
Bradford a été appliquée avec le SAB (albumined&ders bovin) comme étalon.

4.2.3.Zymogramme,SDS-PAGE et poids moléculaire

Afin de visualiser I'activité enzymatique de la®@Purifiee de chaque variété ,une élec-
trophorese en condition native a été appliquéezybeogramme a été réalisé selon la méthode
décrite par Davis (1964) en immergeant le gel et I'enzyme ayant subi une migration
sous l'effet d’'un champ électrique (40V ) dans sokition de 100mL de pyrocatéchol a une
concentration double par rapport a celle utiliseerpe suivi de I'activite.

De méme ,pour déterminer le poids moléculaire déérentes PPOs ,une SDS-PAGE a
été utilisée selon cette fois-ci selon la méthoderite par Laemmli (1970).Les conditions
dénaturantes ont été assurées par I'ajo-ueércaptoéthanol et via un chauffage des solu-

tions a 100°C pendant 5 min dans un thermomixEoerfmomixer comfort)
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Les solutions traitées ont été appliquées parita sau gel de polyacrylamide de 12% de
résolution et 5% d’empilement.

La détermination du poids moléculaire a été fade gpmparaison avec les bandes d’'un
marqueur de poids moléculaire (MW).Le marqueurlisétiétait le “PlusOneTM silver stai-
ning kit protein(17-1150-02 MW: 14-97 kDa) pourckes des PPOs de Ghars,Tadela et Tant-
bouchet tandis que pour la PPO de Deglet Nour lejnear SM0671, fermentas, MW: 12—
150 kDa a éte utilisé.

4.4 Effet de stockage

Afin d’avoir une idée sur le taux de perte de iaté enzymatique des PPOs des dattes
pendant le stockage a longue durée a 4 °C,un paiwbdique de l'activité enzymatique
pendant 8 semaines a été réalisé .Le substrigéudiié le catéchol.

L’activité enzymatique relative a été exprimée emrpentage par rapport a l'activité en-
zymatique de I'enzyme au jour O (sans stockage).

4 .5Caractérisation des PPOs des dattes

4.5.1.pH optimum et stabilité de pH

Cette étude a été réalisée dans l'intervalle decqidpris entre 2 et 10.Trois systéemes de
tampons ont été utilisés ; acétate,(50 mM, pH 2;pBosphate (50 mM, pH 6-8) et Tris-HCI
(50 mM, pH 8-10).Pour étudier la stabilité du pknkyme a été incubée dans du tampon
Mcllvaine. La méme intervalle de pH (2-10) a étifiafte et la stabilité de mélange a été véri-
fiee a 4°C pendant deux jours et ceci pour chagieur de pH.

Le catéchol,le pyrogallol et le 4-méthylcatéchot ére utilisés comme substrats durant
cette analyse. La concentration et le pH utilisérpge suivi de I'activité enzymatique en pré-
sence de chaque substrat sont déja décrits larsedare de I'activité.

L'activité enzymatique a été exprimée en pourcenpey rapport a la valeur optimale.

4.5.2. Température optimale et stabilité thermique

L'effet de température sur I'activité enzymatiquesdPPOs des dattes a été étudié dans une
gamme de température comprise entre 10 et 90°Catéehol, le 4-méthylcatéchol et le py-
rogallol ont été utilisés comme substrats en rdagpeédes mémes conditions de mesure
d’activité. En outre, la stabilité thermique denxtgme définit comme étant la valeur de tem-
pérature a laquelle I'enzyme pourra garder soivisztpendant une durée plus ou moins
longue.Elle a été étudiée a différentes températtéglées par un bain ma&0 a 90°C en
utilisant les trois mémes substrats. L'enzymetangtubée pendant 10 min a chaque tempéra-

ture.
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L'activité enzymatique relative (%) a été calculgar rapport a l'activité optimale.
4.5.3.Effet de substrat

La spécificité des PPOs vis-a-vis de certains teatss a été étudié. Huit subs-
trats,différents par leur groupes fonctionnels,caleir longueurs d’ondes spécifiques aux
produits formés en occurrence dont trois substratgphénols [dopamine(475nm), pyrocaté-
chol (410nm) et 4-méthylcatéchol(400)], trois stditst monophénoliques [phénol(390nm), L-
tyrosine(475nm) et crésol(485nm)] et trois autrgshénols [acide chlorogénique (481nm),
pyrogallol(475nm) et acide gallique(420nm)] ont étéisés a une concentration de 10mM .

Un tel choix des substrats est fait dans le bullétecter la présence ou non des activités
monopéhnolase,o-diphénolase et/ou triphénolase.

L'activité enzymatique en présence de chaque sulzstté exprimée en pourcentage par
rapport a lI'oxydation du pyrocatéchol.

4.5.4Parametres cinétiques (Km et Vmax)

En se basant sur les résultats de la spécificigutatrat et le taux d’oxydation par rapport
a celui de catéchol.Seulement trois substratsaavéhn taux élevé ont été choisis.

Les parametres cinétiques(KVmay des PPOs des dattes ont été estimés a dikéren
concentrations de pyrocatéchol (20 mM a 200 mMpg®gallol (10 a 150 mM),et de 4-
méthylcatéchol (10-100).

Pour déterminer I'efficacité catalytique ou le poincatalytique de I'enzyme, le rapport
Vma!Kma été calculé a partir des données obtenues vipdpebiques de Lineweaver-Burk.

Pour initier la réaction enzymatique, 15 pl d'engyanété ajouté a chaque substrat a une
concentration déterminée .

4.5.5Effet de la concentration d’enzyme

L’effet de la concentration de I'enzyme sur la s#e d’oxydation du pyrocatéchol pour les
PPOs de quatre variétés a été étudié par la mésule vitesse initiale pour des volumes
croissants de I'extrait pure de la PPO compriseehtet 30 pl.

L’activité enzymatique a été mesurée selon les @séoonditions décrites précédemment
pour la mesure d’activité.

La constante catalytique Kcat a été calculé pouPleOs des dattes en présence de caté-
chol,pyrogallol et 4-méthylcatéchol comme substsaten I'équation suivante :

Vv

max

K 1
“ " TE 0 1)
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Avec :
Vmax: Vitesse maximale ou activité catalytique.
Kcat: Constante catalytique (terifps
[E]o . Concentration initiale en enzyme.

4.6.Controle de brunissement enzymatique

4.6.1Effet des détergents et agents chaotropiques

L'effet des de détergents ioniques (dodécylsutiateodium, sarkosyle, cholate de sodium
et dodécylcholate de sodium), détergents non i@siqliriton X-100, Tween 20, Tween 80 et
NP-40), et des agents chaotropiques (urée et glimate de guanidine) sur l'activité des
PPOs des dattes a été étudié a trois concentratifiésentes (0,1 mM, 2 Mm et 5 mM) .Le
catéchol et le pyrogallol ont été utilisés pour pamner la sensibilité de I'activité o-
diphénolase avec celle de I'activité triphénolaspectivement.

Pour la mesure de I'activité ,les conditions éta@mme suites : catéchol & 80mM comme
substrat avec un tampon acétate (pH 5.5) podedegur , (pH 5) pour Tadela (pH 5.75)
pour Ghars et a 120mM comme substrat avec phtsgle sodium (pH 6) pour la variété
Tantbouchet tandisque pour le pyrogallol a 100micaacétate (pH 4) pour deglet nour ,(pH
4.5) pour Tadela (pH 4.5) pour Ghars et a 80 cavhme substrat avec phosphate de so-
dium (pH 5) pour la variété Tantbouchet.Le résudtété exprimé en pourcentage par rapport
a I'extrait non traité.

4.6.2Effets des ions métalliques

L'effet des ions métalliques (CaCFeSQ, CuSQ, KCI, NaCl, MgSQ et ZnSQ) sur
l'activité des PPOs des dattes a été étudiée ksanti cing concentrations différentes (0,1
mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM et 10 mM) et deux substratéedents(catéchol et pyrogallol).

L’activité enzymatique de I'enzyme non traitée @ &nsidérée comme 100% et le taux
d’inhibition de chaque métal monovalent ou divaleité exprimé en pourcentage de perte.

4.6.3Effet des inhibiteurs

Pour contréler le brunissement enzymatique degslgitusieurs inhibiteurs différents par
leur structure et leur effet ont été utilisés. effets des sulfites (métabisulfite de sodium, mé-
tabisulfite de potassium et dioxyde de soufre) flesures (acide fluorosilicique, fluorosili-
cate de sodium et fluorure de sodium)des acidemesniL-cystéine, arginine, acide
glutmaique, glycine) et les acides organiques @ailicylique,acide ascorbique et I'acide

benzoique,) ont été étudiés a trois concentratidférentes (0,1 Mm, 2 mM et 5 mM) pour
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chaque réactif en utilisant le catéchol et le pgfimj comme substrat. Le résultat a été expri-
mé en pourcentage par rapport a I'extrait nonérait

4.6.4Calcul des valeurs d'lIG, et analyse de type d’'inhibition

Pour déterminer la concentration d’inhibitequi provoque une diminution de
l'activité enzymatique a 50 % (kg), I'activité catécholase et triphénolase en présate ca-
téchol et pyrogallol, respectivement ont été messiselon les conditions décrites précédem-
ment. Seulement l'inhibiteur le plus puissant daqtle famille a été choisi.(Méetabsulfite de
sodium,L-Cystéine,Fluorure de sodium et acide digoe)

Les valeurs d’lIG ont été déterminées en suivant les activités eadgoes résiduelles des
PPOs en fonction des concentrations croissantesibifeur. L’acide ascorbique,L-cystéine
,métabisulfite de sodium et le fluorure de sodiuthé&ié utilisés comme inhibiteurs.

Les types d’inhibition ont été déterminés Hipde la représentation de double inverse de
Lineweaver-Burk ,de la vitesse initiale emdton de la concentration du substrat pour
chaque inhibiteur (Arslan et @an., 2005).

L’activité catécholase et I'activité triphénolasat @té mesurées dans le milieu réactionnel
standard en absence et en présence de deux catiomstrconstantes de chaque inhibiteur
contre de cinq différentes concentrations de sabgtatéchol et pyrogallol)

Les mécanismes correspondants ainsi que les vagely pour chaque inhibiteur ont été
déterminés.

4.7Inactivation thermique

La cinétique d'inactivation thermique des BP@es dattes a été étudiée par incubation
des tubes a hémolyse de ldipaisseur, contenant 1 ml d’extrait enzymatigaesdun bain
marie réglé a différentes températures : 60°C, 630CC, 75°C, 80°C.Des prélévements de
20 pl d’extrait enzymatique ont été effectués &&dets intervalles fixes de temps, refroidis
et leurs activités enzymatiques résiduelles ontr&surées. Le pourcentage de l'activité rési-
duelle de la PPO est calculé par rapport a I'aétiviitiale de I'enzyme non traité thermique-
ment.

4.7.1Analyse cinétique

L'inactivation thermique des PPOs de Ghars ,deldatale Tantbouchet a été décrite par

une réaction de premier ordre :

A —_ —
lIlA—O— Kt (2)
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ou
Ao :est l'activité initiale.
A : est |'activité résiduelle au moment t.

k :est la constante de vitesse d'inactivation {ia la température étudiée.

L’inactivation thermique a été décrite par un &ledde réaction de premier ordre pour
la PPO de champignon (Chengaét2013) ,prune (lonita etl.,2017) et de Yangmei (Cao et
al.,2017) alors que parfois le modéle biphasique adspté comme le cas de PPO de l'all
(Fante et Norena.,2012) et Yam blanc (Eza.2010).

Pour la PPO d®eglet nour,le simulation a été faite par le modele biphasicull est
principalement attribué a I'existence de plusi&oenzymes de stabilité différente. (Lago and
Norefia 2014):

A = Agexp(—kgt) + Arexp(—kt) 3
ou les activités et les constantes de vitesseativadion des fractions stable (s) et labile (L)

sont respectivemeng, A_ and ks; k.

Les constantes de vitesse d'inactivation de laifrachermolabile et stable ont été esti-
mées a l'aide du modele d'Arrhenius (Egs. 4, 5) :

In(k,) = In(k “Eu (1 1 4
n( L)_ n( 0)+[T<T_O_T>] (

—F 1 1
In(ks) = InCko) + [TS <T_0 - 7)] )

ou T et T désignent la température expérimentale et deamtér(° K), Ea et Ea sont les
valeurs d'énergie d'activation des fractions théabites et stables (kJ / mol), R est la cons-
tante de gaz universelle (8,314 J / mol.K) et koegont les constantes de vitesse d'inactiva-
tion (s*) & T et & T, respectivement.

Les parametres cinétiques de I'inactivatiorrriigue (D, Kk, 1> et Zt) ont été calculés en

utilisant ces équations
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La Loi d'Arrhenius a été utilisée pour décrire darélation entre les valeurs de k et la

température
Ink = In(4) — 22 (10)

ou A est la constante d'Arrhenius.
k est le taux d'inactivation constante a la terafuge étudiee.
Ea est I'énergie d'activation (kJ mpl
R est la constante des gaz parfaits (8,314 J / Kjole
T est la température absolue (K).
4.7.2Analyse thermodynamique
A partir des données de l'analyse cinétigl@sjétermination de différents parametres
thermodynamiques comme les variations dans I'éeeligre de Gibbs AG) ,I'enthalpie
(AH), et entropie AS) est également possible. Les calculs ont ététaffe suivant les équa-

tions ci-dessus :

K

AG = —R.T.In Xl
Kg.T

(11)

AH =E, —nRT  (12)

_ AH-AG
T

AS

(13)

ol Kg est la constante de Boltzmann (1.3806%318* Kg /K.s).
Hp est la constante de Planck (6,6262°41Ds).

k est la constante de d'inactivation & la tempégadtudiée (3).
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4.8Analyse des données cinétiques

L’analyse des données cinétiques observéés efféctué par I'ajustement a 'aide des
régressions linéaires et des régressions non fleegiar I'utilisation des programmes sui-
vants : Excel® (Microsoft Excel 2014), SigmaPlot120(Systat Software, Inc., Windows
Version 12.0,12.0) . Toutes les analyses réalidans ce travail ont été effectuées en triple et
les moyennes des données ont été prises en cdo¥atart-type (SD) est utilisé pour la des-
cription des barres d'erreur.Une analyse de vagigAbBIOVA) a été réalisée pour évaluer les
différences significatives (P <0,005) entre lesadtiions.
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5.1.Purification des PPOs de dattes

La méthode d’extraction utilisée était maitrisaldefacile a mettre en ceuvre. Pendant
I'extraction des PPOs, le brunissement de I'éxtrait a été contourné avec succés en
ajoutant chélateur de phénols « la polyvinyl (pgyjrolidone (PVPP) », au tampon d'ex-
traction dont il est bien connu que l'oxydation demposés phénoliques par les PPO pro-
duit des quinones qui se polymérisent pour donmepigment coloré (Sakiroglu etl.,
2008).

Les extraits bruts de quatre variétés des dattegl@D Nour,Ghars,Tadela et Tantbou-
chet) ont subi par la suite une purification propeat dire. Une opération séquentielle im-
pliquant trois étapes consécutives et complémeastaires résultats ainsi obtenus sont re-
groupés dans les tableaux (13,14,15 et 16)pouPfa &e deglet Nour ,Ghars ,Tadela et
Tantbouchet,respectivement.

Comme premiéere étape ,une précipitation par leasulf’ammonium a été appliquée
afin de faire précipiter les protéines et/ou legyeme d’intérét. Le sel est éliminé par la
suite par une double dialyse a froid en tiranfipd®e phénomene d’'osmose et ceci durant
24h avec deux changements de tampon pour assureorugchange. Une telle étape a
conduit a un taux de purification et un rendementdois appréciable et était variable
entre les PPOs de quatre variétes.

La précipitation au sulfate d'ammonium s'est ré&v@latique et efficace pour éliminer
de grandes quantités de protéines, sucres et pigrhbams non ciblés. Le taux de purifica-
tion est calculé par rapport a l'activité spéciBade I'extrait brut tandis que le rendement
est estimé par comparaison avec l'activité enzygqoativolumique.

Pour le cas de la PPO de Deglet Nour ,un rendedeeri5.38% et un taux de purifica-
tion équivalent a 1.1 ont été obtenu tandis que p@eas de PPO de Ghars ,on a eu un
taux de purification équivalent a 1.48 avec un ezneint de 50.25 . De méme, un taux de
purification équivalent a 1.26 et 1.67 avec un eznent de 55.1% et 69.5% ont été trouvés
pour la PPO de Tadela et Tanbouchet,respectiveangaPsuite ,les sacs de dialyse ont
subi une concentration avec l'application de PEGE6Qpolyéthylene glycol) (Naci et
al.,2001).

La deuxieme étape de processus de purificationistena faire passer les extraits des
enzymes de quatre variétés sur une colonne d’ur@mettographie échangeuse d’anion

(Q-Sepharose) afin de récupérer les protéinea Efoenzymes chargés positivement.
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L’activité enzymatique a été mesurée en utilisargdtéchol comme substrat, tandis que
pour le dosage des protéines et le calcul de Viad&tenzymatique spécifique a été fait se-
lon la méthode de Bradford(1976) avec de sérumnailiel bovine (SAB) comme étalon.
Les fractions ainsi collectées étaient compriseégedractions (35-45), (33- 43),( 20 to 30)
et (32-41), pour les PPOs de Deglet nour,de Glar3ddela et de Tantbouchet

,respectivement.
Les profils d’élution de la fraction protéique ainggie la fraction enzymatique suite a

I'utilisation de la chromatographie échangeus®rd’sont représentés dans les figures

13(a),14(a),15(a) et 16(a) pour la PPO de deglair,Ghars ,Tadela et Tantbou-

chet,respectivement.
La chromatographie échangeuse d’anion a permetidigep la PPO de deglet nour 0,5

fois,celle de Ghars 10.08 fois,celle de Tadela 4085 et celle de Tantbouchet 5.94 fois

(Tableaux 15,16,17 et 18).

Tableau 15: Détail du Procédé de purification de PPO a padivariété Deglet-Noor

Taux de

Etapes de v_lczl)utg}e Activité Totale Protéines Activité Spécifique Rendement  Purifica-
Purification (m) (EV) (mg) (EU/mg) (%) tion

Extrait brut 200 70764.13+£2791.65 195.02+24.84 362.85+18.93 Q.00 1+0.00

Précipitation

par le sulfate
396.37+35.14 53538 1.1+£0.15

39110.40+2606.678 98.67+23.85

d’Ammonium 48
(80%)
Q-Sepharose
Big beads 4.5 3269.02+174.69 17.32+0.61 187.74+11.17 4.630.4 0.5%0.07
Sephacryl
S-200 6 660.72+3.74 0.23+0.52 2873.12+39.56 14.72+0.66 9240.67

*Les valeurs sont exprimées en moyennes (= SDjaile éxpériences paralléles
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Tableau 16: Détail du Procédé de purification de PPO a padivariété Ghars

2 volume Activité Taux de
Etapes de Activité Totale Protéines Y e Rendement  Purifica-
purification 0! (EV) (mg) Spécifique (%) tion
(ml) (EU/mg)

Extrait brut 175 21644.78.493.92 282.43+63.56 76.63+2.08 10@0.0 1+0.00
Précipitation

g,fn'ﬁngr‘:i'zaf 30 10864.47.+206.60 95.31+6.78 114.00+1.68 50.852. 1.48+0.07

(80%)

Q-Sepharose

Big beads 4 1107.22.48.72 2.12+0.34 522.27+4.06 5.1140.93 1881

HPLC

zorbax 6 2201.81.450.11 0.61+0.01 3574.87+117.05  10.17:0.346.65+4.98

*Les valeurs sont exprimées en moyennes (+ SDjaile éxpériences paralléles

Tableau 17: Détail du Procédé de purification de PPO a paditadvariété Tadela

volume Activité Taux de
Etapes de | Activité Totale Protéines <cifi Rendement  Purifica-
Purification 0% (EV) (mg) Specifique (%) tion
(ml) (EU/mg)
Extraitbrut 75 27778.35+1684.65 273.2437.8 101,67+2.08 10@0.0 1+0.00
Précipitation
par le sulfate
d’Ammonium 30 15310.17+848.52 119.389+5.68 128,23+1.68 5531+5, 1.26+0.17
(80%)
Q-Sepharose 8 2488.78+195.16 5.62+0.17 442,84+48,21 8.95+0,05 ,35#D,32
“Big beads”
HPLC 20 5601.50+268.02 0.69+0.02 8118.11+65.6 20.01+1,879,9+7,53
zorbax

*Les valeurs sont exprimées en moyennes (= SDjaile éxpériences paralléles
Tableau 18: Détail du Procédé de purification de PPO a paditadvariété Tantbouche

Etapes de volume Activité Totale Protéines A(:,tly!te Rendement T".il.JX Qe
Purification Total (EV) (mg) Spécifique (%) Purification
(ml) (EU/mg)
Extrait brut 200 29781.17+£268.46 316.79 £27.53 94.01+£3.80 1@, 1+0.00
Précipitation
par le sulfate
d’Ammonium 45 20698.17+169.7 131.61+21.78 157.2742.47 69.%+9.4 1.67+0.02
(80%)
Q-Sepharose 10 3028.781£59.3 5.86+0.20 516.85+£7.91 10.17+4.85 944).18
“Big beads”
HPLC 15 5781.50+43.82 1.72+0.05 3361.331£47.56 19.41+40.7135.75+3.21
Zorbax
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Les profils d’élutions de protéines et des PPS@iaihtenus sont représentés dans les
figures13(b),14(b),15(b) et 16(b) pour la PPO dgletenour,Ghars ,Tadela et Tantbou-
chet,respectivement.

Apres cette derniére étape ,les PPOs de DegletdeoGhars, Tadela et Tantbouchet
ont été purifiées a 7.92.,46.6., 79.9 et 35.75 faispectivement avec un rendement équi-
valent & 14.72%,10.17%, 20.01% et 19.41% en gatdanéme ordre.

En analysant les résultats de I'électrophoreseoadlitton native ,nous avons obtenus
des bandes tres fines et claires correspondantastizité de 'enzyme pure. Les résultats
obtenus sont représentées dans les figures 13(@),15(c) et 16(c).

De méme ,un poids moléculaire équivalent de 3@t690kDa ont été éstimés pour la
PPO de Ghars,Tantbouchet et Tadela, respectiveragat une bande caractéristique et
unique pour chacune. (figures 13(d),14(d),15{d)e¢d)).

Dans le cas de la PPO de Deglet nour,trois banaieété observés ,de poids molécu-
laire 20, 45 et 64 kDa confirmant I'existence méstformes PPO résultant entre autres de
la protéolyse ou de I'existence d'isoenzymes. Eagirce des isoenzymes a été aussi signa-
|é par Batista etl.(2014) pour la PPO de Lobéira dont ils ont rapgpaux valeurs de
poids moléculaires (47kDa et 68kDa) et par Tera.€2017) pour la PPO des feuilles de
thé dont ils ont remarqué la présence de deurrnsafs avec des poids moléculaires équi-
valents a 42 et 85kDa.Cheema et Sommerhalter.(2@13%ur tour ont rapporté aussi
I'existence de trois isoforms pour la PPO de mar{§8¢l12 et 144kDa).

Ces données renforcent les conclusions d'autrépesgimdiquant que le poids molécu-
laire de la PPO varie de 30 a 144 kDa.

Une valeur de 44 kDa pour la PPO de poire (Zhoal.2018),63kDa pour la PPO
Abricot (Derardja et al.2017),64 kDa pour la PPO de lactaire (Tsivinska et
al.,2015),65kDa pour la PPO de prunes (retal.,2017; Carvalho et Orlanda., 2017),
67.3kDa pour la PPO de pomme Fuiji ( Livaet2015a),une valeur de 80,6kDa pour la
PPO de Bourrache (Alici et Arabaci.,2016) 44 kDaumpla PPO de poire(Zhou et
al.,2018), 31, 32.5 et 38 kDa pour les PPO de dtesed maquereau(Bravo et Oso-
rio.,2016),chataigne (Gong &k, 2015) et salake (Zaini at., 2013),respectivement.

80,6 et 81kDa pour les PPO de Bourache (Alici anabAci, 2016 ;Liu eal., 2015) .La
plus grande valeur de poids moléculaire a été m@mpmur I'une des trois isoformes de la
PPO de mangue Attaulfo(144kDa) (Cheema et SomnterhaD15).
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Fig 13:Résultats de purification de Ghars PPO (A) Sémaraur chromatographie d'échange d'anions Q-Sephdig beads. (B) Chromatographie par filtraBangel S-
200. (C) pistes 1 et 2 :PAGE-native au bleu de asdenet avc pyrcatéchol de I'enzyme Pure ; D) FIB&E :piste 3- marqueur de poids moléculaire dedééine ,piste

4 :Les trois isoformes de PPO de Deglet nour.
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Fig 14: Résultats de purification de Ghars PPO (A) &t sur chromatographie d'échange d'anions @e8epe Big beads. (B) Chromatographie par filtratior gel
Zorbax HPLC. (C) pistes 1 et 2 :PAGE-native detfait brut et pure de Ghars PPO; SDS-PAGE :@stearqueur de poids moléculaire de la protéirsept et 5 I'extrait
brut et pure de Ghars PPO.
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Fig 15 Résultats de purification de Tadela PPO (A)ds&fon sur chromatographie d'échange d'anionspgDeBese Big beads. (B) Chromatographie par fitiratiur gel
Zorbax HPLC. (C) pistes 1 et 2 :PAGE-native detfait brut et pure de Tadela PPO; D) SDS-PAGHEeBs marqueur de poids moléculaire de la protdiiste 4 et 5
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5.2.Effet de stockage

Durant la durée de la réalisation des différemtgseriences dans cette thése ,les en-
zymes ont été conservées a 4°C pendant une longée.dJn suivi d’activité enzymatique
des PPOs des dattes durant une telle durée cotisarsamble étre nécessaire pour préve-
nir la présence ou non d'un effet de stockage tHfad’efficacité des enzymes. Un con-
trole périodique hebdomadaire a eu lieu durantn@agges en utilisant le catéchol comme
substrat. Les résultats ainsi obtenu sont représefans la figurel7.

Nous remarquons que l'activité enzymatique des PiRE3sdattes demeure stables tout
au long de la période de stockage avec une dimimuton significatif au-dela de 7 se-

maine. L'activité enzymatique relative a été ex@@men pourcentage par rapport a
I'activité de I'enzyme non traitée.

90 A
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—&— PPO de Deglet Nour
—&— PPO de Ghars
70 - —v— PPO de Tadela
—4— PPO de Tantbouchet

Activite relative(%)
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50 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
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Fig 17 : Stabilité de I'activité enzymatique des PPOs dited a -4°C durant 8 semaines en présence de

catéchol comme substrat.

Une telle stabilité des PPOs durant une longueedardes températures basses a été
aussi rapportés pour d’autres variétés.

Derardja etal (2017) ont rapporté la stabilité de Il'activité gmatique de PPO

d’abricot a 4°C durant quatre semaines avec unéndtion négligeable équivalente a
10% a la fin de la durée indiquée.

Simdes enl.(2015) a leur tour ont étudié la stabilité de PRCfallilles de chou pen-
dant un stockage de 15jours a 5°C et de 9 jou®°&.lls ont observé qu’une conserva-
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tion de feuilles de chou a une basse températemmgi de prévenir le phénoméne de
bruissement enzymatique en inhibant l'activité ematique de PPO et en retardant le mé-
tabolisme phénolique,de méme quand I'enzyme reflere a été stockée dans les mémes
conditions ,sa stabilité était maintenue et aealiminution n’a été rapportée.

La source de la PPO, la structure de I'enzymectastituants présents dans I'extrait
des enzymes et la température de stockage chasigept étre a I'origine de cette diffé-
rence de stabilité de I'activité enzymatique(Simées.,2015)

D’'une maniére générale, la PPO est stable a depétatnres basses (Simbes et
al.,2015 ;Derardja tl.,2017).

5.3.Caractérisation des PPOs des dattes

5.3.1 pH optimum et stabilité de pH

L'influence du pH et sa stabilité sur les PPosdddtes a été étudiée en utilisant le cate-
chol, pyrogallol et 4-méthylcatéchol comme substi@ddns un intervalle de pH compris
entre 2 et 10 .Les résultats ainsi obtenus soméseptées dans les figures 18,19,20 et 21
pour la PPO de Deglet Nour ,Ghars,Tadela et TactiEiirespectivement.
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Fig 18:Influence de pH (A) et stabilité de pH(B) suFRO de Deglet nour
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Fig 19:Influence de pH (A) et stabilité de pH(B) suFRO de Ghars
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Fig 20 :Influence de pH (A) et stabilité de pH(B) sulPRO de Tadela
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Fig 21 :Influence de pH (A) et stabilité de pH(B) suFRO de Tantbouchet

D’aprés ces courbes, on constate que quel quéesaibstrat utilisé, les courbes de pH
pour les enzymes des dattes présentent des peofitdboche. Les valeurs de pH optimum
observés ainsi que l'intervalle de stabilité deqatrespondant a I'activité maximale sem-

blent étre similaire avec une légere variation .Ureapitulation des résultats est donnée
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 19:Valeurs de pH optimum et stabilité de pH posrF¥Os des dattes

Substrat Catéchol 4-métylcatéchol Pyrogallol
Source pH Stabilité de pH Stabilité pH Stabilité de
pH de pH pH
Deglet Nour 5.5 4.5-6 55 3-55 4 et 2.5-4
7

Ghars 5 5-6.5 4 3-4.5 4.5 3.5-5.5

Tadela 5.75 5-6 4 3-5 4.5 4-5.5
Tantbouchet 6 5.5-6.5 3 2.5-3.5 5 4.5-5.5
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Ces résultats sont en accord avec un pH optimapderantre 4,5 et 6,5 pour les dattes
américaines Deglet-Noor (Hasegawa et Maier, 1980§,@ et 6,1 pour les dattes ira-
quiennes (Bahree et Zahdi) (Sachdalgt1989).

Le pH est un paramétre tres important pour la e 'enzyme. L'efficacité cataly-
tique de I'enzyme est liée a son aptitude a oxigeubstrat. Une telle affinité entre com-
plexe enzyme-substrat est assurée par la liaissulostrat sur son site actif.

L'état d'ionisation des acides aminés dans leasti€affecte a la fois la force de liaison
et l'affinité. L'effet du pH réside dans le chang#rhde cet état d'ionisation en présence
d'un groupe fonctionnel (GHen position méta pour 4 méthylcatéchol et OH esitjom
ortho pour le pyrogallol) (Lemos at., 2000).

Généralement, le pH optimum de la PPO dans lets fetilégumes varie en fonction du
substrat utilisé et de la source d'enzyme. Lesuvsleptimum du pH pour la PPO de bour-
rache étaient respectivement de pH 7,5, pH 7,% pHet pH 5, en utilisant respectivement
le catéchol, le pyrogallol, I'acide caféique etdlenéthylcatéchol (Alici et Arabaci, 2016).
Alors que Bravo et Osorio (2016) ont trouvé ddewa de pH 5,5 et pH 4 en utilisant du
catéchol et du 4-méthylcatéchol comme substrats.

Une faible activité a été obtenue a un pH inférieH 2 ou supérieur a 8.Une diminu-
tion d'activité similaire a été rapportée pour P30 d'abricot (Derardja at.,2017) et les
PPO de poire (Zhou et.,2018).

La valeur de pH optimum pour l'activité de la P&ifere entre les fruits. En outre, on
constate également que les PPOs obtenues a padiverses sources ont des valeurs de
pH différentes. Le pH optimum est pH 5,5 et 7,0rdalPPO de banane d’AnamiMisa
cavendishiji (Unal., 2007), 7,0 pour le mamepduteria sapotp (Palma-Orozco eél.,
2011), le marier Morus alba L) (Arslan etal., 2004), le marula @erocarya birrea
subsp. Caffra(Mdluli., 2005) et le cerisier de la Barbadéalpighia glabra L) (Kumar et
al., 2008), 6,5 pour la PPO de fruit de la couleu@aldcca zalacca (Gaertn.) VogZai-
ni etal., 2013), 3,4 pour le raisin Sultaniy¥itfs vinifera L. cv. Sultaa(Unal etal.,
2007), 5,5 pour le raisin muscadinne Noble (Lamikagtal., 1992), 5,0 pour le raisin
Victoria (Vitis vinifera ssp. SatiyaRapeanu eal., 2006), 8,5 chez le chien rose (Sakiro-
glu etal., 1996), 6,0 chez le poirier sauvadyius elaegrifolia (Ulker etal., 2008) et le
caltrop (Trapa Acornis Nakano) (Zhu et Zhan, 2010) en utilisant le catéchahowe subs-
trat.

Tandis qu’en utilisant le pyrogallol ,des valeuespgH équivalent a 7,0 pour le caltrop
(Trapa Acornis Nakano(zhu et Zhan, 2010) et Chien rose (Sakiroglalet1996), 8,0
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pour la cerise de la Barbadddlpighia glabral.) (Kumar etal., 2008), 7,5 pour le marier
(Morus albaL.) (Arslan etal., 2004) et 8,6 pour la pomme Amasya (Oktaglgt1995).

En outre,des valeurs de pH 6,5 pour les fruitsult@ides (Mespilus germanicd., Ro-
saceae) (Dincer edl., 2002) et les longane®DiMmocarpus longan Louy (Yue-Ming,
1999), 8,5 pour chien rose (Sakirogluagt 1996) , 5,0 pour le marieMorus albal.)
(Arslan etal., 2004), 3,5-5,0 pour e raisin Monastréllit(s vinifera L. cv Monastre)l
(Sanchez-Ferrer etl., 1988) et 7,0 pour la cerise de la Barbadelpighia glabra L)
(Kumar etal., 2008) ont été rapportées en utilisant le 4-gié#téchol comme substrat.

La stabilité du pH des PPOs des dattes a montodrnportement similaire et de méme
ordre a celui du changement de pH avec une légérawtion de I'activité . Les PPOs des
dattes semblent étre plus stables dans le donaaide que le domaine alcalin. Nous
avons remarqué que la diminution de l'activité ematyjgue est accélérée au-dela de la va-
leur de pH 7 alors que ce n'est pas le méme coampertt cinétigue aux valeurs de pH
acides (<6). Cependant, lors de suivi de I”oxydatide pyrogallol par la PPO de deglet
Nour ,deux valeurs de pH optimum apparents avecaativité plus élevée a pH neutre
(pH 8,0) qu'a pH acide (pH 5,6) a été obtenu. Galtadt peut s'expliquer par la présence
des isoenzymes confirmée par les résultats de STSEE=P

L’activité des enzymes des dattes dans le domaide #aisse suggérer que la localisa-
tion subcellulaire des PPOs des dattes peut dgaidans des environnements acides, tels
que la vacuole (Deepa et Arumughan, 2002).

Nos résultats sont similaires a ceux rapportésigrata etal. (2017) qui ont étudié la
stabilité du pH de PPO a partir de prunes .A pH @0 7,5 et pH 8,0, les PPO de prune
ont perdu 49%, 61% et 73% de leur activité, respettent,alors que dans une gamme de
pH acide (pH 4,0,4,5 et 5,0) I'enzyme n'a perdu3fi$é, 33% et 38%, respectivement.

En général, la plupart des plantes, légumes dsfant montré une activité maximale a
des pH neutres ou proches de ceux-ci, mais cearggbeuvent varier avec la source d'en-
zyme et de substrat dans une plage relativemeyd e pH. Bien que, dans la plupart des
cas, le pH optimum ait été trouveé entre 4,0 et 8,5.

Il convient de noter que le pH optimum peut égalenétre affecté par les propriétés
génétiques (variété et/ou cultivar), la températlee méthodes d'extraction, le type de
tampon, la pureté de I'enzyme et la localisatiofiedezyme dans la cellule végétale (Whi-
taker, 1994 ; Kumar etl., 2008; Erat eal., 2010)
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4.3.2Effet de la température et stabilité thermique

L’effet du température sur les PPOs des datted atatié en utilisant le catéchol, pyro-
gallol et 4-méthylcatéchol comme substrats dansntgrvalle de température compris
entre 10°C et 90° tandis que I'étude de stabitigFrhique des PPOs des dattes en utilisant
ces mémes substrats a été aussi rapporté en téfamnh comme temps d’incubation au
bain marée.

Les résultats qui en découlent sont montrées deméidures 22,23,24 et 25 pour les
PPOs de Deglet Nour ,Ghars,Tadela et Tantboucheécévement.

Comme pour la plupart des réactions enzymatiqeesitésse des réactions catalysées
par la PPO augmente en général avec la tempér&lependant, quand la température
s'éleve au-dessus de 50 a 60°C, l'activité cataigtenzymatique diminue .Ce phénomene
résulte de deux effets opposés :

(a) de l'effet thermique activateur dont une augiagon exponentielle de la vitesse de
la réaction avec la température, et

(b) de l'effet thermique dénaturant de la structdeda protéine aux températures plus
élevées.(Voet.,2011)

Les valeurs de températures optimales obtenues @iesl’intervalle de stabilité de
température avec lesquelles 'enzyme semble és@naoptimum peuvent étre différentes
d’un substrat a un autre pour la méme enzyme etedainzyme a une autre pour le méme

substrat ..Une récapitulation des résultats esté® dans le tableau ci-dessous.

Tableau 20:Valeurs de température optimale et stabilfiériique pour les PPOs des dattes

Substrat Catéchol 4-métylcatéchol Pyrogallol
Source T Stabilité de T Stabilité T Stabilité de
(°C) T(°C) (°C) deT(°C) (°C) T(°C)
Deglet Nour 35 30-60 35 30-50 40 30-50
Ghars 30 30-60 30 30-60 30 30-60
Tadela 40 30-60 35 30-55 30 30-55
Tantbouchet 40 30-60 35 30-45 30 30-45
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Fig 22Influence de température (A) et stabilité themeidB) sur la PPO de Deglet Nour
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Fig 24:Influence de température (A) et stabilité themaeidB) sur la PPO de Tadela
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Fig 25 :Influence de température (A) et stabilité themeidB) sur la PPO de Tantbouchet
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Les PPOs des dattes présentent des températumgslept proches de la température
ambiante,de méme elles ont révélées une stahigéteaiable vis-a-vis 'augmentation de
température avec un intervalle plus ou moinseld89-55 ou 60°C) .Au-dela de 70°C,une
diminution drastique a eu lieu pour les quatre er&y jusqu'a une perte presque totale a
90°C.Létude de la stabilité thermique semble éine mtéressant que I'étude de la tempé-
rature optimale en raison de I'importance de &bifité enzymatique a la température de
mesure etdurant le temps de réaction .Afin de powtdvre la cinétique sans risque de
perdre I'activité enzymatiqueNous en avons déduit que la stabilité enzymatigtienger-
sement proportionnelle a 'augmentation de la teatpée. Différents taux de stabilité ont
été observés pour les trois substrats utilisés.ARBs des dattes semblent étre plus ther-
mostable en utilisant le catéchol comme substrat.

En général, les valeurs des températures optindg@egpolyphénol-oxydases des fruits
et légumes sont comprises entre 20 et 60 ° C. Atidrabaci (2016) ont indiqué les va-
leurs température optimales suivantes: 10 °C,G3®0 °C et 5 °C en utilisant respective-
ment du catéchol, du pyrogallol, de I'acide caféigidu 4-méthylcatéchol.

Bravo et Osorio (2016) a leur tour ont étudié éetfe la température sur la PPO de gro-
seille du Cap en utilisant plusieurs substratsoiistrouvé une température optimale de 40
° C en utilisant du catéchol et 25 ° C avec duéthylcatéchol.

De plus, nos données sont similaires a ceux ragp@aur l'activité de la PPO extraite
du litchi (Litchi chinensis Sonn. Cv. Maurice) (Jéaetal.,1997) et de la seve de mangue
(Mangifera indica L.) (John et al.,, 2011) avec une stabilité jusqu'au70°C.
mais different de ceux obtenus par Belarkilef2003) qui ont suggéré que la PPO extraite
de la datte algérienne Deglet-Noor était tres tiodabile. Ces auteurs ont constaté que la
PPO perd 50 et 66% de son activité initiale ap@esih de traitement thermique a 55 et 70
° C, respectivement. Cela pourrait s'expliquerledait que nous avons utilisé un cultivar
différent et / ou des méthodes d'extraction difiézs.

Hasegawa et Maier (1980) ont rapporté que la PRQldites américaines Deglet-Noor
a pu conserver son activité initiale lorsqu'eltéhaintenue pendant 10 min a 60° C, mais
gu'elle était completement inactivée apres unehbaton de 10 min a 80 ° C. Le traitement
a 67 ° C a provoqué une perte d'activité de 50%utdisant I'acide chlorhydrique comme
substrat.Sachde al. (1989) ont constaté que les PPO de dattes de &a&irde Zahdi
(Phoenix dactylifera L.gn Irak conservaient leur activité initiale lorsjlés étaient main-
tenues pendant 10 min a 35 ° C, mais qu'ellesrétammpletement inactivées apres 10
min a 70 ° C.
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3.3Spécicité de substrat

L'étude de spécificité du substrat est importamtgr @voir une idée de la capacité de

I'enzyme a oxyder les substrats monphénoliquesplmedoliques et triphénoliques ainsi

haquessat.

La spécificité de des PPOs des dattes vis-a-vidifthrent substrats monophénoliques
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(phénol, L-tyrosine et crésol),o-diphénoliques @wojne, catéchol et 4-méthylcatéchol), et

triphénoliques. (pyrogallol, acide chlorogéniqueaeide gallique) a été étudié .Les résul-

tats ainsi obtenus sont regroupés dans le tabledessous.
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L'activité enzymatique en présence de chaque silestt exprimée en pourcentage par
rapport & I'oxydation du catéchol.D’aprés le tablé8, Nous remarquons que les PPOs
des dattes sont capables d'oxyder les substrgihésblique et triphénolique. Cepen-
dant,aucune activité monophénolase oxydase n’ détgetée. Une forte activité a été veri-
fiée en présence de catéchol et est considérée edi@® L'absence d'activité tyrosinase
a été également signalée pour la PPO de bourradioe €t Arabaci, 2016) et la PPO
d'abricot ( Derardja etl., 2017). De plus, I'oxydation des substrats o-@ighiques par les
PPOs des dattes semble étre meilleure que callsutbstrats triphénoliques.

De méme, nous constatons que les PPOs des dattemporte differemment avec les
substrats testés dont un taux d’oxydation diffeeeété observé pour le méme substrat .

Une oxydation plus ou moins forte de I'acide gaiéq par la PPO de Tantbouchet et
Tadela a été observé tandis qu'une absence diacti\été trouvée pour la PPO de Deglet
nour et celle de Ghars.Les PPOs de Tadela et Tagtibb semblent avoir une meilleure
oxydation de différents substrats testés par ragpoelle de Deglet Nour et de Ghars.

3.4Efficacité et affinité (Parametres cinétiques Knet Vmax)

Pour déterminer les paramétres cinétiques des BEQsatre variétés des daties
vitesses initiales ont été mesurées a différentexcantrations de catéchol et 4-
méthylcatéchol (activité catécholase),et de pyltogéctivité triphénolase).Nos résultats
expérimentaux ont été estimés a l'aide de reprasens de Michaelis-Menten et de Lin-
weaver—Burk.

L’évolution de I'activité enzymatique en fonctide la concentration de ces trois subs-
trats est représentée dans les figures (26,27,289tpour la PPO de Deglet Nour
,Ghars,Tadela et Tantbouchet,respectivement.

Nous remarquons que les représentations graphatpregent des courbes d’allure hy-
perbolique,ce qui signifie que les quatre enzymagest une cinétique michalienne ty-
pique.

La valeur de Km est la constante de Michaelis. 8#énit I'affinité et la force de liai-
son de I'enzyme pour son substrat. Une enzymeeurde Km élevée a une faible affinité
pour son substrat et vice verca.De méme,la valeirdax est un autre parametre permet-
tant d’avoir une idée sur la vitesse de la réactDiautres part ,le calcul de rapport
Vmax/Km permet d’évaluer I'efficacité catalytique dlenzyme vis a avis d’'un substrat

bien déterminé.
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Les valeurs des paramétres cinétiqgues (Vmax et #lstgnus a partir des représenta-
tions graphiques de double inverse 1/V=f(1/S)séoapitulées dans le tableau 22.

Tableau 22: Parameétres cinétiques des PPOsidess

Source Km V max Vmax/Km

Substrat (MM) (EU/mL) (EU/mM.mL) R
3 Catéchol  37.68+0.88  410.68+8.85 10.89+1.00 0.944
% 4-Méthylcatéchol 1.94+0.12  268.30+9.06 138.29+3.96 0.981
& Pyrogallol 35304321  75.93+7.11 2.15+0.82 0.994
) Catéchol  35.44:195  937.42£21.11  26.45+11.00 0.988
‘%’ 4-Méthylcatéchol 13,39+0.92  393.36+10.30 29.37+17.00 0,963
Pyrogallol  18.25:0.88  423.15+17.95 23.18+9.00 0.993
Catéchol  38,066+10,47 2801.33£4738,10  80.02:¢9.12  0.991
% 4-Méthylcatéchol 4g 501299  1353.59+153,25 28.28+4.05 0-989
S
Pyrogallol 60,15+4,11  1082.15+110.15 17.99+7,57 0.991
= Catéchol 3.5:0.77  3161.41+18.13 903.26+18.3 0.984
g 4-Méthylcatéchol  6.7+0.19 2171.99 +13.28 324174175 0.978
o]
E Pyrogallol 11 84234  196336+10.14  166.38+13.82 0-984

D’apres les résultats de tableau 22,nous remarquoaglifférence flagrante en terme
d’affinité et efficacité par rapport au quatre emeg purifiées .De méme, l'utilisation de
trois substrats permet d’avoir une idée sur I'effetsubstrat sur les parametres cinétiques.

La meilleure affinité pour le catéchol a été obserpour la PPO de Tantbouchet suivie
de trois autres qui ont présentées des valeasgpe similaires vis-a-vis de ce substrat.

En utilisant le pyrogallol comme substrat, les PRI®sTantbouchet et celle de Ghars
ont révelé une meilleure affinité par rapport decde Deglet nour et celle de Tadela.

De plus,l'oxydation de 4-méthylcatéchol est plugdaen présence de la PPO de deglet
Nour suivie de celle de Tantbouchet et Ghars.Cegdnthe valeur trés élevée de Km a été
obtenue pour la PPO de Tadela.

En terme defficacité ,les PPOs de Deglet nour @tGhars oxydent mieux le 4-

méthylcatéchol par rapport au catéchol et pyrogakspectivement, tandis que les PPOs
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de Tadela et Tantbouchet oxydent mieux le catépholrapport au 4-méthylcatéchol et
pyrogallol.

Une telle efficacité pour le 4-méthylcatéchol & atissi rapportée pour les fruits me-
dullaires (Mespilus germanica L., Rosacga@®incer et al., 2002), Thymbra Thymbra
spicata L. var. Spicaja(Dogan etal., 2006), avocatRersea americana Mill (Gomez-
Lopez, 2002), aubergin&g¢lanum melongendMishra etal., 2012), cerise de la Barbade
(Malpighia glabra L) (Kumar etal.,2008), alors qu'Aydemir (2004) et Aydemir et Akkan
(2006) ) ont rapporté que le catéchol est le mailgibstrat pour la PPO d’artichaty¢
nara scolymus L) et de céleri-raveApium graveolens.), respectivement.

Dans la littérature ,les valeurs de Km rapportéd ddférentes en fonction de la source
et le substrat utilisé .

Les valeurs de Km obtenues pour le catéchol dalisdature étaient de 25,1 mM pour
le raisin Emir Yitis vinifera L. cv. Emiy (Unal etSener, 2006), 79,3 mM pour |'Atemoya
(Annona cherimola Mil) (Chaves eal., 2011), 34 mM pour la pomme Amasya (Oktay et
al., 1995), 52,6 pour la PPO du raisin Victoria (Rapeatal., 2006), 180 mM pour la
pomme Starking (Rocha at., 1998), 44 mM pour le mamePduteria sapota(Palma-
Orozco efal., 2011), 4,99 mM pour le fruit du marul&dlerocarya birrea subsp. Caffra
(Mdluli, 2005), 44,5 mM pour le raisin Sultaniygifis vinifera L. cv. SultanaUnal etal.,
2007), 5,7 mM pour les fruits médullairdddspilus germanica L., Rosacgg®incer et
al., 2002), 20 mM pouThymbra spicatd.. var. spicata(Dogan etal., 2006), 29 mM pour
le céleri-rave Apium graveolens.) (Aydemir et Akkanli., 2006), 18 mM pour le thysu
(Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubar@ogan et Dogan, 2004) , 3,2 mM
pour la laitue beurrd_ctuca sativa var. Capitata.].(Gawlik-Dziki etal., 2008), 5,2 mM
pour la cerise de la Barbade (Malpighia glabra(Kymar etal., 2008) et 10,2 mM pour
l'artichaut Cynara scolymus.). (Aydemir, 2004),28,3mM pour le radiBRgphanus sativus
var. sativus)( Goyeneche &.,2013) ,2,24 mM pour la PPO de Bourracheathystemon
orientalis L) (Alici and abbasci .,2016).

De plus, les valeurs de Km obtenues pour le 4-ytegtéchol dans la littérature étaient
de 3 mM pour ThymbraThymbra spicata L. var. SpicgtéDogan etal., 2006), 9,8 mM
pour Thymus Thymus longicaulis subsp. Chaubardii var. Chaubar@Dogan et Dogan,
2004), 42 mM pour le céleri-ravé\gium graveolens .) (Aydemir et Akkanli, 2006), 1
mM pour la laitue beurreL@ctuca sativa var. Capitata.l.(Gawlik-Dziki etal., 2008). ,
6,9 mM pour le cerisier de la Barbaddalpighia glabra L) (Kumar etal., 2008), 12,4
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mM pour les tétes d'artichauCynara scolymus ). (Aydemir, 2004) et 7,5 mM pour les
fruits médlaresNlespilus germanica L). (Dincer etal., 2002).

Les valeurs de Km pour le pyrogallol dans la latare étaient de 1,3 mM pour le ma-
mey (Pouteria sapotp (Palma-Orozco edl.,2011), 39,4 mM pour le Thymbratymbra
spicata L. var. Spica)aDogan etal., 2006), 5,5 mM pour le thymu3tymus longicaulis
subsp. Chaubardii var. ChaubarjlifDogan et Dogan.,2004), 50 mM pour le céleri-rave
(Apium graveolens.). (Aydemir et Akkanli.,2006), 1,24 mM pour la Bade ceriseNal-
pighia glabra L.)(Kumar etal., 2008) et 14,3 mM pour les tétes d'artich&pyn@ara sco-
lymus L) (Aydemir.,2004) et 6,3mM pour le radiRgphanus sativus var. sativQé
Goyeneche «tl.,2013).

3.5.Effet de la concentration de I'enzyme

Dans le but de préciser le volume de I'enzyme atajopour initier la réaction permet-
tant un suivi facile avec une vitesse moyenniemte ni trop rapide, nous avons mesuré
I'activité des PPOs des dattes vis-a-vis de laatian de volume d’enzyme de 5 a 30ul en
utilisant le catéchol comme substrat. Les résubitsi obtenu sont représentés dans la
figure 30.

Nous avons remarqué une corrélation linéaireedigugmentation de l'activité enzy-
matique et le volume d’enzyme. Un volume de 15plité&thoisi dans toutes les mesures
d’activité.

Dans la littérature, différents volumes ont étépmfé pour la mesure d’activité des
PPOs. La valeur est en fonction de la vitessée#ichcité de I'oxydation du substrat, et
aussi le dégrée de purification de I'enzyme .BravoOsorio.(2016) en travaillant sur la
PPO pure de Groseillier a maquereau ont utilisealnme de 12ul ,de méme,Cheema et
Sommerhalter.(2015) ont utilisé un volume de 20pdrgde suivi de I'activité de PPO puri-
fie a partir de mangue tandis que lonitalg2017) ont rapporté un volume de 100ul lors
de mesure de l'activité enzymatique de I'extraittlate la PPO de prune.

A partir A partir de cette relation de proportioht& nous pouvons estimer la valeur de
la constante catalytique, ainsi que l'efficacitéabgique qui outre le rapport Vmax/km
peut étre exprimé par le ratio Kcat/km(s-1).Lelewes ainsi correspondantes sont regrou-

pées dans le tableau 23.
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La constante catalytique ou turnover (Kcat) coroesiant a la quantité d'enzyme qui
convertit une mole de substrat par seconde a Etél€selon I'équation suivante :

V
— max
K cat - E
[E] ,
Avec :
Vmax: Vitesse maximale ou activité catalytiquagl mg* min™)
Kcat: Constante catalytiquelfs
[E]o : Concentration initiale en enzyme(g/mol)
Tableau 23 Valeurs de constante catalytique des PPOs desdatte
Source Poids
, . Km Kcat Kcat/K,,
Moléculaire Substrat (mM) (sY (S*Mm™)
kDa
Catéchol 37.68+0.88 214.26+3.43 5.68+0.05
PPQ | 4.méthylcatéchol 1.94+0.12 139.98+3.15 72.15+1.88
. 20 Pyrogallol | 35.30+3.21 39.61+0.19 1.1140.00
>
S PPQ Catéchol 37.68+0.88 471.38+5.96 12.51+0.13
ko a4 4-Méthylcatéchol 1.94+0.12 307.96+2.15 158.74+2.69
(@]
a Pyrogallol 35.30+3.21 87.15+1.19 2.46+0.50
PPQ Catéchol 37.68+0.88 696.37+6.11 18.48+0.77
65 4-Méthylcatéchol 1.94+0.12 454.94+7.32 234.50+1.6

Pyrogallol  |35.30+3.21 128.75k95 3.6420.80

Catéchol 35.44+1.95 276.61+5.18 7.80+0.14
(7]
fgﬁ 30 4-Méthylcatécho| 13,39+0.92 116.07+3.77 8.66+0.22

Pyrogallol 18.25+0.88 124.86+17.95 6.84+0.15

Catéchol 35,066+10,471 2192.34+ 13,25 62.52 +3.85
< - -

3 90 | 4-Methylcatechol 45 50,2 99|  1201.76+10,12 24.77+0.79
|_

Pyrogallol 60,15+4,11 846.9+9.13 14.07+0,21
= Catéchol 3.5+0.77 738.88 +8.44 211.11+5.71
o
3 67 | 4-Méthylcatécho| 6.7+0.19 507.63 +13.28 75.76+6.53
8
c
IS Pyrogallol 11.842.34 458.87 +11.09 38.88+4.69
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D’aprés les valeurs de tableau 23,plusieurs renegrgpeuvent étre déduites comme
suit :

1-La valeur de constante catalytique differe d’wo@rce a une autre pour le méme
substrat et d’'un substrat a un autre pour la mérngnee.

2- Pour une méme enzyme et un méme poids moléeylaie proportionnalité existe
entre les valeurs de Vmax et Kcat ,d’autant leswal de Vmax sont grandes ,d’autant les
valeurs de cette constante sont ainsi grandes.

3-L’efficacité catalytique dépend de la source 'daayme, le substrat utilisé et la preé-
sence ou non des isozenzymes.

4-Nous avons remarqué une corrélation entre I'amgatien de l'affinité (<<kKm) et
I'efficacité catalytique.

5-En présence d’isoenzymes dans le cas des PP@sitles, nous remarquons une cor-
rélation linéaire entre 'augmentation d’efficaciid@talytique et le poids moléculaire.

6-Comme ordre d'efficacité catalytique en présedee catéchol ,pyrogallol et 4-
methylcatéchol,nous pouvons classer les PPOs dé@$etés des dattes comme suit :

La PPO de Tantbouchet semble étre la plus effipace les trois substrats testés suivi
de la PPO de Tadela puis des PPOs deglet Nour{&fFPQ>PPQ) tandis que la PPO de
Ghars semble étre la moins efficace.

Dans la littérature, plusieurs rapports ont eétubiedficacité catalytique des PPO
d’origine différentes vis-a-vis de plusieurs suéitst Derrarja eal.(2017) ont rapporté les
valeurs de constante catalytiqué)(st efficacités catalytiquestsiM™) suivantes pour la
PPO d'abricot : catéchol (210'40 s'mM™) ,acide chirogenique(1400*'s500 $'mM™)
,4-méthylcatéchol(700%s,340 8mM™) et pour le pyrogallol (590%s,50 s'mM™)

Dogru et Erat (2012) a leur tour ont étudié aussigropriétés cinétiques de PPO ex-
traite a partir de persil vis a vis de 6 difféereatdbstrats. lls ont rapporté les valeurs sui-
vantes : catéchol (19.7 mif24937 miffmM™) catéchine (3.3 mih ,206.3 miAfmM™)
,4-méthylcatéchol(2.6 mih,2680 min‘mM™) ,L-dopa (1.5 miit ,10000 mi‘mM™) Do-
pamine (18 miif ,3.04 min'mM1)et pour le pyrogallol (3.6 mih,48.65 mintmM™>

Cependant des valeurs élevées ont été trouveddipiaet Arabaci.(2016) pour la PPO
de bourrache : catéchol (2.2%16},9.8.19s'mM™) ,acide caféique (6.2.10s*, 122.18 s
'mM™) 4-méthylcatéchol(10,7.1G*,24.10s'mM™) et pour le pyrogallol (1.15.4G
1 4.9.10s'mm?).
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5.4.Contrdle de brunissement enzymatique

5.4.1Effet des détergents et agents chaotropiques

L’influence de trois concentrations (0,1.,2 et 5jndbnze détergents et agents chao-
tropiques souvent utilisés dans l'industrie alinagnet sur les PPOs des dattes a été exami-

née.L’effet de la charge de détergent a été atisdiééen utilisant a la fois des détergents
ioniques et non ioniques.

Une comparaison en terme de sensibilité vis-a-wisab détergents et agents a été éga-

lement faite entre I'oxydation des o-diphénol eitisaint le catéchol et 'oxydation des
triphénols en utilisant le pyrogallol comme subistra

Les résultats ainsi obtenus sont représentéesleanableaux 24,25,26 et 27 pour les
PPOs de Deglet Nour,Ghars ,Tadela et Tantboudsgiectivement.

Tableau 24:Effet des détergents et agents chaotropiqueB@ die Deglet Nour

Taux d'inhibition de I'activité relative (%)

Réactifs
Catéchol Pyrogallol
a- Détergents
o 9 0.1 mM 2mM 5mM 0.1mM 2 mM 5mM
ioniques
Sodium dodecyl sulfate NE NE -1738+2 NE NE -40.9+1.5
Sarkosyl NE NE -40.5£1.0 NE NE -43.7£1.6
Sodium cholate NE NE NE NE NE -5.2+0.6
Sodium I‘;‘t’:ecy' cho- \g NE NE NE NE -3.7.40.4
a- Détergents non
ioniques
Triton X-100 NE NE NE NE NE -15.9+1.0
Tween 20 NE NE NE NE NE -20.7+£.1.1
Tween 80 NE NE NE NE NE NE
NP-40 NE NE -23.1+1.5 NE NE -30.7+1.3
c- Agents chaotro-
piques
Urea -78.1+12 -100 -100 -83.1+1.3 -100 -100
Guanidine hydrochlo- -
ride -51.5+0.9 -70.9+1.8 -100 -62.4+1.7 80.342.0 -100
NE :No effect

(-) & (+) ie : Inhibition.et activation.
(a )signifies (x SD) pour des expériences en triple
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Tableau 25:Effet des détergents et agents chaotropiquéd® de Ghars

Taux d'inhibition de I'activité relative (%)

Réactifs ,
Catéchol Pyrogallol
a-Détergents
. 9 0.1mM 2mM 5mM 0.1mM 2 mM 5mM
ionigues
Sodium dodecyl sulfate  +2.80 -9.5+0.4 -22.80.9 NE +11.0+0.5 -53.2+1.8
Sarkosyl +1.3+0.0 -32.4+1.0 -50.3+1.2 +25+0.2 #3832 -57.8+1.3
Sodium cholate NE NE -13.0+0.5 NE NE -16.2+1.0
Sodium l‘;‘t’:ecy' cho- NE NE -8.1+0.1 NE NE -10.940.7
a- Détergent non
ionique
Triton X-100 NE -11.3+0.6 -25.9+1.7 NE -16.3+0.2 5:2+t1.4
Tween 20 -20.22+1.5 -35.6 #1.2 -53.7+#1.1  -30.1+2.451.2+2.0 -66.7+.1.1
Tween 80 NE NE NE NE NE -15.4+0.9
NP-40 -5.5+0.8 -19.3+0.7 30+1.9 -15.3+x1.4 -30.1+1.2-50+1.9
c- Agents chaotro-
pigues
Urea -38.5+£1.7 -67.612.4 -70.3£1.2 -50.1+#1.3 -73.8+ -90.1+1.7
Guanidine hydrochlo-  »5 7,08 397+16  -50.641.0 -40.2422 -59.8+2. -70.4+2.2

ride

Tableau 26:Effet des détergents et agents chaotropiquéd® de Tadela

Taux d'inhibition de I'activité relative (%)

Réactifs i
Catéchol Pyrogallol
a- Détergents
o 0.1 mM 2mM 5mM 0.1mM 2 mM 5mM
ionigues
Sodium dodecyl sulfate NE NE -13%43 NE +3.0+0.0 -47.9+1.3
Sarkosyl NE -25.7+1.3 -37.2+1.1 NE -25.3+1.6 -38.48t+
Sodium cholate NE NE NE NE NE NE
Sodium dodecyl cho- NE NE NE NE NE NE
late
a- Détergents non
ioniques
Triton X-100 NE NE -20.2+1.7 NE -13.7+£1.8 -31.2+1.4
Tween 20 -20.2241.0 -34.7+1.2  -50.14+2.2 -28.9+2.445.0+¢1.6  -66.3+.1.5
Tween 80 NE NE -13.1+1.6 NE -8.9+0.4 -21.6+1.7
NP-40 -9.4+0.4 -23.6+0.9 -33£2.0 -19.6+1.7 -36.A4+1. -55.1+2.1
c- Agents chaotro-
pigques
Urea -41.8+0.7 69.7+1.6 -80.4+1.0 -62.9+2.7 -83.6+3 -97.8£3.4
G“a“'d'rr‘%gydrocmo' 342429  53.7¢1.4  -62.8+19 -57.3:t1.0 -70.6+1.7-83.8+2.8
NE :No effect

(-) & (+) ie Inhibition.et activation.
(a )signifies (x SD) pour des expériences en triple
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Tableau 27:Effet des détergents et agents chaotropiqué¥® de Tantboucht

Taux d'inhibition de I'activité relative (%)

Réactifs

Catéchol Pyrogallol
a- Détergents
o 9 0.1mM 2mM 5mM 0.1mM 2 mM 5mM
ioniques
Sodium dodecyl NE NE 1103%08  NE +8.040.0  -40.2+1.8
sulfate
Sarkosyl NE -20.1+1.3 -30.1+1.6 NE -20.8+1.5 -30.8+
Sodium cholate NE NE NE NE NE NE
Sodium dodecyl NE NE NE NE NE NE
cholate
a- Détergents non
ioniques
Triton X-100 NE NE -16.6+1.3 NE 9.440.6 -25.54+1.7
Tween 20 -15.12+0.9 -28.3+1.4 -45.4+41.7 -25.6+3.241.7+3.5 -60.7+.1.1
Tween 80 NE NE NE NE NE -15.440.9
NP-40 -5.5+0.8 -19.3+0.7 -30+1.9 -15.3+1.4 -30.+1. -50+1.9
c- Agents chaotro-
pigues
Urea -38.5+1.7 -67.6£2.4 -70.3x1.2 -50.1+1.3 -73.8+ -90.1+1.7
G“a“'d”:fjgydro‘:h'o' 25.7+0.8 30.741.6  -50.6+1.0 -40.242.2  -59.8+2. -70.4%2.2
NE :No effect

(-) & (+) ie Inhibition.et activation.
(a )signifies (x SD) pour des expériences en triple

D’aprés les résultats de ces tableaux nous remasggoe la sensibilité des PPOs des
dattes differe d’'une part en fonction de type deemd@nt et agent chaotropique utilisé et
d’autre part en fonction de substrat aussi. Noustadons aussi que pour le méme déter-
gent ou agent chatropique et le méme substragnsilslité est variable en fonction de la
variété (Source ) de I'enzyme.

Une corrélation linéaire existe aussi entre le tdlhibition et 'augmentation de la
concentration de réactif. Les agents chaotropiquegprésentés des taux d’inhibition ap-
préciables pour les quatre enzymes utilisés eadwis des deux activités triphénolase et
o-diphénolase. A I'exception de celle de Deglet Nlea détergents non ioniques (Triton
X-100, Tween 20, Tween 80 et NP-40) a leur togsentent aussi un effet inhibiteur sur
les autres PPOs des dattes a des concentratiml.

La PPO de Deglet Nour semble étre plus résistangedétergents non ioniques mais
plus sensible vis-a-vis des agents chatropiquesagpguort aux trois autres enzymes.Ceci

peut étre da a la présence de trois isoenzymes agaaomportement different.
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La PPO de Ghars semble étre la plus sensible.Undauhibition élevé a été estimé
vis-a-vis de réactifs testés, tandis que la PPDam¢bouchet présente des taux d’inhibition
plus bas vis-a-vis des agents chaotropiques,d#ttrgponiques et non ioniques notamment
a forte concentration(5mM)en la comparant avehseslogues.

De méme, la PPO de Tadela présente une sensihi@@nédiaire entre la PPO de
Tantbouchet et celle de Deglet Nour. Nous avondedugmt constaté que l'activité o-
diphénolase est moins sensible que l'activité émlase.

Soulignons qu’'un tel comportement n'est flagrantaqdes concentrations élevées
(5mM)En effet, une telle étude permet de veérifiameé part la présence ou non d’'une
forme latente de I'enzyme via une activation proyet dite avec tels réactifs et d’autre
part leur efficacité en tant qu'inhibiteurs deti\até de PPO.

En outre, pour les détergents ioniques, différeffists ont été observés, le cholate de
sodium et le dodécylcholate de sodium n’ayant awaftet significatif sur les PPOs des
dattes a I'exception de celle de Ghars.

Le sarkosyl inhibe I'activité triphénolique et aetienolique pour les PPO des dattes. le
SDS augmente légerement l'activité (8%) a une curaigon de 2 mM. Cet effet n'est pas
tres significatif et prouve l'absence d'une formierte de PPO de Tanbouchet. Une con-
centration élevée de SDS (5 mM) inhibe 40% deiVaét En fait, son effet a été noté ex-
clusivement en utilisant le pyrogallol comme sudiiséit aucun effet n'a été observé en pré-
sence de catéchol.

Dans la littérature,l'effet de ces réactifs a &iésa rapporté.Saeidian et ses collabora-
teurs (2007) ont étudié I'effet de ces réactifs Iaantivité de la PPO de safran d’'lran en
utilisant du catéchol et du p-crésol comme sulsstikst ont signalé un effet d’activation de
I'activité en utilisant le SDS (+ 400%) et le saskb(+ 130%) et pour les détergents non
ioniques et les agents chaotropiques, une diminwel'activité a également été observée
avec l'augmentation de la concentration. Une itibibiélevée a été rapportée pour l'urée
(3,5 mM) avec une perte d'activité allant jusq&oGavec le p-crésol, contre 15% avec le
catéchol.

En général, l'utilisation de détergents est efi@etpour activer I'activité enzymatique.
Plusieurs rapports mentionnaient que l'ajout de $B& probablement activer la forme
latente de I'enzyme.Un tel comportement a été raptans le cas de PPO de mangue
(Cheema et Sommerhalter.,2015) et PPO d'abricat(Ba etal.,2017).

114



Chapitre 5 :Résultats et discussion

5.4.2 L'effet des ions métalliques

L'effet des ions monovalents et divalents surtlia® enzymatique des PPOs des
dattes a été examiné en utilisant le catécha pytogallol comme substrats et en suivant
I'effet de concentration aussi dont cing concerdrat ont été utilisées 0.1.,1.,2.,5 et
10mM.Etant donné que la PPO est une métalloenzyree de cuivre comme cofacteur
dans son site actif, le suivi de présence daicsrimétaux (CaglFeSQ, CuSQ, KCI,
NaCl, MgSQ et ZnSQ) semble étre intéressant.

Les résultats obtenus sont regroupés dans lesatabl28,29,30 et 31 pour les PPOs de

Deglet Nour,Ghars ,Tadela et Tantbouchet ,respscint.

Tableau 28:Effet des ions métalliques surla PPO Delgtair

Activité relative (%)

Substrat lon métallique 0,1mM 1mM 2mM 5 mM 10 mM
ALCl, 100,0+1,1 100,0+1.7 85,4+1,1 77,8+0,5 70,711
CdsQ 100,0+2.0 100,0£0.9 92,5+1,6 86,4+1,8 78,4+1.8
S CaClh 100,0+3.0 100,0+0.4 96,743.1 945+1,3 90,1+1.3
é CuSo4 100,0+0.4 100,0+1.5 101,8+0.9 103.8+3,0 1055+
5 FeSO: 100,0+0.E  100,(+1.2 100,+0.7 102,3+2,0 104,5+2.2
ZnSQ, 100,0+1.9 100,0£1.6 100,0£3.0 101,0+1,0 102.5+2.4
NaCl 100,0+#1.0 100,0+1.8 100,0+#2.5 100,0+1,4 1009+l
KCI 100,0+1.2 100,0+1.9 100,0+2.8 100,0+1,9 100,0+2.
ALCI, 100,0+1,4 90,7+1.5 82,4+1.0 72,1+0,5 65,7+2.3
CdsQ 100,0+1,8 95,1+0.9 87,0£1.2 83,0+£1,6 75,1+3.0
S CaCb 100,0+1,2 98,9+1.3 94,3+3.3 90,2+1,1 87,5+2.5
‘=§D CuSo4 100,0+1,3 100,0+2.6 102,8+1.4 103,5+3,0 106®@+
:;j, FeSO4 100,0+1,9 100,0+2.1 101,9+1,7 102.6x2,0 HIXB
ZnSQ, 100,0+2.0 100,0z2.9 101,5+1.6 102.4+3,0 104,7+0.8
NacCl 100,0+#4.0 100,0+2.4 100,0£¢0.9 100,0+1,4 100,0+1
KCI 100,0+0.6 100,0+1.8 100,0+0.4 100,0+1,9 100,0+0.
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Tableau 29:Effet des ions métalliques surla PPO Ghars

Activité relative (%)

Substrat lon métallique 0,1mM imM 2mM 5 mM 10 mM
ALCl; 100,0+1,5 84,3+1,3 75,3+1,1 68,5+1.7 62,3+1,8
CdsQ 100,0+1,1 87,5+0.5 84,0+1.8 80,5+1,5 75,3£1,4
= CaClh 100,0#1,3  96,4+1,7 94,3t1,9 91,3+14 88,5+1.9
é CuSo4 102,5#1,0 107,9+1,5 112,314 1149+2,0 113dQA+
S FeSO: 101,0£2.C 104,3+1,8 109,8+t10 112,7#3,0 1165+19
ZnSQ, 100,0+2.2 102,5#3.0 108,3+0.7 110,5+2.0 113,5#1,4
NaCl 100,0+1.8 100,0+1,1 99,3+1,4 97,5#1,3 96.4+0.6
KCI 100,0+3.0 100,0+1,0 985+15 96,9+1,5 95,0+1,7
ALCl, 100,0+2.7 81,5%1.2 73,5+0.6 65,3+0,9 60,1+1.5
CdsQ 100,0#1.1  85.3#1,3 80,5+0.7 77,9+15 70,7+0.9
S CaCb 100,0+0.9 95.7+1,7 96,7+0.9 88,7+£1,7 90,1+0.5
‘:“D CuSo4 101,0+0.7 109,5+0.4 110,7£1.0 115,8x2,0 17U+
:;j, FeSO4 100,0+1.5 106,4+2.2 108,5+2.5 113,6+3,0 H®BAOL
ZnSQ, 100,0+1.6 104,5#3.0 105,1+2.7 109,1+1,0 111,3+2.0
NacCl 100,0+3.2 100,0+0.5 100,0£1,3 96,1+1,6 95.3+1,8
KCI 100,0+2.8 100,0+1,0 99,3+1,4 95,6+1,1 94,7+1,1

Tableau 30:Effet des ions métalliques surla PPO de Teadel

Activité relative (%)

Substrat lon métallique 0,1mM imM 2mM 5 mM 10 mM
ALCI; 100,0#1,9 87,726 78,4x1,3 72,805 65,714
Cdsq 100,0#1,5 90,1#1,1 87,0+2,3 83,7¥1,8  78,4%2,7
CaCl 100,0#1,0 98,9+1,8 96,7+2,2 94,5+1,3 90,1+0,9
g CuSo4 101,0#1,4 105,619 110,7#1,1 113,6%¥3,0 115+
‘@
g FeSO4 100,0+1,4 103,1+0,6 108,5+1,9 110,2+2,0 ®NN
ZnSQ, 100,0+1,4 101,9+0,8 105,1+2,1 108,7+3,0 111,3+1,2
NaCl 100,0+0,9 100,0+1,1 100,0+1,0 99,9414 98,5+1,3
KCl 100,0#1,7 100,0#1,4 99,3#1,2 98,8419 98,1+1,6
ALCI; 100,0#1,1 84,1#1,1 75,9+1,0 69,3x1.9 60,5%1,7
Cdsq 100,0+10  86,3+2.2 83,7+1,8 80,112  75,6%2,3
S CaCl 100,0#1,2  94,5+0.9 94,216 90,2+0.7 86,510
‘_§7 CuSo4 101,0#1,8 109,5+0.5 113,4+1,4 114,7+2,1 1163+
o;_’ FeSO4 100,0#1,9 106,2+2.7 110,2+0.8 112,3+1,7 HI53
ZnSQ, 100,0+1,6 104,9+2.4 108,3#1,7 110,9+0.8 112,5+1,9
NaCl 100,0+1.2 100,0+3,0 100,0+2,2 97,7419 96,0#1,1
KCl 100,0#2.0 100,0#2.9 97,3#14 96,1#1,3 95,1+0.8
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Tableau 31Effet des ions métalliques surla PPO de Tarthet

Activité relative (%)

Substrat lon métallique 0,1mM imM 2mM 5 mM 10 mM
ALCI; 100,0#1,1  90,3+0.9 81,917 753+14 68,9+1,1
CdsQ 100,0#1,2  93,4#1,5 90,1+19 854+1,1 80,315
CaCl 100,0+0.6 100,0#1,3 98,5#1.8 96,7419 93,5+#1.7
E CuSo4 100,0+0.9 102,2+#1,4 105,5#1,4 107,5+2.0 1B+
[&]
‘O
g FeSO4 100,0#1,0 100,0+0,9 103,3#2.5 105,9+3.0 HI8®H
ZnSQ, 100,0+1,8 100,4+0,7 102,2#1.2 104,9+0.9 106,7+1,4
NaCl 100,0+1.3 100,0+1,4 100,0+3.0 100,0+2.0 99,8#1,
KCl 100,0#1,5 100,0+1,8 100.0#1  100,0+0.3 99,1+1,1
ALCI;
CdsQ
ALCI, 100,0#1,0 88,3#1,1 80,3+1,3 74,612 715+1,0
5 CdsQ 100,0+0.8 90,1#1,1 88,0£15 86,9¥15 825+3.6
c=% CaCl 100,0£3.0  99,1%1,0 97,9+16 95419 92,714
§, CuSo4 101,0#2.4 104,3#1,8 106,8+1,9 108.8+4.0 1MB=*
a
FeSO4 100,0#1.9 102,0+0,7 105,1#1,4 107,9+¥1,0 9P
ZnSQ, 100,0#1.7 101,1+0,9 103,3#1,0 105,8+2,0 108,1+1,6
NaCl 100,0+1.3 100,0+2.0 100,0+1,0 100,0+1,7 998+1,
KCl 100,0#2.8 100,0#1,9 100,0£3.0 100,015 98.9+1,2

En analysant les résultats I'effet de difféerenteacentrations de certains ions métal-
liques sur les PPOs des dattes, plusieurs remargeesent étre déduite comme suit :

1-Parmi les ions métalliques utilisés, certains@aportent comme des inhibiteurs, cer-
tains comme activateurs, et autres sans effetfigtif.

2- Une augmentation légere de I'activité enzymaidas PPOs des dattes a été observé
en présence de ions divalents (e et Zri?).L’augmentation est d’autant remarquable
gue la concentration est élevée. Le taux le dxgééa été enregistré pour la PPO de Ghars
(13-19%) suivi de Tadela (11-15%) et Tantbouchell®%) tandis qu’'un taux faible a été
obtenu avec la PPO de Deglet nour (2-4%) a uneettration de 10mM.L’ordre de pou-
voir activateur peut étre donné comme suit **Ctre™? > Zn™.

3-Une diminution remarquable a été notée en présdems ions de C3 Cd? et Al'
avec l'ordre d’efficacité d'inhibition suivant : & Cd>> Ca&2.

4-Aucun effet significatif n’a été observé en présedes ions monovalents (Net K"

guoique ce soit le substrat utilisé ou la souremzyme.

117



Chapitre 5 :Résultats et discussion

5-L’oxydation du pyrogallol semble étre plus sefesid I'effet des ions métalliques par
rapport a I'oxydation de catéchol.

6-L’'ordre de sensibilité croisssant des PPOs déedais-a-vis des ions métalliques
testés peut étre donné comme suit :

PPO Ghars>PPO Tadela >PPO Tantbouchet >PPO Deglet N

Nos résultats sont similaires a ceux rapporté pgauPPO de sapote (Paln@rozco et
al.,2011) ,la PPO des fleurs de colza(Sual¢2012) ,la PPO de pomme de Ham(Ay-
din etal.,2015) et la PPO d’abricot (Derardjaa&t2017).

Derardja etal.(2017) ont remarqué que la présence de la plugastions métalliques
testés a affecté négativement l'activité enzymatidies ions métalliques tels que3l
Ni*%, Mn*?, C&? et F&? inhibaient nettement I'activité de la PPO, moies88% de l'activi-
té de la PPO était conservée a une concentratid® d¢eM. De méme, ils ont rapporté un
effet stimulateur en présence de MgSIhSQ et CuSQ.

Des effets similaires ont été observés pour la BE@ommes, ou 50 mM de Cu$®
pu provoquer une augmentation de l'activité deR® a 145% et 3,69 mM de I'Aldla
réduit a 50%Aydin etal.,2015).

De plus, l'activité du PPO de litchi était réduér présence de Feg®t de NaCl et
stimulée en présence de MnS&) CuSQ(Liu etal.,2013)

Palma etl.(2011) ont rapporté une stimulation de la PPQapmte en présence de
de MgSQ et ZnSQ, mais contrairement a nos résultats, ils ont elésene diminution de
son activité en présence de CuSO

L’effet inhibiteur de certains ions métalliques comle C& L peut étre d0 a la répul-
sion de I'oxygéne moléculaire ,et le co-substngcessaire pour la réaction enzymatique
de la PPO.(Sun et.22012)

En effet,la polyphénol-oxydase est une métalloerzgontenant du cuivre sur son site
actif. L'effet de certains métaux change en famctie plusieurs facteurs y compris, I'ion
métallique utilisé et son concentration ,le sulbsitdisé ,la source d’enzyme, le degré de
pureté et la présence ou non des isoenzymes .Hetipeut étre positif en augmentant la
stabilité et en renforcant les interactions enzgulestrat, tandis que certains meétaux peu-
vent diminuer le taux d'oxygene et modifier I'édatvalence cuivrique ou bivalent ,ce qui
perturberait I'activité enzymatique (Valko att2005;Aydin efal.,2015)
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5.4.3 Effet des inhibiteurs

L’ effet des sulfites (métabisulfite de sodium, ai@sulfite de potassium et dioxyde de
soufre) des fluorures (acide fluorosilicique, flasiticate de sodium et fluorure de sodium)
des acides aminés (L-cystéine, arginine, acidergliue, glycine) et les acides organiques
(acide salicylique,acide ascorbique et I'acide lbémze) sur I'activité des PPOs des dattes
a été étudié en utilisant le catéchol et le pylobabme substrats et aussi en appliquant
trois concentrations différentes (0,1 Mm, 2 mM an®l).Les résultats ainsi obtenus sont
récapitulés dans les tableaux 32,33,34 et 35 psuUPPOs de Deglet Nour,Ghars ,Tadela et

Tantbouchet ,respectivement.

Tableau 32:Effet de certains inhibiteurs surla PP@dglet Nour

Activité relative (%)

Inhibiteur
Catéchol Pyrogallol
a-Sulfites 0.1mM 2mM 5mM 0.1mM 2mM 5mM
Metabisulfite
) 35.5+1.9 9.1+0.3 0.00 59.1+1.2 0.00 0.00
de potassium
Metabisulfute
} 10.2+1.5 0.00 0.00 21.0+2.0 0.00 0.00
de sodium
Sulfur dioxide 25.9+2.1 0.00 0.00 33.9+1.5 0.00 00.0
b-Fluorures
Acide
o 35.3+1.0 15.2 +0.7 0.00 39.840.0 0.00 0.00
fluorosilicique
Fluorure 28.1£1.6 0.00 0.00 33.6 £12 0.00 0.00
de sodium
Fluorosilicate
) 42.8 +1.2 20.6 £1.3 0.00 45.7+1.0 0.00 0.00
de sodium
c-Acides amines
Arginine NE 27.6+1.4 6.1+0.8 NE 33.4+1.7 0.00
L-cysteine 12.5+2.7 0.00 0.00 25.4+1.0 0.00 0.00
Glycine 75.3£19 54.7+1.0 0.00 79.1+1.6 39.4+2.5 6.3
Acide Glutamique NE 68.3+1.4 13.5+1.1 NE 75.8#3.0 26.5+1.0
d-Acides organiques
Acide benzoique 62.5+1.8 0.00 0.00 68.7£2.0 228+1. 0.00
Acide ascorbique 18.5+2.3 0.00 0.00 36.4+0.5 0.00 0.00
Acide Salicylique 80.3+1.4 56.7+1.3 45.4+0.5 NE 324..6 50.3+1.2

NE : Sans Effet.
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Tableau 33:Effet de certains inhibiteurs surla PPGGEHars

Activité relative (%)

Inhibiteur
Catéchol Pyrogallol
a-Sulfites 0.1mM 2mM 5 mM 0.1mM 2mM 5mM
Metabisulfite de potassium 40.3£1.5 10.6+1.8 0.00 75.7+1.3 24.6+0.7 0.00
Metabisulfute de sodium 15.3%¥1.2 0.00 0.00 250+1. 0.00 0.00
Sulfur dioxide 35.7£1.1 0.00 0.00 38.5+1.2 0.00 00.0
b-Fluorures
Acide fluorosilicique 457 £1.2 0.00 0.00 50.7¢3.0  0.00 0.00
Fluorure de sodium 48.2+1.4 0.00 0.00 40.1 £1.5 0.00 0.00
Fluorosilicate de sodium 53.1%1.5 10.6 +0.9 0.00 55.1+1.0 10.3+04 0.00
c-Acides amines
Arginine NE 60.1+£12 305+0.9 NE 55.1+1.3 30.7+1.6
L-cysteine 28.4+2.1 13.7£2.0 0.00 30.4+1.3 11.9+1. 0.00
Glycine 50.3£1.5 18.5%£2.0 0.00 40.1+1.8 20.3£1.7 000.
Acide Glutamique 60.1+1.6 40.3x1.2 10.6+£3.1 60.3+x1 41.7+0.5 11.6%1.0
d-Acides organiques
Acide benzoique 37.5+£1.8 8.5+0.7 0.00 69.8+1.7 853 0.00
Acide ascorbique 38.5+2.1 0.00 0.00 42.5+1.4 0.00 .000
Acide Salicylique 54.3+1.8 14.7+1.3 0.00 NE 30.2+1. 5.3+1.8
Tableau 34:Effet de certains inhibiteurs surla PPOrddela
Activité relative (%)
Inhibiteur
Catéchol Pyrogallol
a-Sulfites 0.1mM 2mM 5 mM 0.1mM 2mM 5mM
Metabisulfite de potassium 52.3+1.2 17.3+1.4 0.00 65.2+1.2 29.4+1.7 0.00
Metabisulfute de sodium 50,2+2,1 0,0+0,0 0,0+0,0 54.1+1.9 0.00 0.00
Sulfur dioxide 58.7£1.6 0.00 0.00 62.4+1.3 8.5+0.6 0.00
b-Fluorures
Acide fluorosilicique 50.1 +1.7 3.2+0.9 0.00 5301a 9.5+0.3 0.00
Fluorure de sodium 54.2+1.4 0.00 0.00 60.1 +1.5 0.00 0.00
Fluorosilicate de sodium 62.5 1.2 19.7 +0.4 0.00 67.9£2.0 23.5+0.9 0.00
c-Acides amines
Arginine NE NE 48.3+0.9 NE NE 52.9+£1.6
L-cysteine 75,7+1,6 0,0+0,0 0,0 83.5£1.1 13.1+1.8 0.00
Glycine 86.3x1.4 14.3£1.6 0.00 90,1+1.0 19.9+1.7 000.
Acide Glutamique NE 53.4+1.1 28.5%£3.2 NE 57.9£1.5 4051.7
d-Acides organiques
Acide benzoique 85,7+1,5 46,5+0,7 0,0+0,0 88.5+1.2 50.6x2.0 6,5+0,3
Acide ascorbique 75,3+2,2 0,0 0,0 80.4+0.5 25.3+2.3 0.00
Acide Salicylique NE 86,6+1,8 78,0£3,2 NE NE 85.7+1.9

NE : Sans Effet
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Tableau 35:Effet de certains inhibiteurs surla PPOrdaetbouchet

Perte d'Activité relative (%)

Inhibiteur
Catéchol Pyrogallol
a-Sulfites 0.1 mM 2mM 5mM 0.1mM 2mMm 5mM
Metabisulfite de potassium 49.9+1.9 17.3+1.4 0.00 70.4+1.5 20.5+2.4 0.00
Metabisulfute de sodium 18.1+1.8 0.00 0.00 295=1. 0.00 0.00
Sulfur dioxide 39.4+2.7 0.00 0.00 41.7+1.8 2.5+0.6 0.00
b-Fluorures
Acide fluorosilicique 50.1 +1.7 3.2+0.9 0.00 5307 9.5+0.3 0.00
Fluorure de sodium 48.2+1.4 0.00 0.00 40.1 £1.5 0.00 0.00
Fluorosilicate de sodium 58.9 +1.3 13.9+0.7 0.00 59.5+2.0 14.4+0.9 0.00
c-Acides amines
Arginine NE 67.3£2.4 36.1+0.8 NE 69.2+1.7 38.5+1.3
L-cysteine 70.3£2.7 17.5%2.5 0.00 75.7£1.4 19.5+#1.2 0.00
Glycine 55.1+1.8 24.2+1.0 0.00 46.4+1.3 29.542.2 000.
Acide Glutamique 67.6+1.6 48.1+1.2 18.8+3.1 70.040 49.5+25 14.3+1.6
d-Acides organiques
Acide benzoique 42.3+1.4 12.3£2.6 0.00 74.1+0.5 2432 14.4+1.7
Acide ascorbique 38.5+2.1 0.00 0.00 66.4+0.5 453+2 0.00
Acide Salicylique 59.9+1.2 26.5+1.4 4.64+0.5 NE .6 30.1+1.3

NE :Sans Effet

En comparant les valeurs des activités relativess RPOs dattes vis-a-vis des inhibi-

teurs testés ainsi que le substrat utilisé,nousg@miconclure que :
Les sulfites et les fluorures sont des inhibitquussants de I'activité enzymatique des
dattes .Un tel effet inhibiteur puissant a étélégant signalé pour la PPO de bourrache
(Alici et Arabaci, 2016) et la PPO d'aubergine (M&etal.,2012).Néanmoins ,leur utilisa-
tion dans l'industrie alimentaire reste limité exispn de leur toxicité e risque sur la santé

du consommateur.(Benaceuraét2018)
Le taux d’inhibition de l'activité des PPOs destéatarie en fonction de la catégorie

d’inhibiteur et le substrat utilisé. Différents des aminés (résidus non polaires, alipha-

tigues: Glysine, résidus polaires non chargés: dtéage, résidus chargés positivement:

Arginine et résidus chargés négativement :I'acitigagnique) ont été utilisés parmi une

telle liste, la L-cystéine semble étre la plus paige suivie de la glycine et de l'acide glu-

tamique.
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Zhou etal.(2018) ont signalé l'inhibition totale de la PP® Roire par la L-cystéine.
Saeidian (2013) a son tour a également signdiétige la L-cystéine et de la glycine sur
la PPO de la poire européenne.

L'effet de l'acide glutamique a été signalé posrR®Os de champignons@timum
basilicumL.P POs (Dgan, etal.,2007). D’autre part,Mogol &l (2010) ont trouvé une
inhibition fiable du brunissement enzymatique g produits de réaction de Maillard dé-
rivés de différents acides aminés (Arg, His, LyP ).

En outre, I'étude de l'effet de I'acide salicyligde I'acide benzoique et de I'acide ascor-
bique montre inhibition significative en utilisamhe concentration de 5 mM avec comme
ordre : acide ascorbique> acide benzoique> acigedigque

L'inhibition de l'activité enzymatique de PPO pas trois acides a été rapportée pour
la PPO de poire en utilisant l'inhibiteur salicvéy (Zhou etal.,2018) et aussi pour la
mangue Ataulfo (Cheema et Sommerhalter.,2015) &sepce de l'acide ascorbique
comme inhibiteur, alors qu'une inhibition remardeagtar I'acide benzoique a été observée
pour la myrtille PPO (Siddiq et Dolan.,2017) etpesnes PPO ¢hitaet al.,2017).

L'effet du substrat sur la stabilité enzymatiqueobservé beaucoup plus en utilisant les
acides organiques et les acides aminés. L'ordst pa&s modifié pour les quatre catégories
mais le taux d’inhibition et la perte d’activitéraaamplifiés en utilisant le pyrogallol par
rapport a l'utilisation du catéchol.

Le taux d’inhibition dépend a priori de la sourceendyme,de substrat utilisé,de
I'inhibiteur examiné et le degré de pureté de lieng.

5.4.4 Cinétique de l'inhibition de la PPOs dedattes

5.4.4.Efficacité des inhibiteurs

L’inhibition du brunissement enzymatique petne ée résultat de (1) I'inactivation de la
PPO, (2) de I'élimination de I'un des substratdaleéaction (@, polyphénols), et (3) de
I'action des inhibiteurs sur les produits de lacti&m enzymatique pour empécher la for-
mation de produits colorés apres des réactionsidages (Mesquita et Quiroz.,2013).

En se basant sur I'effet des inhibiteurs décritsc@demment ,les inhibiteurs les plus
puissants par catégorie sont:le métabisulfite ddiusn (Sulfite)le fluorure de so-
dium(Fluorure),la L-Cystéine(acides aminés) etitlaascorbique(Acides organiques).

Ces inhibiteurs ont fait I'objet d’une étude dé&eldont leur d'efficacité(Valeur d’'Kg
et K|) ainsi que leur mécanisme d’inhibition ont étéedd@tiné pour les quatre PPOs des

dattes tout en étudiant avec, I'effet de choix uestrat sur les parametres d’inhibition.
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L’effet inhibiteur de ces composés sur les PPOgldéss a été déterminé en utilisant le

catéchol et le pyrogallol comme substrats. Nousargonons quéactivité enzymatique

diminue significativement avec 'augmentation dectancentration d’inhibiteuifin de

comparer entre I'efficacité de ces différents inteilors ,les 1G, ont été déterminées et les

valeurs ainsi obtenues sont regroupées dans lediald6).

Tableau 36:Efficacité et valeurs d'IC50 de certains inhghits sur les PPOs des dattes

IC 50(mM)
Source o Activité catécho- Activité triphéno-
Inhibiteur |
ase lase
5 Acide ascorbique 0.23+0.01 0.11+0.00
(@]
% L-Cystéine 0.10+0.00 0.19+0.02
? Métabisulfite de sodium 0.06+0.00 0,08+0.00
Fluorure de sodium 0,08+0.00 0.12+0.01
Acide ascorbique 0.06% 0.01 0.09+0.02
% L-Cystéine 0.16+0.02 0.26%0.03
e
O Métabisulfite de sodiun 0.0840.00 0.06+0.00
Fluorure de sodium 0.11%0.02 0.17+0.01
Acide ascorbique 0.22+0.01 0.43 +0.03
- »
o L-Cystéine 0.33+0.05 0.65+0.08
@
= Métabisulfite de sodium 0.11+0.02 0.30+0.04
Fluorure de sodium 0.15+0.06 0.38+0.01
- Acide ascorbique 1.03 £0.07 1.48+0.71
(O]
S L-Cystéine 1.15 +0.09 1.37+0.08
(@]
% Métabisulfite de sodiun  0.10 +0.02 0.29+0.01
|_
Fluorure de sodium 0.23+0.01 0.42+0.03

123



Chapitre 5 :Résultats et discussion

®
o
L

@
o
L

Activité ereymatique relative(%o)
B
o
|
Activité erzymatique relative(%0)

N
)
L

o]

\ ®

0,0 0,1 0.4

[=}
[}
[=}
P
o |
N
=}
w
o}
I

[Acide acorbique]mM . n
[Acide acorbique]mM

100 = 100 =
) 80 1

60 8 o0
k 40

20+ . 20 1

®
<]
L

Activité erzymatique relative(%0)
B
o
|

Activité enzymatique relative(%0)

o T . T T T T T 0 T T T T T T T T
o 50 100 150 200 250 300 350 o 50 100 150 200 250 300 350 400
[L-Cystéine]uM [L-Cystéine]uM
100
100 o
S
o S
3 80 g 80
2 g
g °
9] [
3 60
g £
E g 40
& 404 g
0 5
s ]
g 20 4 < 204
o T T T T T T T T o T T T T T
000 002 004 006 008 010 012 014 016 0,18 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
[Métabisulfite de sodium]mM [Métabisulfite de sodium]mM
100 o 100 o
g Y
i’ 80 T 801
5 3
° 2
g 60 4 g 60
% 40 - % 40
2
s H
g 20 q § 20
o T T T t o T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,0 01 0,2 0,3
[Fluorure de sodium]mM [Fluorure de sodium]mM
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Catéchol et de (B) pyrogallol comme substrats
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Selon des valeurs estimées, le pouvoir des inhifsitatilisés sur les PPOs des dattes
décroit selon I'ordre suivant : Métabisulfite delgon >Fluorure de sodium > L-Cystéine
>acide ascorbique .

L’effet de ces inhibiteurs sur I'activité de |&®© de différentes sources végétales a été
rapporté tandis qu’a notre connaissance aucune éadapporté auparavant leur effet sur
I'activité des PPO des dattes.Nous constatons gussi’activité triphénolase semble étre
plus sensible par rapport a I'activité caétcholdse.telle remarque a été aussi rapporté par
Dogan etal(2007) qui ont étudié I'effet inhibiteur de I'acidescorbique en utilisant trois
substrats différents (catéchol,4-méthylcatéchglyepgallol).lls ont trouvés qu’en utilisant
le pyrogallol ,la sensibilité est amplifiee d’'urcfaur de 600 fois en comparant les valeurs
d’ICsp ainsi obtenues (0.0003 face a 2mM).De méme ,Ufeelce légere a été enregistré
en présence de 4-méthylcatéchol comme substrat.

Alici et Arabacia. (2016) ont étudié aussi I'effi# I'acide ascorbique,métabisulfite de
sodium et de L-cystéine sur la PPO de bourachetiégant le 4-méthylcatéhcol et le
pyrogallol comme substrats. Ils ont trouvés corgraent a nos résultats que I'oxydation
de 4-méthylcatéchol est plus sensible de celle’ale/dation de pyrogallol.les valeurs
d’'ICso ainsi rapportées sont les suivantes: (0,11 €0M8 pour l'acide ascobique,(
0,07<0,15mM) pour la L-cystéine et de (0,18<0.37nmeéM)présence de métabisulfite de
sodium et en utilisant le pyrogallol et le 4-métagechol comme substrats.

Bravo etal. (2016) ont rapporté que I’ acide ascorbique, Li@ye, quercétine et sulfite
de sodium inhibent efficacement la PPO de chagaig

Zhou etal.(2018) ont rapporté que 'activité de PPO de lagpde Whangkeumbae peut
étre inhibée par divers inhibiteurs universellemdriisés dans l'industrie alimentaire, tels
que la L-cystéine,l'acide ascorbique, l'acide kagicet I'acide citrique.ll ont montré que
I'activité de la PPO a diminué de maniere révessildl une faible concentration de L-
cystéine de 0,1 40,8 mg / ml.

Lim et Wong.(2018) ont étudié a leur tour [I'intibh de PPO de gingembre par le
métabisulfite de sodium et de L-cystéine en utilisie catéchol et le 4-méthylcatéchol
comme substrats. Des valeurs dd€quivalents a 10.28 mM et 10.44 ont été obtennes e
présence de métabisulfite de sodium et de L-cystéirec de catéchol comme substrat
tandis qu’ en utilisant de 4-méthylcatéchol ,deews équivalentes a 3.62 et 8.82 ont été
obtenues, respectivement.L’efficacité d’'un inhibitelonnée semble étre dépendante de
substrat utilis€, de son concentration dans leemiléactionnel, de la source de I'enzyme et
le degré de son pureté.( Alici et Arabacia.,20Lbdr et Wong.,2018;Zhou etl.,2018 ).
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5.4.4.2Mode d’action des inhibiteurs

Pour déterminer le mode d’action de ces indilss sur les deux activités catécholase et
triphénolase des PPOs des dattes en utilisanttdehod et le pyrogallol comme substrats
respectivement, nous avons utilisés les représensatie Lineweaver-Burk (1/V=f(1/S) en
absence et en présence de deux concentrationsaggectinhibiteur. Différents modes
d’action ont été trouvé pour chaque inhibiteur.

Pour la PPO de deglet Nour et de Ghars aucunddfgtibstrat n’ a été remarqué et des
mécanismes similaires ont été observés dont unnisgca compétitif en utilisant I'acide
ascorbigue,un mécanisme incompétitif en utilisaninkétabisulfite de sodium,tandis qu’un
mécanisme non compétitif a été obtenu en présantecgstéine et de fluorure de sodium.

En revanche ,pour les PPOs de Tadela et celle dibdizchet,des mécanismes diffe-
rents ont été observés en changeant le substrat.

D’une part un mécanisme mixte type 1,compétitiDimpétitf et Noncompétitive ont
été remarqués en présence de Métabisulfite deursgtiicide ascorbique,le fluorure de
sodium etla L-cystéine en utilisant le catéchminme substrat alors qu’en utilisant le
pyrogallol comme substrat un mode d’inhibition qtitif a été observe pour I'acide as-
corbique et le fluorure de sodium,un mode mixteet§ppour L-cystéine et un mode non-
compétitif en présence de Metabisulfite de sodium.

Les résultats ainsi obtenus sont montrés darfglees 35,36,37 et 38 pour I'effet de
I'acide ascorbique,L-cystéine,fluorure de sodiunmétabisulfite de sodium sur les PPOs
des dattes, respectivement en utilisant le catéthelpyrogallol comme substrats.

Ainsi ,les valeurs de constantes d'inhibitionse le coefficient de détermination{Res
valeurs des Vmax et Km,le mode d’action pour cieaghibiteur ont été aussi estimées.

Selon les résultats obtenus, on remarque que le whadtion et le pouvoir de ces inhi-
biteurs different d’'une source a une autre .

Il est dépendant de substrat utilisé dans ce tré&satéchol et/ou pyrogallol) pour le cas
des PPOs de tadela et Tantbouchet tandis que épamtlant pour le cas des PPOs de
Deglet nour et Ghars.Une telle étude d'inhibitiarrpet de comprendre le comportement
cinétique de I'enzyme vis-a-vis de certains int@bis souvent utilisés en industrie alimen-
taire et la mise en place par la suite d’'une gjratéfficace de prévention contre le phé-

nomene de brunissement enzymatique.
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a)Inhibition par I'acide ascorbique

Les graphiques de Lineweaver-Burk de I'enzyme e@¥sgumce d’acide ascorbique, en
utilisant le catéchol et le pyrogallol comme sudistr pour les PPOs des dattes sont repré-
sentés dans la figure 36.

La représentation graphique de d/&h fonction de 1/[S] est un ensemble de courbes
droites, de pentes différentes, et qui se croiaeme sur I'autre sur I'axe des ordonnées. La
valeur de Vhax demeure constante tandis que, la valeur dg dlgmente avec
'augmentation de la concentration de l'inhibite@eci indique que, I'acide benzoique et
I'acide ascorbique sont considérés comme des behitsi compétitifs de l'activité O-
diphénolase triphénolase des PPOs des dattes.

L’acide ascorbique se comporte comme urbitéur compétitif des PPOs des dattes
pour les deux activités des PPOs des dattes.Unhibliteur se fixe uniqguement sur l'en-
zyme libre et non pas sur le complexe enzyme-sathidtr schéma simplifié de la fixation
de l'inhibiteur compétitif es montré dans la figid®.

kl!S k2
EsS—— E+P

Fig 35: Schéma simplifié de type Michaelis-Menten deHibition compétitive (Cornish-Bowden et
al.,2005)

De méme L’équation de Lineweaver-Burk pour l'inkifm compétitive s’écrit comme

suit:

L () Ly
Vmax [S] Vmax

Avec :

[/]
=14+ -—
a + K,

K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;

[1] : concentration d’inhibiteur (mM).
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Les constantes d’inhibition (Kpour I'acide ascorbique, en utilisant le catéawhme
substrat sont 0.116 mM, 0.034mM,0.072 mM et 1.04 pour deglet Nour,Ghars,Tadela
et Tantbouchet ,respectivement tandis qu’en atitide pyrogallol des valeurs de cons-
tantes d’inhibition équivalentes a 0.068mM,0.059MN3952mM et 1.160mM ont été ob-

tenues, respectivement.

Les résultats ainsi obtenus sont récapitulés datableau 37.Les valeurs de dbtenus

sont en accord avec les interprétations déduitas lps valeurs d’lg.L activité triphéno-

lase semble étre plus sensible que l'activité otettiase et est variable en fonction de
source utilisée dont la PPO de Tantbouchet a pi&gsns de résistante suivie de celle
Tadela PPO ,la PPO de Deglet Nour et celle de Ghars

Tableau 37Paramétres cinétiques de l'inhibition compétitides PPOs des dattes par I'acide ascorbique

Variétés
Substrat Paramétres Deglet Nour Ghars Tadela Tantbouchet
cinétiques
[1(mM) 0 0 0 0
0.1 0.03 0.15 0.9
0.3 0.09 0.25 1.8
0.116+0,010 0.0341+0,0001 | 0.0727+0,0001 1.044+0,0424
KIS(mM) - - - -
Catéchol
KJKi : - : -
Km(mM) 36.65+1.58 37.78+1.11 20.39+2.24 14.631+2.24
69.88+2.17 71.65+1.93 75.09+3.11 75.09+3.11
138.93+4,55 151.50+3,79 103.68+4,17 103.68+4,17
Vmax
(EV) 17799.96+10.65 45946.023+15.63  77618,708+27.56171150,708+16.31
[11 (mM) 0 0 0 0
0.08 0.07 0.3 1
0.16 0.17 0.5 2
0.068+0.00 0.059+0.000 0.3957+£0,002¢ 1.160+0,047
Pyrogallol Ks(mM) : . ; )
KJKs - - : -
Km(mM) 37,34+2.43 17.68+1.34 72,94+144 14.63+1.39
60.19+2.76 37.813+2.06 111.38+2.81 27.45+1.87
104.30+3.12 67.24+2,99 150.12+4,09 39.96+2.13
Vmax
(EV) 3453,53+8.65 20 630,71+13.45 64056,720+£20.6799065,59+18.55
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Les résultats trouvés, montrent que cet inhibirovoque une diminution significative
de l'activité enzymatique de la PPO et que leurvpounhibiteur, dépend non seulement
de sa concentration dans le milieu réactionnelsraassi de la concentration du substrat
utilise.

Dans la littérature, des mécanismes différentsétdtrapporté lors de I'inhibition des
PPOs par I'acide ascorbique.

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés poWPO extraite d’artichaut€ynara
scolymus L. Tulin, 2004),et pour la PPO de Bourache dontiAdicArabaci.(2016) ont
rapporté un mécanisme incompétitif et compétitif ilisant le 4-méthylcatéchol le
pyrogallol comme substrats. De méme, Dogaral¢P011) ont observé un mécanisme
compétitif,incompetitidf et mixte pour la PPO de lisge en utilisant le pyrogallol,le
catéchol et le 4-méthylcatéchol ,respectivementdigarmue ,Batista et al(2014) ont
rapporté un mécanisme incompétitif pour la PPOLdeeira en utilisant le catéchol
comme substrat.

b)Inhibition par L-cystéine

L’inhibition de I'activité des PPO des datfes la L-cystéine a été étudiée (figure 38).
Cet inhibiteur agit entant qu’inhibiteur non conipgaivec une diminution des valeurs de
Vmax €t sans effet sur €. Il peut se fixer sur 'enzyme libre et égalensuar le com-
plexe enzyme-substrat (ES).En effet ,l'inhibitiadsulte de leur fixation indépendante de
celle de substrat sur le site enzymatique.Un sch&malifié compétitive de I'inhibition

est donné ci-dessous :

ki, S k
@ @ ———» produits E E.S - E + P
k1
Ki[] ! Ki'[] 1
<] <1

Ki'

K;

EeSel

En

Enz @ @
< 1] i < T

Fig 37: Schéma simplifié de type Michaelis-Menten deHibition noncompétitive (Cornish-Bowden et
al.,2005)
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Les affinités de liaison exprimées par les constam’équilibres I pour L-cystéine
(Tableau 38) sont de 0.071 ,0.492 ,0,120 et 1.088 pdur l'activité catécholase tandis
que pour l'activité triphénolase, des valeurs d880.mM , 0.279 mM 1.86 et 4.01mM

ont été trouvées pour les PPOs de Deglet Nour,Jleatsla et celle de tantbouchet

,respectivement.

T ableau 38 Paramétres cinétiques de I'inhibition des PPOgldées par L-cystéine.

Mécanisme Noncompétitive
Substrat = Paramétres Deglet Nour Ghars Tadela Tantbouchet
[11(mM) 0 0 0 0
0.05 0.1 0,2 0,9
0.15 0.25 0,4 1,8
Ki (mM)
KIS(mM) 0.071+0,003 0,492+0,002 0.120+0,003 1,033+0.013
Catéchol
alecho KK, 1402 1404 1402 140,01
Km(mM)
40,42+2.45 38,94 £3.22 77.56+5.2 8,1548,21
Vmax 18 869,95+27.72 46885,87 £36.46 133650.15£31.77106805.14+39.84
(EV) 11054.13+12.79 38840.53+19.38 0.12+0,01 57316.11+27.69
6074.22+8.16 30814.93+13.44 0.08+0,007 41813.88+£19.11
Mécanisme Noncompétitive Mixte Type 1
[1] (mM) 0 0 0 0
0.1 0.15 0.5 1
0.2 0.35 1 2
Ki(mM) 1+0,2 1+0,4 0,212+0,045 0,338+0,02
Ks(mM) 0.130+0,003 0,279+0,008 1.86+0,07 4.01+0,75
Pyrogallol
Ks/Ks 1+0,2 1+0,2 4.59+2,42 4.59+2,42
Km(mM) 56,43+0,97 14,80+1.3
35,72+1.59 23,58+1.11 105.77+£2 ,55 48.463+2 ,98
144.65+3.79 70.44+3.82
Vmax 3416.66+20.75 22879,47 +22.11 54600,12+33.90 168800,59+29.20
(EV) 2023.34+10.32 15264.61+15.66 44214.52+24.69 134857.58+£16.33

1280.92+6.55

10191.60+10.18 35105.73+15,87 113406.20+11.05
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Un mécanisme noncompétitif a été retrouvé pesirdeux activités catécholase et
triphénolase des PPOs de Deglet Nour et Gharsatdissupposer une indépendance
d’inhibition par rapport au substrat.

Dans le cas de la PPO de Tadela et Tantbouchitil'@é substrat était flagrant avec
des mécanismes différents.Un mécanisme nonconfiggtititilisant le catéchol a été obte-
nu tandis qu’en présence de pyrogallol une inkubithixte a été retrouvée.

L’inhibiteur mixte peut se fixer aussi bien surftame enzymatique libre que sur la
forme enzymatique liée au substrat mais a l'invdesenécanisme noncompétititf,la liaison
a I'enzyme affecte son affinité au site enzymatigaer le substrat et vice versa.

Des rapports de Kéquivalent a 2.14 ,14.30 et 30.80 pour la PPO Dedeglet
Nour,Tadela et Tantbouchet par rapport a la PP@ dariété la plus sensible (Ghars) ont
été trouves.

Différents mode et mécanismes des PPOs par Iatéiog ont été rapporté. Nos résul-
tats sont en accord avec ceux de Zhoal.€2018) pour la PPO de poire dont ils ont rap-
porté un mécanisme noncompétitif en présence dgstéime comme inhibiteur alors que
Alici et Arabacia. (2016) ont trouvé un mécanismompétitif avec le pyrogallol et mixte
avec le 4-méthylcatéchol comme substrats pour @ &Bourache.

De méme, Lim et Wong.(2018) ont observé un mécanisgmeompétitif et mixte en uti-
lisant le pyrogallol et le 4-méthylcatéchol,respesrnent.

c)Inhibition par le fluorure de sodium.

L’étude de l'inhibition de l'activité enzymgtie des PPO des dattes en présence de
fluorure de sodium a révélé trois mécanismes diadtifférents en fonction de la source
d’enzyme et le substrat utilisé (figure 40).

Le fluorure de sodium agit a la fois comme un iiteilr non compétitif lors de
I'oxydation de catéchol et pyrogallol par les PRIesDeglet Nour et Ghars alors qu’a mé-
canisme incompétitif et compétitif ont été obsepedir I'activité catécholase et triphéno-
lase,respectivement pour les PPOs de Tadela ebdianitet.

Lors de mécanisme compétitif, I'affinité demeurest@ante tandis qu’une diminution de
la vitesse de réaction s’installe, alors que dansas d’'une compétition la vitesse reste
stable et que laffinité se perd au fur et & mesgwe l'inhibiteur est présent et sa
concentration s'augmente. L’inhibiteur incompététiton tour, affecte a la fois les vitesses
et les affinités, et ca se traduit graphiqguememtdes droites paralleles confirmant son
mode d’action met en jeu sa fixation sur la formendyme liée au substrdta liaison du

substrat induit un changement de conformation’'sazyme ce qui permet a l'inhibiteur
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d’augmenter son affinité pour I'enzyme.(Benaceuwl €2018)

E+S—— ES —~E+P

- @ = @

[

Fig 39 :Schéma simplifié de type Michaelis-Menten dehibition incompétitive (Cornish-Bowden et
al.,2005)

Les résultats ainsi obtenus sont regroupés daablkau 39 et la figure 40.

Tableau 39Parameétres cinétiques de l'inhibition des PPOgddétes par le fluorure de sodium

Mécanisme Noncompétitive

Incompétitive
Substrat  Paramétres Deglet Nour Ghars Tadela Tantbouchet
[11(mM) 0 0 0 0
0.06 0.08 0,1 0,15
0.12 0.18 0,3 0.35
KIS(mM) 0.093+0,001 0,192+0,004 0.084+0,005 0,289+0.007
téchol
Catecho KK, 1402 1204 1402
Km(mM) 91.52+4.71 6.8+1.45
39,27+2.34 39,63+2.19 46.61+2.88 4.80+0.97
22.39+1.42 3.60+0.56
Vmax 18 923,280+24.22 47215,485+29.95 168500.33+31.77 104589.18+25.71
(EV) 11422.40+18.46  33351.56+21.59 76089.59+23.15 69850.93+£14.25
8200.11+10.79 24255.83+19.43 37038.13t17.11 49603.36+10.79
Mécanisme Noncompétitive compétitive
[1] (mM) 0 0 0 0
0.1 0.1 0.25 0.3
0.2 0.3 0.5 0.6
Ki(mM) 1+0,2 1+0,4 0,115+0,005
Kg(mM) 0.130+0,003 0,284+0,015 0,196+0,013
Pyrogallol
Kis/Ks 1+0,2 1+0,2
Km(mM) 58,42+1.59 12,49+0.66
35,72+1.59 25,09+1.33 135.71+2 ,87 45.52+1.92
214.516%3.25 78.98£2.49
Vmax 3416.66+20.75 24 595,27+25.48 61 563,38+34.23162380,158+30.45
(EVL) 2023.34+10.32 16293.22+13.45

1280.92+6.55

11060.50+8.76
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Fig 40 :Représentations de Lineweaver-Burk de l'inhilitte des PPO des dattes par le fluorure de

sodium .(A) PPO de deglet Nour,(B) PPO de Ghar®(@) de Tadela et (D) PPO de Tantbouchet.
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Dans la littérature, il y a peu d’étude qui ontpagé le mécanisme d’action de fluorure
de sodium sur l'activité de PPO,ce qui rend nottel@ aussi bien originale en terme de
source d’enzyme, activités traitées ainsi que taxctie I'inhibiteur testé.

Gouzi etal.(2007) ont étudié en détail I'inhibition de la PPartialement purifiée de
champignon de Parig@aricus bisporus en utilisant plusieurs inhibiteurs y compris le
fluorure de sodium.Un mécanisme mixte a été obsaméutilisant le pyrogallol comme
substrat avec une inhibition dépendante du pHigqupht entre autres trois acteurs :les
résidus de I'histidine, les anionsef le cuivre de site actif.

De méme ,Robert eil.(1998) ont signalé I'inhibition de la PPO de codarpalmier par
les sels d'halogénure.lls ont trouvé un mécanisiaetidn non compétitif en présence de
catéchol comme substrat.

c)Inhibition par le métabisulfite de sodium

Le métabisulfite de sodium est souvent utilisé edustrie agroalimentaire pour la
conservation et le contréle de brunissement enZgomate fruits .Leur toxicité limite son
utilisation a une concentration élevée mais sacagité est indiscutable.

En étudiant I'effet de métabisulfite de sodium g quatre enzymes des dattes,nous
avons remarqués des modes d’actions différents avesi une efficacité et/ou valeurs de
K, variables.

Nous avons obtenu des valeurs de&#uivalentes a 0.0208 ., 0,0577.,0.0459 et 0.0385
mM pour I'activité catécholase ,de méme ,lors glitation de pyrogallol,les valeurs de la
constante d’inhibition (Q ainsi obtenues étaient 0.0914.,0.0549.,0,50706878 mM,
respectivement en présence de la PPO de Deglet,Glmans,Tadela et celle de
Tantbouchet,respectivement.

De plus,nous avons obtenu un mode d’action incoitifp§fpique pour les PPOs de
Deglet Nour et Ghars quoique soit le substratsdtillvec plus d’efficacité sur I'activité
triphénolase .Une inhibition de type mixte en pnésede catéchol et de type compétitif en
présence de pyrogallol ont été obtenus pour lesdPTadela et celle de Tantbouchet.

La fixation d’un tel inhibiteur sur le site actiffacte I'affinité de I'enzyme vis-a-vis de
son substrat, de méme une telle fixation peut se it sur la forme enzymatique libre
soit sur la forme enzymatique liée au substrat réssltats ainsi obtenus sont regroupés
dans le tableau 40 et la figure 41.
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Fig 41 :Représentations de Lineweaver-Burk de l'inhilnitde des PPO des dattes par le fluorure de
sodium.(A) PPO de deglet Nour,(B) PPO de Ghar@p de Tadela et (D) PPO de Tantbouchet
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Tableau 40Parametres cinétiques de l'inhibition des PPOgldées par le métabisulfite de Sodium

Mécanisme Incompétitive Mixte Type 1
Substrat  Paramétres Deglet Nour Ghars Tadela Tantbouchet
[1(mM) 0 0 0 0
0.03 0.1 0,05 0,05
0.09 0.25 0,15 015
Ki (mM) - 1+0,4
KIS(mM) 0.0208+0.0004 0,0577+0,003 0.0459+0,007 0.0385+0.0004
Catéchol KJK, - 1202 3.14 alpha
Km(mM) 41.18+3.98 43,98+2.61 72,60+3.69  10,13+0.95
16.85+2.59 25.05+1.43 108.66+4.97 21.85+1.22
10.62+1.07 15.38+1.10 143.55+5.63 29.29+1.53
Vmax 19059,74+21.74 49605,46+18.20 138950.79+29.54108589.10+36.79
(EV) 7799.46+£14.11 27641.03+15.66 100848.43%18,15 86356.82+25.13
4898.1449.75 17174+10.18 62786.06+12.89 48885.80.+19.11
Mécanisme Incompétitive Compétitive
[1] (mM) 0 0 0 0
0.05 0.04 0.45 0.2
0.1 0.08 0.9 0.4
Ki(mM) - 1+0,4 0,507+0,016 0,578+0,03
Pyrogallol Ks(mM) 0.0914+0.0057 0.0549+0,001  0,507+0,016 0,578+0,03
Kis/Ks =
Km(mM) 38.50+1.72 24,21+1.23 61.22+2.37 13,88+1.09
24.44+1.25 14.07+1.01
17.86+0.98 9.88+8.38
Vmax 3731,190+9.05 23167,198+24.85 64541,93+42.48 167560,87+35.89
(EV) 2424.33+7.79 13363.44+13.61 34628.79+29.33 124684.70+24.28

1787.35+5.11 9477.77£7.57

22938.19+17,69 89049.57+17.67

Dans la littérature, plusieurs travaux ont rappdeé contrble de brunissement
enzymatique par cet inhibiteur. Batistaaé{2014) ont trouvé un mécanisme incompétitif
pour la PPO de Lobéira en utilisant le catécheln®me un mécanisme incompétitif et
compétitif ont été obtenus pour la PPO de bouraghaitilisant le pyrogallol et le 4-

méthylcatéchols comme substrats, respectivemeidi. @lArabaci.,2016).

Lim et Wong.(2018) a leur tour ont rapporté un nmég@e non compétitif en présence
de 4-méyhylcatéchol et catéchol comme substratecpour la PPO de gingembre.
Nous remarquons que pour les PPOs de Deglet NoGhats,le choix de substrat

n'affecte pas le mode d’action de I'inhibiteur tadue son effet est remarquable pour les

deux autres variétés.
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L’efficacité est donc fonction de la source d’enzeyrtinhibiteur et le substrat choisis.
L’obtention des mécanismes distincts pour les PR3gdattes confirme outre la différence
des propriétés catalytiques et biochimiques, leéabdité de conformation structurale entre
les quatre enzymes dont le mode de fixation déibiteur et/ou de substrat difféere d’'une
enzyme a une autre en fonction de leur affinitéigaiactif qui est elle-méme dépendante
de la localisation de site actif et son accessihilne Telle hypothése peut étre
probablement soutenue par I'obtention des valeers, dncomparables et sa confirmation
nécessite de faire recours au moyen de cristajpbigax-Ray.

5.4.5Inactivation thermique des PPOs des dattes

5.4.5.1 Etude cinétique

Dans le but de suivre la cinétique d’inacimatet déterminer les parametres thermody-
namiques de l'inactivation thermique des PPOs ddtesl I'activité enzymatique a été
suivie & pression atmosphérique en utilisant Iéatadl et le pyrogallol comme substrats
dans l'intervalle des températures compris entra 88°(Incréments de 5°C).

Les représentations graphiques de la cinétijnactivation montrent que la cinétique
d’inactivation des PPOs de Ghars ,Tadela et Tawctieiusuivent une cinétique de premier
ordre ce qui est le cas fréquemment rapporté lesuPPOs des fruits et |égumes y com-
pris la PPO de de radis (Goyenecheakt2013),de Lobéira (Batistaal.,2014), de
I'ananas(Chutintrasri et Noomhorm.,2006; Dhakahle2018),cellede I'igname de pied
d'éléphant (Singh et Wadhwa.,2017)et aussi poladgier(Tao etl.,2018).

En revanche, l'inactivation thermique de la PPODdglet Nour a été décrite par un
modéle biphasique suggérant la présence de dectiofrg, une sensible et I'autre résis-
tante. Ce comportement biphasique est principalemiénibué a la présence d'isoenzymes
de structure similaire mais présentant une régsistaifférente a la température (Yoruk et
Marshall, 2003). Le modéle biphasique d'inactivatar la température pour les PPOs a
déja éteé utilisé avec celle du raisins blancs d#ovia et celle du fraises d'Elsanta (Dalma-
di etal., 2006; Sulaiman etl., 2015).

L’inactivation biphasique est un processus a plusi€tapes incorporant la formation
d'agrégats thermostables ou d'intermédiaires stafffilaiman eal., 2015).Les valeurs
des constantes d'inactivation des PPOs des daiteSté estimées en exploitant la pente
de la régression linéaire du I8)/(A), en fonction du temps(Tao &it,2018) .

A
Ln (—) =—K.T
Ao
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La description de I'inactivation thermique de |aQP&e Deglet Nour par le modéle biphasique est raatdns les figures 42 et 43 en utilisant

le catéchol et le pyrogallol, respectivement tamgie les courbes d’inactivation des PPOs de Ghadela et Tantbouchet

de premier ordre sont regroupés dans les figurex 48 en utilisant ainsi el catéchol et le pyrtmdatespectivement
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Fig 44:Les graphes de I'inactivation thermique de la dadé oxydase des datte dans des températures sammertre 60-80°.(A) Ghars PPO,(B) Tadela PPO)ef46t-
bouchet.
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Dans la gamme de températures étudiée, une cieétiitnactivation fractionnelle bipha-
sigue a été remarquée pour la PPO de deglet Nalqupi soit le substrat utilisé dont une
inactivation trés rapide d'une fraction labile seiid'une activité résiduelle constante sur une
durée de traitement prolongée a été observée.aciidn stable restante apres l'inactivation
initiale de la phase labile dépend de la tempégatiiinactivation des trois autres enzymes
semble étre plus simple avec la présence d'une $edtion homogene.

Le taux d’inactivation est d’autant plus élevé aVaagmentation de température et la du-
rée de traitement. Pour la PPO de deglet Nourdtimation a commencé a 70 ° C et, apres 30
minutes de traitement thermique, I'enzyme a cogsemnviron 30 et 35% des activités initiales
triphénolase et diphénolase, respectivement. Lergnzyme a été exposée a 75 ° C pendant
8 minutes, seulement 30 et 40% de son activit@leib été conservée avec le catéchol et le
pyrogallol, respectivement.

Pour les PPOs de Ghars,Tadela et Tantbouchetfiination semble étre différente et est
dépendante de la source d’enzyme. La PPO de Ghawenaé plus de sensibilité au effet
thermique avec une diminution rapide dans l'ackiviar rapport aux deux autres. En
outre,l'activité catécholase pour les quatre saitenzyme révele plus de stabilité et résis-
tance a 'augmentation de température par rappéttvité triphénolase,ce qui est en accord
et complémentaires avec les résultats obtenusléofgtude de la stabilité thermique.

Pour mieux décrire les cinétiques d'inactivatioermhique des PPOs des dattes,nous avons
estimés aussi les valeurs de D,gt La valeur Dest définie comme étant le temps nécessaire
a une température bien déterminée pour réduirgvitécenzymatique initiale (4 de 10% ou
d’une unité logarithmique. Dans les deux modélestmues la valeur D est inversement pro-
portionnelle a la constante de vitesse d'inactivatk) .Le temps de réduction décimale D, est
calculé a partir de I'équation suivante (Ta@le018) :

2,303

k
Tandis que les valeur dg.{min) ont été estimée en calculant le rapport entrg et la va-

leur de la constante d’inactivation k. De méme vi@surs des énergies d’activation des PPOs
des dattes ainsi que les valeurs geazametres de sensibilité thermique) ont été déslen
exploitant les graphiques d’Arrhenius (figures 4@%) et la pente de la courbe de représenta-
tion delog D en fonction de la température (T en °C) (figurései 47), en utilisant le caté-
chol et le pyrogallol, respectivement.

Les valeurs de parameétres cinétiques ainsi calewéat regroupées dans les tableaux
41,42,43 et 44 pour les PPOs de Deglet Nour ,Ghete]a et Tantbouchet.
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Tableau 41: Parameétres cinétiques d'inactivation thermiquer pa PPO de Deglet Nour.

Fraction résistante

Fraction labile

T
Substrate °C) K D ty, Zr Ea D, ty, 7T Eas
(minh) (min) (min) (°C) (KJ/moL) (minh) (min) (min) (°C) (KJ/molL)
60 0.05+0.00 49.20£2.23 14.80+1.57 0.00086+0.0000 2677.42+1.59 805.98%1.10
. 65 0.11+0.02 19.73+0.98 6.00+0.30 0.0023+0.0000 1001.12+1.35 301.37+£0.96
+ +0.24 45+1. .040.
Catéchol 70 0.65+0.06 3.53+0.36 1.oeio.119'23‘0'53 240.50+0.2 0.0116+0.0008 108.49:118  57.75:072 ' Aorh74 297.04x0.48
75 1.68+0.66 1.36+0.03 0.41+0.01 0.0864+0.0037 26.65+0.92 8.02+0.57
60 0.02+0.00 113.43+2.80 34.14+1.85 0.0003+0.0001  7675.284+1.459 2310.491+1.141
65 0.09+0.02 24.92+1.01 7.50+0.30 0.0035+0.0012 .&HBIA1.188 198.042+0.776
Pyrogallol 7.61+0.38 290.95+0.63 5.76 £2.31 348.53+0.39
70 0.31+0.05 7.42+0.45 2.23+0.13 0.0233+0.0025 ZB8.992  29.749+0.772
75 2.09+1.0 1.10+0.02 0.332+0.01 0.1243+0.0060 18.524+0.838 5.576+0.155
Tableau 42: Parameétres cinétiques d'inactivation thermiquer fa PPO de Ghars.
Susbtrat Temperature KL D, ty, Z7 Ea_
(°C) (min™) (min) (min) (°C) (KJ/mol)
60 0.003+0.0086  731.636+8.731 220.207+2.629
65 .009=0. .340+2. .6270.
Catéchol 0.009:0.000 _ 231.340+2.380 ©9.627£0.718 11 309+0.010 211,4640,127
70 0.033+0.002 68.007+£1.019 20.468+0.306
75 0.0668+0.003 34.438+0,130 10.365+0.039
80 0.323+0.000 7,126+0.019 2.144+0.005
60 0.001+0.000 1372.547+5,402 413.103+7.577
65 0.007+0.000 321,165%4,242 96.663+1.275
+ +
Pyrogallol 70 0.020£0.003  110,974+2,117 33.400+0.637 8.814£0.013  247.53240.303
75 0.067+0.004 34,199+0.102 10.293+0.030
80 0.374+0.016 6,157+0.271 1.853+0.081
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Tableau 43: Parameétres cinétiques d'inactivation thermiougr pa PPO de Tadela ,

Susbtrat

Temperature K D, ty Zr Ea
(°C) (min™Y) (min) (min) (°C) (KJ/mol)
60 0.006+0.000 371,575+8.565 111,836+2,577
Catéchol 65 0.012+0.000 181,029+0,394 54,485+0,118 16.1740 15 135,01+1,59
70 0.023+0.001 97,957+1,581 29,482+0,475
75 0.048+0.002 47,288+0,716 14,232+0,215
80 0.111+0.002 20,677+0,527 6,223+0,158
60 0.005+0.000 422,39+5.16 127.14+1.55
65 0.009+0.000 236,75+0.57 71.25+0.17
17.47+0.16 128,64+1,27
Pyrogallol 70 0.020+0.000 111.01+0.62 33.41+0.18
75 0.030+0.001 75.07+0.37 22.59+0.11
80 0.080+0.003 28.75+0.47 8.65+0.14
Tableau 44: Parametres cinétiques d'inactivation thermiquer fa PPO de Tantbouchet,
Susbtrat Temperature KL D. ty, Zt Ea_
(°C) (min™) (min) (min) (°C) (KJ/molL)
60 0.006+0.000  361.414+8.752 108.843+2.664
65 0.013+0.000 181.351+7.932 56.686+2.384
g 12.76 £0.10
Cateéchol 70 0.038:0.002 __ 58.214+1.801 17.537+0.542 176.675+1.474
75 0.070+0.002 32.895+0.183 9.900+0.055
80 0.246+0.03 9.332+0.302 2.811+0.090
60 0.006+0.000 388.205+18.429 117.195+6.449
65 0.012+0.000 193.974+8.027 58.481+2.415 14.716:022  153.0144.22
.71610. .01+4.
Pyrogallol 70 0.031+0.001 69.106+1.581 20.839+0.915
75 0.051+0.003 41.883+2.342 12.645+0.704
80 0.137+0.007 16.688+0.048 5.022+0.01
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Nous avons observé que le modéle du premier oglret dien le processus d'inactivation
thermique avec une corrélation entre l'augmentatlioia température et le taux d'inactiva-
tion. Les valeurs de k et D sont aussi grandedajtempérature est élevée. L'effet thermique
perturbe la stabilité thermique et provoque un geament de conformation rendant I'enzyme
inactive. Un tel effet est d'autant plus rapidé@réversible que le temps d'exposition est long
a haute température. Dans la littérature une @iffée de thermostabilité ont été rapporté dont
les valeurs d® et %, del'inactivation de certaines PPOs a 70°C étaientroensuit: obtenu
de champignon de Parig/t= 0.73 min;D = 2.4 min) (Gouzi e#l., 2012), fruit de marula
(Sclerocarya birreasubsp. Caffra) { = 0.8 min; D = 2.5 min) (Mdluli., 2005), and Myac
rubra (t1/2 = 3.86 min; D = 12.87 min) (Cacaét 2017), PPO de groseille du Cap,(t 19
min; D = 63.2 min) (Bravo et Osorio.,2016), et réaésin de Sultaniye\{tis viniferaL. cv.
Sultana) (t1/2 = 18.6 min; D = 61.7 min) (Unalaét 2007). En utilisant le catéchol comme
susbtrat.A notre connaissance aucune étude n’amgpfinactivation thermique en utilisant
le pyrogallol en raison de la difficulté de mangiidn et/ou perte du temps liée a sa vitesse
d’oxydation plus ou moins lente par rapport aecdl catéchol.

De méme, la sensibilité et I'influence de la tenajdre sur I'activité enzymatique peuvent
étre estimées via les valeurs de zt et Ea. Uneoptiopnalité inverse existe entre les valeurs
de zt, Ea et la stabilité ou la sensibilité desyares. (Gouzi, el.,2013). Lorsque la valeur de
I'énergie d'activation «Ea» est élevée, cela inmglique la réaction nécessite d'apporter plus
d'énergie pour maintenir I'état intermédiaire, gsediminue la stabilité de I'enzyme.

.Généralement les valeurs de Zt sont comprises éngt 14°.Les valeurs deet Ea ainsi
rapportées dans la littérature de certaines PPRscemme suit : (6 ° C et 375Kj / mol) pour
la PPO de poire, (Sulaimanadt,2015),les champignons PPO (10,3 ° C et 214 Kjl) etdes
truffes noires PPO (10,8 ° C et 190 Kj / mol) (Gt al.,(2013) ,la de murica (13,6 ° C et
153,49 Kj / mol) (Cao eal.,2017), PPO des prunes (15,15 ° C et 150,46 Kj I} fhani-
ta,,2017), PPO a la fraise (14 ° C et 147 Kj /)redlPPO de pomme (17 ° C et 78 Kj / mol)
(Sulaiman eal.,2015).

En analysant les valeurs de la constantes d’wetaiin, nous pouvons comprendre ['effet
de la température ainsi que le choix de substirades vitesse d’inactivation. On note que les
vitesses d'inactivation des PPOs étudiées a 76f€ plus rapide gu'a 60°C avec des fac-
teurs différents dont 33 fois et 100 fois powr fiactions stables et labiles de PPO de Deglet
Nour ,22.6 fois pour la PPO de Ghars ,8 fois pmmlle de Tadela et 11.5 fois en utilisant le
catéchol comme substrat, tandis qu’en présencey®allol,les valeurs redeviennent 41.8

fois et 144.53 fois ,67 fois ,6 fois et 8.5 foisspectivement.
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La PPO de Tadela semble avoir une vitesse d'inatadiv plus lente par rapport au reste
impliquant plus de stabilité alors que la PPO d@glBt Nour,notamment pour sa fraction la-
bile révele plus de rapidité traduisant une peréstiue de I'activité enzymatique.

Afin d’étudier aussi I'effet de substrat sur lesegses d’inactivation, nous avons calculer
les rapports entre les vitesses d’inactivationgscii-dessus ,entre I'activité triphénolase et
I'activité catécholase.Les valeurs ainsi obtenwes somme suit :

1.26 et 1.44 pour les fraction stable et labile8© de deglet Nour,2.96 pour la PPO de
Ghars,0.75 pour la PPO de Tadela et 0.72 pour @ & Tantbouchet .Nous déduisons a
priori que le choix du substrat affecte la vitedseactivation thermique de I'enzyme et que la
sensibilité de I'enzyme sous un traitement thermigis-a-vis de son substrat dépend de sa
source .

Nous conclurons également que l'activité triphéselast plus sensible que I'activité caté-
cholase pour la PPO de Deglet Nour et surtout pelle de Ghars alors que c’est le cas in-
verse pour les PPOs de Tadela et Tantbouchet.

5.4.5.2 Etude thermodynamique

En ce qui concerne I'aspect thermodynamique detfetiration des PPOs des dattes in-
duite par 'augmentation de la température, lesapatres thermodynamiques ;I'enthalpie
(AH), I'entropie (AS) et I'énergie libreAG) ont été estimés et leur valeurs sont regroupées
dans le tableau 45.

L'enthalpie est couramment utilisée dans l'étudeatb@ngements d'état impliquant I'éner-
gie d'un systéme dans des processus chimiqueseglmjoks ou physiques. La valeur de I'en-
thalpie est proportionnelle au nombre de liaisofséles pendant le processus, plus la valeur
est élevée, plus le taux de déformation est élepéus l'instabilité est grande.Une valeur éle-
vée en enthalpie signifie l'instabilité de la stawe de I'enzyme.

La variation de I'enthalpie libre ou de I'énerglerd de Gibbs est généralement étudiée
pour prédire I'évolution de la transformation eupavoir une idée de la spontanéité de la
réaction, de méme, leur valeurs positives confitniaagmentation de la constante d'inactiva-
tion avec l'augmentation de la température. Erfemtropie «&AS» mesure la réversibilité
d'une transformation et caractérise I'état de diésogt / ou le degré d’homogénéité du sys-
teme (Cao e4l.,2018).

Des valeurs positives deG, AH et AS ont été obtenus pour l'inactivation des PPOs des
dattes indiquant que cette réaction est non apést nécessite I'apport d'une énergie ther-
mique externe (endothermique) avec un gain en deset un processus d'agrégation signifi-
catif (Gouzi etal.,2012).
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Les valeursAG, AH et AS peuvent expliquer le mécanisme de dénaturatidiagtégation
des protéines, qui comprend deux phases. Toutrd'alaodénaturation des protéines se pro-
duit, suivie de I'agrégation et de la formatiomndwécipité ou d'un gel si la concentration est
suffisamment élevée ,une de ces phases détermien&max de réaction global. Si I'étape de
dénaturation est une limitation de la vitesse,'attend a ce que les valeurs de ces paramétres
soient élevées et positivesuyston eal.,2009).

Les valeurs élevées sont une conséquence de I@eigloit étre injectée dans le systeme
pour surmonter les forces d'interaction qui mamtent la structure tertiaire de la protéine.
Dans ce cas, I'entropie positive indique que lacstire de la protéine devient plus désordon-
née.

De plus, comme rapporté par Olusesaal ef2011), des valeurs positives A8 sont trou-
vées si la réaction limitant le taux de dépliensag protéines, en raison de valeurs modéré-
ment élevées d&H et de faibles valeurs des.

A notre connaissance il y a peu d’étude précédeqie ont rapporté |”influence de
choix substrat sur les parametres thermodynamiGues| etal.,2011 ;Gouzi eal.,2013).

Nous remarquons que ces valeurs se different artiéonde la source de I'enzyme pour le
méme substrat et en fonction de substrat utilisé [Foméme source.

En effet,les valeurs ces paramétres sont propoisraux valeurs d’énergies d’activation
(Ea) ,au valeurs de la constante d’inactivationetk(D) mais inversement proportionnelles
aux valeurs de (g

Quand les valeurs des paramétres thermodynamipjuessfaible impliquent des valeurs de
z: plus grandes et donc plus de stabilité. La PPQatela par exemple a des valeursz@e
les plus faible équivalentes & 51 et Brol K* en utilisant le catéchol et le pyrogallol
comme substrats présentent les valeueszlus grandes (16,17 et 17,47°C),respetivement.

Ces résultats soutiennent nos remarques soulevaes Bétude de cinétique de
I'inactivation thermique suggérant I'ordre déssant de stabilité suivant :

PPO de Tadela >PPO de Tantbouchet>PPO de Ghars3B€glet Nour.

De méme,nous avons observé que les parametresoiiyramique de I'activité triphéno-
lase sont supérieures a ceux de l'activité catasleopour le cas des PPOs de Ghars et Deglet
nour alors que c’est le contraire pour les deuxeauénzymes. Telles déductions sont com-
plémentaires et en accord avec notre comparaisée préalablement tenant en compte une

comparaison en terme valeur d’énergie d’activatime z.
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Tableau 45 Parameétres thermodynamiques d'inactivation tligrendes PPOs des dattes

Catéchol Pyrogallol
Source T(°C) AH AG AS AH AG AS
(kd/mol) (kJ/mol) (J/mol K*) (kd/mol) (kd/mol) (3/mol KY)
% 60 237,7£2.0 109,4+0,2 385,1+5.0 288,21+2.0 1117+0, 529,7+8.0
= QS
§ K 65 237,6+2.0 108,6+0,2 382,0+4.0 288,1+2.0 1092+0, 529,3+8.0
%’% 70 237,6+2.0 105,3+0,3 385,7+5.0 288,1+2.0 107,4+0, 526,7+7.0
& 75 237,6+2.0 104,1+0,1 383,4+4.0 288,0+2.0 1035+0, 530,3+8.0
% 60 294,2+1.0 120,5+0,3 521,7+5.0 345,7+2.0 123,440,1 667,6+9.0
é 5 65 294,2+1.0 119,6%0,1 516,6+4.0 345,7+1.0 118,4+0,1 672,4+8.0
%% 70  294,2+1.0 116,8+0,2 517,1+4.0 345,7+2.0 114,8+0,2 673,018.0
= 75 294,1+1.0 112,7+0,1 521,2+4.0 345,6+1.0 111,740,1 672,2+7.0
60 208.737+1.0 115.138+1.0 285.362+2.0 244.805+3.0016.908+2.0  389.928+1.0
65 208.695%2.0 113.747+3.0 285.128+2.0 244.763+2.014.673+1.0  390.659+2.0
(%]
g 70 208.653%1.0 112.056+2.0 285.789+2.0 244.721+43.013.405+1.0 388.509+3.0
75 208.612+2.0 111.816+2.0 282.204+1.0 244.680+2.0011.792+3.0  387.429+4.0
80 208.57+2.0 108.930+3.0 286.323+2.0 244.638+3.008.966+1.0 387.429+3.0
60 132,251+1.0 115,059+1.0 51,628+2.0 125,89+3.0  114,58+0.4 34,26+1.0
65 132,209+2.0 114,808+3.0 51,483 2.0 125,82+2.0 115,78+0.3 29,70£2.0
©
g 70 132,168+2.0 114,797+2.0 50,644%2.0 125,78+2.0 115,25+0.2 30,69+1.0
75 132,126+1.0 114,405+2.0 50,922+1.0 125,74+2.0  115,80+0.4 28,56+1.0
80 132,085+1.0 113,633+3.0 52,186+2.0 125,70+1.0  115,35+0.3 30,81+2.0
60 173.906 £2.0 115.051+1.0 176.741+2.0 150.249+1.015.0325£3.0 105.756+5.0
E 65 173.864+3.0 114.693+3.0 175.063x2.0 150.207+1.014.888+2.0 104.494 £3.0
(8]
é 70 173.823+3.0 113.339+2.0 176.152+2.0 150.166+2.13.930+1.0 105.643+1.0
c
ﬁ 75 173.781+2.0 113.339+2.0 173.684+1.0 150.124+2.014.220+3.0  103.173+3.0
80 173.740+2.0 111.235+4.0 177.067%3.0 150.083+2.0.13.042+2.0 104.930+4.0
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Dans la littérature, I'étude de l'inactivation satfgénéralement en présence de catéchol
comme substrat.Des résultats différents ont éfgorags pour les PPOs des fruits et légumes .
Les différences de cinétique de l'activation theueide la PPO a partir de sources différentes
peuvent étre dues aux différences dans la variép@tale ainsi qu'aux conditions agrono-
miques et climatiques dans lesquelles elles ontiét&ées.

Gouzi etal (2012) ont rapporté les valeurs de parameétres thgyynamique suivantes pour
la PPO de champignon de Patid(:227kJ/molAG:101KJ/mol &AS:380 J/moal ).

De méme, Gouzi &l (2013) ont rapporté une autre étude mais cegecieur la PPO de
truffes noires et les valeurs ainsi obtenues ét@iemme suitAH :188kJ/mol AG:97KJ/mol
& AS:287J/mol.

Batista etal (2014) ont étudié l'inactivation thermiques de RQPde Lobéira.lls ont esti-
mé les valeurs suivanteSH :37kJ/mol, AG:105KJ/mol &AS:-220J/mol.

Singh et Wadhwa .(2017ont trouvés aussi des \@aldeH , AG:105KJ/mol etAS équi-
valentes a 61kJ/mol,106kJ/mol et -136 J/mol polrR?® de igname comestible.

Tao etal.(2018) a leur tour ont étudié le processus dedlivation de jacquier en utilisant
une gamme de température comprise entre 60 et 180Gt trouvé les valeurs suivantes de
AH :100kJ/mol AG:115KJ/mol eAS:-0.044J/mol.

156



IV. Conclusion générale

et perspectives



Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris dans le cadreette these s’est focalisé sur la
purification et la caractérisation des PPOs &mpde quatre variétés des dattes en faisant
appel aux techniques chromatographiques avec ugeerntination de leur propriétés
cinétiques ainsi que les conditions optimales mesure , dautre part ,un
approfondissement des connaissances dans le doagamedimentaire via la mise en place
des moyens préventifs de brunissement enzymatigsielattes a été pris en considération
dont nous avons étudié l'effet de quelques inbibd y compris les sulfites,les
fluorures,les acides aminés et les acides orgasiqgde méme, l'effet de traitement
thermique et/ou le temps d’incubation a des val@élesées de température a été aussi
Suivi.

Les résultats ainsi obtenus nous a permet d’abawis déductions :

1-Le taux de purification ainsi que le rendementespondant differe d’'une variété a
une autre.

2-En utilisant SDS-PAGE ,des poids moléculairdfdints ont été obtenus dont des
poids moléculaires équivalent a 30 ;67 et 90kDarpes PPO de Ghars,Tantbouchet et
Tadela,respectivement tandis que nous avons dédgeptésence de trois isoformes dans le
cas de PPO de Deglet Nour (20, 45 et 64 kDa).

3-Les valeurs de pH et températures optimales ajosi la stabilité de Il'activité
enzymatique vis-a-vis de ces deux facteurs semid@et dépendantes de la source de
I'enzyme et aussi de type de substrat utilisé .

4-Les PPOs des dattes présentent une meilleurgté@ctans le domaine acide avec une
grande stabilité thermique dans une gamme de tepércomprise entre 30-60°C et ceci
pour les deux activités catécholase et triphénolase

5-L’estimation des paramétres cinétiqgues(Vmax etf) kanété réalisée en présence de
catéchol,pyrogallol et 4-méthylcatéchol comme salbst

6- La meilleure affinité pour le catéchol a été aige pour la PPO de Tantbouchet
alors gqu’en utilisant le pyrogallol,la meilleur aité a été observé en présence des PPOs
de Tantbouchet et celle de Ghars.De méme ,I'oxydade 4-méthylcatéchol est plus
forte en présence des PPO de Deglet Nour et celf@dtbouchet.

7- L'efficacité catalytique dépend de la sourceldazyme,le substrat utilisé et la
présence ou non des isozenzymes.

8-Aucune activation significative n’a été observepeésence de détergents anioniques

et/ou cationiques confirmant 'absence d’une foengymatique latente dans les dattes.
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9-Les ions métalliques monovalents et divalentsppésentés un effet variable sur les
PPOS des dattes aussi bien sur I'activité triptes®lque l'activité o-diphénolase : Les
ions CU?Fe? et Zn? agissent entant qu'activateur, les ions”C&d™ et Al' en role
d’inhibiteur tandis qu’aucun effet n’a été trouvéwilisant Na et K.

10-Les effets des sulfites,fluorures,acides orgagscpinsi que les acides aminés sur les
PPOs des dattes ont été bien étudiés. Les sudfittes fluorures semblent étre les plus
puissants et efficaces en raison de leur effet idiaeD’autre part,la L-cystéine et I'acide
ascorbique inhibent efficacement ces enzymes .

11- Le taux d'inhibition et la perte d’activité gaamplifiés en utilisant le pyrogallol par
rapport ceux en présence du catéchol.

12-Les valeurs de IC50 ,de Kl ainsi que les méoaessde quatre inhibiteurs les plus
efficaces (Acide ascorbique,L-cystéine ,le métdbis de sodium et le fluorure de
sodium) ont été aussi rapportés .

13- L'efficacité et le mode d’action de I'inhibite différent en fonction de la source
d’enzyme, les propriétés structurales de I'inhilmtkii-méme ,le degré de purification ,la
présence ou non des isoformes ainsi que le typealusrat choisi.

14-L’étude d'inhibition faite suggére une indépande de substrat utilisé dans ce
travail (catéchol et/ou pyrogallol) pour le cas &3¥0s de Deglet nour et Ghars. Tandis
que gu’elle est avec les PPOs de Tadela et Tacitietu

15-L’inactivation thermique est le procédé le plhiisisé pour stabiliser les enzymes. En
effet, I'inactivation thermique de la PPO des datteeut étre convenablement décrite par
un model cinétique de premier ordre, dans la gankeseempératures comprise entre 65 a
80° pour le cas de PPOs de Ghars ,Tadela et Tattbbtandis que qu’elle était décrite
selon le modele biphasique pour la PPO de Deglat.No

16-Les valeurs de paramétres cinétique (KI[2 ,Zt et Ea) ainsi que celles de
paramétres thermodynamiquesf, AG, et AS) ont été estimées lors de linactivation
thermiques de quatre PPOs des dattes en présencaté@sol et pyrogallol comme
substrats.

17- Les vitesses d’inactivation des PPOs étudaees°C sont plus rapide qu'a 60°C
avec des facteurs différents dont 33 fois et d8Qbour les fractions stables et labiles de
PPO de Deglet Nour ,22.6 fois pour la PPO de &l&fois pour celle de Tadela et 11.5
fois en utilisant le catéchol comme substrat, irgi’en présence de pyrogallol les

valeurs redeviennent 41.8 fois et 144.53 fois (3 6 fois et 8.5 fois respectivement
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18- Des valeurs positives de5, AH et AS ont été obtenus pour l'inactivation des
PPOs des dattes indiguant que cette réactionoesspontanée, nécessite I'apport d'une
énergie thermique externe (endothermique) avec ain gn désordre et un processus
d'agrégation significatif .

19- Les différences de cinétique de l'activatioertfique de la PPO a partir de sources
difféerentes peuvent étre dues aux différences dansariété végeétale ainsi qu'aux
conditions agronomiques et climatiques dans lesegielles ont été cultivées.

En perspectives, il serait envisageable de purifeer PPOs d’autres cultivars aussi bien
locaux (Algérien) qu’internationaux (Notamment celix nord Afrique ;Tunisie, Maroc)
pour avoir une idée sur l'effet de la localisatigéographique sur les caractéristiques
réactionnelles des PPOs des dattes. De méme, nggérant vivement la mise en place
d’'une étude moléculaire détaillée impliquant leusgage des PPOs des dattes, ainsi, la
mise en place de la structure cristallographiqudr@X) de cette enzyme sera également
requise.

En revanche, une attention doit étre également @émrnla recherche des inhibiteurs
naturels des PPO des dattes et/ ou a I'étudertctivation de 'enzyme par les méthodes

physiques en particulier la pression, et les winas
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ABSTRACT

Catechol oxidase (PPO) was extracted and purified from Tadela (Phoenix dactylifera L.) date fruit, by a procedure
that included (NH,4),SO, precipitation followed by dialysis, Q-Sepharose bb ion-exchange chromatography and
HPLC gel filtration chromatography. Some of its biochemical characteristics were studied. The purification rate
and the yield were 80% and 20%, respectively. The Tadela date fruit catechol oxidase exhibited a molecular weight
of 90 kDa using SDS-PAGE. The catechol oxidase showed only o-diphenolase and triphenolase activities while no
monophenolase activity was detected. A better affinity was observed using catechol as substrate (Km = 35 mM)
with thus, a higher Vmax/Km ratio (80 U/mM-mL). This enzyme is thermostable in the temperature range
(30-60 °C) with optimum activity in acidic range of pH. Four inhibitors were used for the control of enzymatic
browning, of which sodium metabisulfite was the most potent (ICso = 0, 11 mM). The values of K; and mecha-
nism of inhibition were also determined. No significant change on enzyme activity was noticed in the presence
of metal ion and detergents. Therefore, thermal inactivation was studied in the temperature range between 60
and 80 °C using catechol as substrate. Their kinetic (K, D, t; », Zt, Ea) and thermodynamic (AH, AG and AS) param-

eters were also estimated.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dates, fruits of the date palm (Phoenix dactylifera L.), is cultivated in
harsh semiarid and arid environments. This specie can grow in many
regions, such as Arabian Peninsula, Australia, California, China, El
Salvador, Fiji, Iran, India, Mauritius, Pakistan, Spain, northern and
western Africa [1]. Algeria has remarkable figures of export of dates.
Since 2016, Algeria has become the third largest producer of dates in
the world after Egypt and Iran with a production in excess of
1 million metric tons [2]. Several varieties are grown in Algeria. They dif-
fer in their both shape and taste more or less soft. Tadela is one of
Algerian date cultivars. It's characterized by its cubic and cylindrical
shape and by its attractive soft taste and dark-brown color [3]. Dates
are a good source of dietary fiber and sugars, natural antioxidants and
secondary metabolites, Protein amino acids and enzymes, and also min-
eral salts and fatty acids [4]. Enzymes play a very important role during

* Correspondence to: F. Benaceur, Laboratory of enzymology, Department of biology,
Faculty of Sciences of Nature and Life, Amar Thelidji university, Laghouat 03000, Algeria.
** Corresponding author.
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https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.09.101
0141-8130/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

the development and ripening of fruits including dates. Among these
enzymes, polyphenol oxidase (PPO) is a key enzyme causing a change
in the color of fruits and vegetables leading to their subsequent matura-
tion [5]. The conversion of phenolic substrates to o-quinones by PPOs
occurs by means of two oxidation steps in the presence of molecular ox-
ygen: The hydroxylation of monophenols to o-diphenols
(monophenolase, cresolase, tyrosinase activities) and the oxidation of
o-diphenols to o-quinones (o-diphenolase, catecholase, catechol oxidase
activities). The nonenzymatic polymerization of o-quinone give rise to
the formation of brown, red or black pigment called melanin [6].
Preventing this reaction present a challenge for scientists working on
the agri-food industry topics.

Although several researchers have investigated the effect of heat
treatment as a standard technique for extending the shelf life of food
products through inactivation of enzymes and elimination of microor-
ganisms, articles currently available in the literature on the combined
effect of Inhibitors and the thermal inactivation process are rather few
[7,8].

Beside, many papers were reported on purification and characteriza-
tion of PPOs from different fruits and vegetables [9-12], while, the PPO
of Tadela date cultivars did not receive a similar attention. To our knowl-
edge, no purification or characterization of Tadela date fruit PPO was
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carried out before. Hence, in this paper, the catechol oxidase was ex-
tracted and purified from an original source and its biochemical charac-
teristics in terms of optimal conditions, substrate specificity, kinetics
parameters were investigated. Whereas, the control of enzymatic brow-
ning was also performed using metal ions, detergents and food addi-
tives inhibitors. Furthermore, a detailed kinetic and thermodynamic
study of thermal inactivation was performed to understand the enzy-
matic behavior and its stability as a function of the temperature and
heating time increase.

The results reported herein could help to minimize the loss of the or-
ganoleptic qualities of dates by controlling its enzymatic browning
using chemical and physicals methods. The combination of thermal in-
activation with some inhibitors could give theoretical and practical basis
to prevent this phenomenon during storing and food processing.

2. Materials and methods
2.1. Materials and reagents

Algerian date fruit “Tadela” was harvested at full ripeness (Tamr
stage) on November from a palm grove in Biskra region and kept at 4
°Cin closed jars until use (Fig. 1).

All substrates used in this work and polyvinyl(poly) pyrrolidone
(PVPP) were purchased from Sigma Aldrich. All inhibitors, detergents
chaotropic agents and metals ions were obtained from Fluka. KH,PO,,
Na,HPOy4, (12H,0) and acetic acid were purchased from Normapur.
The remaining reagents were of analytical grade. Distilled water was
used in all experiments.

2.2. Purification of catechol oxidase
Dates were pitted, sliced into small disks, weighed (300 g) and ho-

mogenized in a blender with 500 mL of cold phosphate buffer at
pH 7.0-0.05 M and 3% Polyvinyl (poly) pyrrolidone (PVPP) for 2 min.

Fig. 1. Algerian Tadela date fruit cultivar (Phoenix dactylifera L.) at full ripeness (Tamr
stage). The fruit was harvested on November from a palm grove in Biskra region, located
in the north-east of Algeria, about 248 miles from the capital (Algiers).

The PVPP was used to chelate phenolic compounds. A two-stage filtra-
tion was made using filter paper followed by double cold centrifugation
at 10,000 xg for 15 min. The supernatant was recovered then was
brought to 90% saturation with solid Ammonium sulfate (NH4),SO4.
The precipitated enzyme was separated by centrifugation at 20000 xg
for 15 min at 10 °C. The supernatant was discarded and the precipitate
was dissolved in a small amount of sodium phosphate buffer (0.05 M,
pH 7.0).

The concentrated enzyme solution was dialyzed at 4 °C against so-
dium phosphate buffer (0.01 M, pH 7.0) with two changes of the buffer
during dialysis to remove the residual ammonium sulfate. The PEG-
6000 (polyethylene glycol) was applied against dialysis bags as concen-
tration method [13]. Furthermore, the concentrated PPO obtained was
applied to the top of a Q-Sepharose Big Beats column (1.5 x 18 cm)
anion exchange chromatography previously washed and equilibrated
with 0.05 M sodium phosphate buffer to remove unbound proteins. A
linear NaCl gradient varying from 0.5 to 0 M in equilibrium with
0.05 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) was used with a constant
flow rate of 0.5 ml/min. Fractions with enzymatic and protein activities
(measured at 280 nm) were collected and pooled for further purifica-
tion. The amicon ultra-15 centrifugal filter unit (10 kDa molecular
weight cutoff) was used to concentrate the enzyme extract. Finally,
the gel filtration HPLC (C18 column Zorbax, 3-300 kDa, Agilent 1260 In-
finity) was used for the determination of the molecular weight of the
Tadela date PPO. A preliminary equilibration of column with sodium
phosphate buffer (0.01 mM, pH 7) was also made.

2.3. Gel electrophoresis and molecular weight

In order to detect the enzymatic activity of purified extract, a zymo-
gram was performed using 100 ml of 160 mM catechol in 50 mM so-
dium acetate buffer (pH 5.5). Similarly, to determine the molecular
weight, SDS-PAGE was used [14]. Enzyme solutions were denatured
by heating at 100 °C for 5 min and addition of 3-mercaptoethanol to re-
duce disulfide bonds. The samples were applied under reducing condi-
tions to 5% stacking and 12% resolving polyacrylamide gel. The
determination of the molecular weight was carried out using a molecu-
lar weight (MW) marker “PlusOne™ silver staining kit protein (17-
1150-02 MW: 14-97 kDa)".

2.4. Enzymatic activity assay and protein determination

Catechol oxidase activity was measured in the presence of catechol
as substrate, recording o-benzoquinone production at 410 nm using
Shimadzu UV spectrophotometer (UV-1800). It was ascertained that
the auto-oxidation of catechol did not interfere in the activity measure-
ment. Catechol oxidase activity was determined at 30 °C in a medium
containing 0.1 ml of 0.8 M catechol solution prepared in 0.5 mM ortho-
phosphoric acid, 0.9 ml of 0.05 M acetate buffer (pH 5.5) and 20 p of the
enzyme solution. The initial rate (vo) was calculated from the linear por-
tion of the absorbance versus time curve. One unit of PPO activity
(U) was defined as the amount of enzyme that caused an increase in ab-
sorbance of 0.001 per min [15].

Likewise, in order to select protein-rich fractions as well as to calcu-
late the specific activity, Bradford's method was used with BAS (bovine
albumin serum) as standard.

All enzyme activity analyses performed in this work were carried
out in triplicate and the average of values was considered. The error
bars represent standard deviation (SD).

2.5. Optimal pH and temperature of catechol oxidase

The Optimal pH and temperature of catechol oxidase were deter-
mined by measuring the enzyme activity as described above. A wide
pHrange (2—10) was applied using three buffer systems: acetate buffer
(50 mM, pH 2-5.5), phosphate buffer (50 mM, pH 6-8) and Tris-Hcl
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buffer (50 mM, pH 8-10). Likewise, the temperature range of 10-90 (in
10 °C increments) was chosen. The catechol, pyrogallol and
4-methylcatechol were used as substrates.

In addition, the thermal stability defined as the temperature in
which the enzyme resides stable after a fixed incubation time was also
studied for Tadela catechol oxidase in the range of temperature
(30-90) using the same three susbtrates. The purified enzyme was in-
cubated for 10 min at each temperature.

The pH and temperature values corresponding to the optimal activ-
ity were considered as optimal conditions and were fixed in all subse-
quent experiments.

2.6. Kinetics parameters and substrate specificity of catechol oxidase

The substrate specificity of purified catechol oxidase was studied
using various substrates (catechol, 4-metylcatechol, chlorogenic acid,
cresol, pyrogallol, L-DOPA, caffeic acid, and gallic acid at 10 mM). Fur-
thermore, the kinetic parameters (Km and Vmax) of catechol oxidase
were determined for three substrates showing best activity: catechol
(20 mM to 160 mM), 4-methylcatechol (10 to 60) and pyrogallol
(10 mM to 120 mM).

Thus, to determine the catalytic efficiency, the ratio Vmax/Km was
calculated from the data obtained using double reciprocal plot of
Lineweaver-Burk. To initiate the enzymatic reaction, 5 pl of purified en-
zyme was added to each substrate at determined concentration. The ex-
periments were carried out in triplicate and the average values were
represented.

2.7. Effects of metal ions, detergents and some food additives

The effect of some inhibitors currently used in food engineering
(Citric acid, ascorbic acid, benzoic acid, salicylic acid, EDTA, L-cysteine,
sodium metabisulfite, sodium azide, caffeic acid), of detergents
(Tween 20, tween 80, SDS and triton x-100) and also of metal ions
(ALCl3, CdSQy, CaCl,, CuSo4, FeSO4, ZnSO4, NaCl and KCI) on the activity
of purified catechol oxidase was investigated using five different con-
centrations of each reagent (0.1.,1,,2.,5 and 10 mM).

2.8. Determination of ICsq values and inhibition mechanism

The values of IC 5o defined as concentration of inhibitor required to
reduce the enzyme activity by 50% were calculated for L-cysteine, ascor-
bic acid, sodium metabisulfite and sodium azide using catechol as
substrate.

Likewise, the mechanism and K; values of purified catechol oxidase
were determined using two different concentrations of each inhibitor
and five concentrations of catechol (30-80 mM). The Lineweaver-
Burk graphs were used to determine the type of inhibition.

2.9. Effect of some inhibitors on thermal stability of purified Tadela catechol
oxidase

The effect of four most potent inhibitors (Sodium metabisulfite,
ascorbic acid, L-cysteine and sodium azide) on thermal stability was
studied using catechol as substrate. Three different concentrations of
each inhibitor were chosen according to their ICsg values.

2.10. Heat inactivation and thermodynamic study

The effect of heat inactivation on purified catechol oxidase was stud-
ied by varying heating time (0-120 min) in the range of temperature
60-80 °C at atmospheric pressure.

After the incubation of tubes containing each 2 ml of enzyme at de-
termined temperature, they were immerged directly in ice bath to stop
the reaction, then 30 pl of enzyme was used for activity assay. The cate-
chol was chosen on the base of thermal stability results. The activity of

enzyme untreated was considered as 100%. The first-order reaction
model was adopted to describe the kinetic of thermal inactivation.

The kinetics parameters (K: the inactivation rate constant (min~'),
D: Decimal reduction (min), t;,: Half-life, Zt: temperature sensitivity
parameter and Ea: the activation energy) were calculated using the fol-
lowing equations [15].

A
In = Kt (1)

where A & Ay: are residual and initial activities

=229 @
y="2 3)
3 (57
Ink = In(A)— % (3)

where A is the Arrhenius constant, R: is the gas constant (8.314 J/
mole-K) and T is the absolute temperature (K).

Likewise, the values of variations in Gibbs free energy (AG), enthalpy
(AH), and entropy (AS) were calculated using the equations below [12]:

B K-hy
AG=—R-T- anB.T (6)
AH = E,—nRT (7)
AS AH;AG ®)

where Kg is the Boltzmann constant (1.3806 - 10722 m? Kg/Ks) Hp is the
Planck constant (6.6262 - 10734] s).

2.11. Data analysis

SigmaPlot Version 12.0 (Copyright© 2011 Systat Software, Inc.) was
used to fit linear and Nonlinear regressions. Thus, analysis of variance
(ANOVA) was carried out to evaluate significant (P < 0.005) differences
between samples.

3. Results and discussion
3.1. Purification of catechol oxidase

The catechol oxidase was extracted from Tadela date fruit based on
solubility, ionic charge and molecular weight. A summary of purification
steps of catechol oxidase from Tadela date fruit using ammonium pre-
cipitation, Q-Sepharose Big Beats anion exchange chromatography and
Zorbax HPLC gel filtration chromatography are shown in Fig. 2A&B
and Table 1.

PPO was successfully purified to 79.9-fold with an overall recov-
ery of 20.16% and specific activity of 8118.11 U/mg. The fold purifica-
tion and specific activity differ from one source to another according
to the procedure used as well as the proteins content. The PPO from
apricot was purified 23.2 times using the Mono S. HR 5/50 GL column
as last step with 51.01% recovery and specific activity of 459 U/mg
[24], while the PPO from Borage was purified using TPP method.
The fold purification and specific activity were estimated to be 3.59
and 410,090 U/mg [11], respectively. A very high fold purification
values were reported for Cape gooseberry fruit PPO using double
precipitation by acetone and ATSBs (169.4) with a specified activity
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Fig. 2. Summary of purification steps of catechol oxidase from Tadela date fruit. (A) Separation on Q-Sepharose Big Beats anion exchange chromatography. (B) Zorbax HPLC gel filtration
chromatography. (C) Native-PAGE and SDS-PAGE: Lanes 1 and 2: Zymogram of crude and purified PPO extract; Lanes 3 and 4: Denaturing SDS-PAGE of purified Tadela catechol oxidase
and crude extract stained with Coomassie brilliant blue R-250; Lane 5: molecular weight marker. The samples were applied under reducing conditions to 5% stacking and 12% resolving

polyacrylamide gel. Tadela date fruit exhibited a molecular weight of 90 kDa.

equal to 204.69 U/mg [22] and also for the eggplant PPO with a value
of 259 and 4925 U/mg as fold purification and specific activity, re-
spectively [18].

In addition, a zymogram was performed to reveal the enzymatic
activity of the purified extract (Fig. 2C (lanes 1 and 2), while to deter-
mine the molecular weight, SDS-PAGE was used. A single character-
istic band was obtained with a molecular weight of about 90 kDa
(Fig. 2C (lane 4). A wide range of molecular weight values of PPOs
from fruits and vegetables were reported in the range of 32 up to
144 kDa [11,16-19]. Such a difference is related for possible to ge-
netic diversity, the source of enzyme, and the experimental protocol
used during purification [20].

Table 1

3.2. Optimum pH and temperature

The effect of pH on the enzymatic activity of purified catechol oxi-
dase was investigated using catechol, 4-methylcatechol and pyrogallol
as substrates. The results thus obtained are shown in Fig. 3A and
Table 3. The values of curve peak corresponding to the optimal activities
were pH 4, pH and pH 5.75 for 4-methylcatechol, pyrogallol and cate-
chol, respectively.

The enzyme appears to be more active in the acidic domain than in
the alkaline domain. At pH 7, enzyme lost 45%, 60% and 70% using cate-
chol, pyrogallol and 4-methylcatechol, respectively. Such an activity loss
may be due to the modification of the surface charge via the change of

Summary of Purification procedure of Tadela catechol oxidase. The catechol oxidase from Tadela date fruit was purified using three steps. A total enzymatic activity of 5601.50 U with 80

fold-purification was obtained.

Purification steps Total volume (ml) Total activity (U) Protein (mg) Specific activity (U/mg) Yield (%) Fold
Crude extract 175 27,778.35 273.2 101.67 100 1
Ammonium sulfate precipitation (80%) 30 15,310.17 119.39 128.23 55.1 13
Q-Sepharose Big Beats 8 2488.78 5.62 442.84 9 44
HPLC zorbax 20 5601.50 0.69 8118.11 20 79.9
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Fig. 3. Influence of pH (A), temperature (B) and thermal stability (C) on the activity of
purified Tadela catechol oxidase using catechol, pyrogallol, 4-methylcatechol as
substrates. In thermal stability study, the enzyme was held at various temperatures
(30-90 °C) for 10 min prior to cooling and assay at 30 °C. The Tadela catechol oxidase is
stable in acidic range of pH and temperature range from 30 °C to 60 °C. Each data point
is the mean of three experiments. Vertical bars represent standard deviations.

ionization state of the amino acids present on enzyme active site and/or
the decrease of affinity in presence of a functional group (CHs at meta
position for 4-methylcatechol and oH at ortho position for pyrogallol)
[21]. The optimum pH values of PPOs are usually ranged between 4
and 8 [9-12,16-19]. Most studies report the effect of pH with catechol

as substrate and there are few studies that report the effect of substrates
on the optimum pH values [14,17].

For the study of the optimal temperature, the relative activity was
measured at several temperature values ranging from 10 to 90 °C
using three substrates (Catechol, pyrogallol and 4-methylcatechol)
(Fig. 3B, Table 3). A maximum activity in the optimal temperature
range 30-40 was observed, on either side, the enzymatic activity de-
creased due to their inactivation by thermal effect. The optimal temper-
ature of PPO from different plant sources varies between 10 and 60
[16-19,22,23].

In addition, the thermal stability of purified catechol oxidase using
catechol, pyrogallol and 4-methylcatechol as substrates was studied in
the range of temperature 30-90 °C. (Fig. 3C & Table 3). We deduced
that the enzymatic stability is inversely proportional to the increase of
temperature. Different stability rates were observed for the three sub-
strates used. Catechol oxidase from Tadela date fruit seems to be more
thermostable using catechol as substrate.

The range of thermal stability was between 30 and 60 °C. Beyond
this value, there is a considerable loss of activity up to a total inactiva-
tion of 90 °C. At 70 °C, the enzyme retained 62%, 40% and 20% of its ac-
tivity using catechol, 4-methylcatechol and pyrogallol respectively.
The values of both optimum pH and temperature seem to be dependent
on the substrate used.

3.3. Substrate specificity and kinetics parameters

The substrate specificity of purified catechol oxidase was studied for
eight substrates, different by their functional groups including three
o-diphenolic substrates (dopamine, catechol and 4-methylcatechol),
three monophenolic substrates (phenol, L-tyrosine and cresol) and
three triphenolic substrates (pyrogallol, chlorogenic acid and gallic
acid).

The enzymatic activity in the presence of each substrate was
expressed as a percentage relative to the oxidation of catechol. The re-
sults thus obtained are summarized in Table 2. We found that Tadela
catechol oxidase is able to oxidize only o-diphenolic and triphenolic
substrates. Such behavior was also noticed for other PPOs [11,24].

Based on substrate specificity results, the kinetics parameters of pu-
rified catechol oxidase were calculated using catechol, 4-methylcatechol
and pyrogallol as substrates. The double reciprocal plot of Lineweaver-
Burk was used to estimate the values of Vmax and Km. The values of
Km (mM) and Vmax obtained compared to the kinetic parameters
values of PPO from several plant sources are summarized in Table 3.
Among the substrates used, a better affinity was found for catechol
with a low value of Km and higher Vmax/Km ratio. Similar results
were found for the PPO of wolf apple PPO [23] and Plums PPO [25].

Table 2

Substrate specificity for purified catechol oxidase from Tadela date fruit. The Tadela date
fruit catechol oxidase oxide well triphenolic and o-diphenolic substrates unlike
monophenols. All experiments were performed three times. Data is presented as mean
(+) standard deviation.

Substrate Wavelength (nm) Relative activity (%)

Monophenols

L-Tyrosine 475 0
Phenol 390 0
Cresol 485 0
o-Diphenols

Pyrocatechol 410 100
4-Methylcatechol 400 90.7
Dopamine 395 55.4
Triphenols

Pyrogallol 475 83.2
Chlorogenic acid 481 67.5
Gallic acid 420 314
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Table 3
Kinetic parameters of PPO from different plants. These parameters depend on the sub-
strate used. Tadela catechol oxidase showed a best affinity for o-diphenolic substrates.

Source Substrate pH T Km Vinax Vinax/Km
(°C) (mM) (U/mL) (U/mM-mL)
Tadela Pyrocatechol 5 40 35 2801 80
(Our work) 4-Methylcatechol 4 35 485 1353 28
Pyrogallol 5.5 30 602 1082 18
Desert truffle Pyrocatechol 36.7 30 014 50 357
Tyrosine 5-6 30 25 87 34.8
Wolf apple Pyrocatechol 6-6.5 28 647 342 0.5
4-Methylcatechol - - 0.15 3.01 20
Pyrogallol - - 20.11 3.90 0.19
Chest nut kernel Pyrocatechol 7 40 92 15 0.016
4-Methylcatechol - - 94 13 0.014
Gallic acid - - 100 99 0.99
Radish Catéchol 7 40 283 1587 56
Pyrogallol 7 20 63 4328 687
Chlorogéni acid - - 7.2 302 42
Gallic cid 7-8 60 42 233 55.5
1-Tyrosine - - 9.3 495 53.2
Caféique acid - - 77 1695  22.013
Honeydew Catechol - - 368 94 255
peach Epicatechin - - 012 347 2891.6
Catechin 7 40 014 219 1564.3

The values of kinetic parameters vary according to the substrate used
but it was also reported that the source of enzyme, extraction and puri-
fication methods could affect the kinetic behavior of PPO [20].

3.4. Effects of metal ions, detergents and some food additives

The effect of food additives on purified catechol oxidase was studied
(Table 4). We can classified the inhibition efficiency as follow: the So-
dium metabisulfite is the most potent inhibitor followed by Ascorbic
acid, benzoic acid, sodium fluor, salicylic acid and L-cysteine, while the
caffeic acid, citric acid and EDTA appear to be less effective. Our results

Table 4

Effect of Metal ions detergents and some food additives on purified Tadela catechol oxi-
dase. No significant effect of metal ions and detergents was observed. The inhibition rate
is proportional to the concentration increase of inhibitor and is dependent on its structural
properties. Data is presented as mean (+) standard deviation.

Reagents Relative activity (%)

0.1 mM 1mM 2 mM 5mM 10 mM
a-Inhibitor
Sodium metabisulfite 50.2 0.0 0.0 0.0 0.0
Ascorbic acid 60.3 10.7 0.0 0.0 0.0
L-cysteine 75.7 17.2 0.0 0.0 0.0
Sodium azide 80.3 50.5 441 0.0 0.0
Benzoic acid 85.7 57.2 46.5 0.0 0.0
Caffeic acid 100 87.1 73.9 59.7 38.6
Salicylic acid 100 97.5 86.6 78.0 65.3
Citric acid 109 100 90.7 90.7 75.0
EDTA 100 98.5 97.2 95.1 92.2
b-Detergents
SDS 100 94.2 90.3 81.2 72.8
Tween 20 100 99.5 98.5 95.4 93.8
Tween 80 100 99 98.2 97.1 95.3
Triton x-100 100 97.3 96.8 92 89.6
c-Metal ions
ALCl3 100 87.7 784 72.8 65.7
CdSO4-8H,0 100 90.1 87.0 83.7 784
CaCl, 100 98.9 96.7 94.5 90.1
CuSo4-5H,0 101 105 110.7 113.6 1174
FeSO4 100 103 108.5 1102 114.1
ZnS04-7H,0 100 101 105.1 108.7 1113
NaCl 100 100 100 99.9 98.0
KCl 100 100 99.3 98.8 98.1

are similar to those found for blueberry PPO [10] and Mung bean
sprouts PPO [26].

Likewise, the effect of anionic and cationic detergents was also stud-
ied (Table 4). A low inhibition rate was observed on enzymatic activity
using both cationic detergents (Tween 20, 80 and triton 100) and an-
ionic detergent (SDS) at high concentrations (5 mM and 10 mM). Gen-
erally, the SDS is added to the reaction medium to activate the latent
enzyme form [19,24] which is not the case with Tadela catechol oxidase.

Thus, the effect of monovalent and divalent metal ion was analyzed.
A positive effect with a slight increase in enzymatic activity was noticed
in the presence of Cu™2, Fe™ and Zn™2. Qur results are similar to those
reported for apricot PPO [24] and Hemsin apple PPO [27]. An inhibition
rate of 10%, 20 and 30% was observed in the presence of Ca*2, Cd ™2 and
Al3, However, no effect was observed on enzyme activity in the pres-
ence of K™ and Na™. The inhibition effect of these metal ions was also
reported for the PPO of rape flower [28] and PPO from mamey fruit
[29]. Polyphenol oxidase is a metalloenzyme containing copper in its ac-
tive site, the effect of certain metals can be positive by increasing the
stability and reinforcing the enzyme-substrate interactions, while
some metals can decrease the oxygen level and modify valence cupric
or bivalent state which will disrupt the enzymatic activity [27,30].
Others metals such as Zn may cause in reaction with copper the appear-
ance of thionine which is a very potent inhibitor of PPO [31].

3.5. Determination of IC50 values and inhibition mechanism

The effect of four inhibitors (L-cysteine, ascorbic acid, sodium
metabisulfite and sodium azide) was determined using catechol as sub-
strate. The choice of this list was made based on the results above. The
ICso and K; values (Table 5) are a key parameters to evaluate the inhibi-
tion efficiencies. They give an idea about the potency of an inhibitor, the
lower it is, the more the inhibitor is considered powerful [8]. A compet-
itive mode of inhibition was obtained using ascorbic acid. A similar
mode of action was reported for PPO from different sources [11,32].
The inhibition mechanism by ascorbic acid is related to its ability to re-
duce o-quinones to o-diphenol compounds and to its chelating power of
copper [33].

A noncompetitive inhibition was observed for L-cysteine. It may be
due to its chelating potency of the copper ion from the active site and
to the producing stable, colorless compounds [11]. Such behavior was
also found for the Heads of lettuce PPO [33] but different from mixed
type reported for purslane PPO [34].

Sodium azide, in turn, showed an uncompetitive type, with a de-
crease in the value of Vmax and Km. Its mode of action involves its at-
tachment to the complex enzyme-susbtrate. Sodium azide can form
complexes with several metalloenzymes, causing the inhibition of
their activities [34].

Eggplant PPO [18] and Purslane PPO [34] showed an uncompetitive
and mixed inhibition in presence of sodium azide, respectively. Further-
more, using sodium metabisulfite, a mixed inhibition type 1 was no-
ticed. It was reported that sulfiting agents are a potent inhibitors of
PPO and their mode of action is based on the formation of sulfoquinone
compounds which stop the polymerization process of o-quinone [35]. A

Table 5

Inhibition type. K; and ICsq values of some food additive on purified Tadela catechol oxi-
dase activity. The mechanism and efficacy of inhibition depend on the inhibitor used.
Metabisulfite and Ascorbic Acid were the best inhibitors. The Data is presented as mean
(4) standard deviation.

Inhibitor Catechol
ICs0 K R? Inhibition type
(mM) (mM)
Sodium metabisulfite 0.11 0.08 0.99 Mixed type 1
Ascorbic acid 0.22 0.20 0.99 Competitive
L-cysteine 0.33 0.25 0.99 Noncompetitive
Sodium azide 0.98 1.03 0.993 Incompetitive
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competitive mode of inhibition was found for nettle PPO in presence of
sodium metabisulfite [36]. In fact, it was reported that the inhibition
mechanism depends on several factors including the enzyme source,
the substrate used and structural or functional proprieties of inhibitor
[35].

3.6. Effect of some inhibitors on thermal stability

The result of effect of three concentrations of inhibitors on the ther-
mal stability of purified catechol oxidase is shown on Fig. 4A,B,C&D
using L-cysteine, Sodium azide, ascorbic acid and sodium metabisulfite,
respectively.

We observed an acceleration on the thermal inactivation process.
The incubation times with ICsq value for each inhibitor was smaller. At
70 °C, Tadela catechol oxidase retained 42%, 23%, 19% and 16% using So-
dium azide, L-cysteine, ascorbic acid and Sodium metabisulfite, respec-
tively. Such result can be explained by the conformational changes
making the enzyme more sensitive to the temperature increase. Few
studies reported the effect of some inhibitors on thermal inactivation
of PPO as citric acid [7] and ascorbic acid [8] but to our knowledge no
study reported the effect of L-cysteine, metabisulfite and sodium azide
on thermal stability of PPO activity, yet.

In addition, this effect observed can be explained by banding type ei-
ther on the free enzyme, on the complex or on both. The competitive in-
hibitor (ascorbic acid) binds only on the free enzyme and not on the
enzyme-substrate complex, while a non-competitive inhibitor
(L-cysteine) can bind to the free enzyme and also to the enzyme-
substrate (ES) complex and the inhibition results from their indepen-
dent fixation of substrate on the enzyme site. Sodium azide acts as an
uncompetitive inhibitor. Its mode of action involves its binding to the
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enzyme-substrate complex. In addition, the mixed inhibition (Sodium
metabisulfite) seems to be interesting to study with its allosteric inhibi-
tion. Such inhibitor can bind to both the free enzymatic form and the
enzyme-substrate (ES) complex, but unlike non-competitive inhibitor,
this time, binding to the enzyme affects the affinity of the enzyme for
its substrate [35].

The o-diphenolase activity showed more stability comparing to the
triphenolase activity. Finally, the acceleration of inactivation process in
presence of those inhibitors may be due to conformational changes of
the secondary, tertiary and quaternary structure of the enzyme and to
the destruction of its active. The breaking of some fragile bonds can
also affect catalytic activity making the enzyme more sensitive to tem-
perature [7,8,13].

3.7. Heat inactivation and thermodynamic study

A first-order reaction was adopted as model to describe thermal in-
activation process of purified Tadela catechol oxidase (Fig. 5A). Such
model was also reported for other PPOs [7,8,15,21]. The catechol was
used as substrate during thermal inactivation study. The values of kinet-
ics parameters of thermal inactivation are summarized in Table 6. We
noticed an acceleration of thermal inactivation process with the in-
crease of temperature. Such deduction was confirmed by the decrease
of the both values of half-time (t; ) necessary to reduce half of the en-
zymatic activity and decimal reduction time «D».

A high value of the activation energy (Ea) with a low Zt value is two
parameters indicating a greater sensitivity of the enzymatic activity. The
exploitation of the slopes of Ln k and Log D as a function of the temper-
ature makes it possible to estimate their values, respectively (Fig. 5B &
C). The values of Zt for different PPOs are usually ranged between
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Fig. 4. Effect of some inhibitors on thermal inactivation of purified Tadela catechol oxidase. A) .-Cysteine, B) Sodium azide, C) Ascorbic acid, D) Sodium metabisulfite. Catechol (80 mM in
50 mM acetate buffer, pH 5.5) was used as substrate. The effect of thermal inactivation is amplified according to the inhibitor used and its concentration. Each data point is the mean of

three experiments. Vertical bars represent standard deviations.
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pressure Catechol (80 mM in 50 mM acetate buffer, pH 5.5) was used as substrate. The activation energy for heat inactivation of PPO was estimated to be 135.01 kJ/mol. Vertical bars

represent standard deviations.

(8-14 °C) [11,15,16,37-39]. Beside, an exceptional Zt value (104.2 °C)
was reported for pineapple PPO [35].

The thermodynamic parameters [the enthalpy (AH), the entropy
(AS) and the free energy (AG)] were also calculated and the values
thus obtained are grouped in Table 6. A positive values of AG, AH and
AS indicates that this reaction is non-spontaneous, requires the contri-
bution of an external thermal energy (endothermic) with gain in disor-
der and significant aggregation process [8,15,38,39].

Tadela catechol oxidase undergoes a considerable change of confor-
mation during the denaturation process. Similar remarks were made for
the black truffle PPO [15], elephant foot yam PPO [32], pear, apple and
strawberry PPO [37], bayberry juice PPO [38] and for Pineapple PPO
[39].

Table 6

Thermal inactivation and thermodynamic parameters of purified Tadela catechol oxidase.
The rate of inactivation is proportional to the temperature increase. The enzyme seems to
be thermostable. The value of sensitivity parameter “Zt” was estimated to be 16.17 °C in-
hibitors. The Data is presented as mean (+) standard deviation.

Temperature K D ti2 AH AG AS
(°0) (min—1) (min) (min) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol
K1)
60 0.006* 3715 111.8 13225 115.05 51.62
65 0.012 181 545 13220 114.08 515
70 0.023 98 295 13216 11480 50.64
75 0.048 472 142 13212 11440 50.92
80 0.111 20.7 6.2 132.08 113.63 52.18
Zr (°C) = Ea (kJ/moL) =
16.17 135.01

Mean (£SD) for triplicate experiments.

4. Conclusion

Catechol oxidase from Tadela showed a single band on SDS-PAGE
with a molecular weight of 90 kDa. Among the list of substrates used,
a better affinity was observed for o-diphenolic substrates comparing
to triphenolic ones. Enzyme showed its optimum activity on acidic
range of pH (4-6) and ambient temperature (30-50 °C). No latent
form was found when the SDS and other detergents were applied. The
Cu™2, Fe™ and Zn*? act as activators of enzyme activity while an inhi-
bition was detected in presence of Ca™2, Cd™2 and Al"™>.

A mixed type 1, competitive, noncompetitive and uncompetitive
mechanisms were obtained using sodium metabisulfite, ascorbic acid,
L-cysteine and sodium azide as inhibitors, respectively.

Based on thermal stability study, the enzyme became more sensitive
when the inhibitors were used simultaneously with temperature in-
crease. The values of Ea and Zt estimated support our deduction of the
enzyme thermostability. The effect of inhibitor and heat treatment
could be combined to control enzymatic browning of date.
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Résumé

Ce travail rapporte une purification des PPO extraites de quatre variétés des dattes algériennes par une procédure de trois étapes impliquant
une précipitation par le sulfate d’ammonium suivie d une chromatographie échangeuse d'ions Q-Sepharose b6 et une chromatographie HPLC de
gel filtration. Le taux de purification et le rendement ainsi estimés étaient de (7.92%et 14.7%),(82% et 23%) (79% et 20%),(80%et 16%), pour
les PPOs de Deglet nour, Ghars, Tadela et Tantbouchet, respectivement. En appliquant SDS-Page,les PPOs de Ghars , Tantbouchet et Tadela ont
1évélé des poids moléculaires équivalents a 30,67 et 90RD respectivement, tandis que trois isoformes ont été observés pour la PO de Deglet
Nour( 20,40 et 64kDa).Les PPOs des dattes sont pourvus des deux activités o-diphnéolase et triphénolase alors qu’aucune activité monophéno-
lase n’a été détectée. L activité optimale des PPOs des dattes a été enregistrée dans le domaine acide avec stabilité thermique entre 30-60°C et
ceci en utilisant le catéchol,le pyrogallol et le 4-méthylcatéchol comme substrats. Une meilleure efficacité catalytique a été obtenue vis-d-vis de
4-methylcaétchol pour le cas des PPOs de deglet Nour et Ghars par contre Le catéchol présente plus daffinité pour les PPOs de Tadela et
Tantbouchet Aucun effet significatif n’a été observé en présence des détergents, et ions métalique (Na* et K) or les ions Cu*? Fe? et Zn*2
agissent entant qu'activateurs et les ions Ca*?, Cd*? et Al* entant qu'inhibiteurs.L effet d’une liste d’infibiteurs comprenant les sulfites, les
Sluorures, les acides organiques et les acides aminés sur les PPOs des dattes a été étudié en utilisant le catéchol et le pyrogallol comme substrats.
Le métabisulfites de sodium,le fluorure de sodium,la L-cystéine ainsi que [acide ascorbique ont présentés une infibition efficace des brunisse-
ment enzymatique des dattes.Leur valeurs d’ICso, KJ ainsi que leur mécanismes d inhibition ont été rapportés. L’efficacité d"inhibition dépend de
la source d’engyme et le substrat utilisé.L inactivation thermique des PPOS des dattes a été réalisé dans [intervalle de température compris
entre 60-80°C.La cinétique d’inactivation a été décrite par le model de premier ordre pour les PPOs de Ghars, Tadela et Tantbouchet et par un
modéle biphasique pour le cas de la PPO de Deglet Nour.Les paramétres cinétique (K,D,t1/2,et Ztlet thermodynamiques(AH, 4G et 45) ont été
aussi calculés. Les PPOs de Tantbouchet et Tadela semblent étre plus stables par rapport d celles de ghars et Deglet Nour .De méme, (L acticité
triphénolase présente plus de sensibilité vis-a-vis de changement de température en la comparant avec celle de Cacticité o-dipéhnolase. .

Motcles :Phoenix.  dactylifera  L.Deglet  Nour,Ghars, Tadela, Tantbouchet,polyphenolooxdase,  purification, caractérisation
,Inhibition, Inactivation thermique, Brunissement enzymatique

Abstract

This work reports a purification of PPOs extracted from four Algerian date varieties by a three-step procedure involving ammonium sulphate
precipitation followed by Q-Sepharose 66 ion exchange chromatography and HPLC gel filtration chromatography. The purification rate and
yield thus estimated were (7.92% and 14.7%), (82% and 23%) (79% and 20%), (80% and 16%), for the PPOs of Deglet nour, Ghars. , Tadela
and Tantbouchet, respectively.By using SDS-Page, the Ghars, Tantbouchet and Tadela PPOs exhibited a molecular weights of 30.67 and
90RD, respectively, while three isoforms were observed for Deglet Nour's PPO (20,40 and 64kRDa). The dates PPOs showed both o-diphenolase
and triphenolase activities while a lack,of monophenolase activity was observed.The optimal activity of date PPOs was obtained in the acidic
domain with thermal stability between 30-60 ° C using catechol, pyrogallol and 4-methylcatechol as substrates. A better catalytic efficiency was
estimated using 4-methylcaétchol for the PPOs of deglet Nour and Ghars while for the PPOs of Tadela and Tantbouchet have better affinity
Sfor catechol.No significant effect was found in the presence of detergents, and metal ions (Na + and K +) Likewise,Cu*2, Fe*2 and Zn*? act as
activators and Ca*?, Cd*? and Al as inkibitors. The effect of several infibitors including sulfites, fluorides, organic acids and amino acids on
date PPOs activity was investigated using catechol and pyrogallol as substrates. Sodium metabisulphites, sodium fluoride, L-cysteine and
ascorbic acid were excellent  PPO inhibitors. Their IC50, Ki values and inhibition mechanisms were also reported. The inkibition efficiency
depends on the enzyme source and the substrate used.The thermal inactivation of PPOS dates was performed in the temperature range 60-80
°C.The kinetics of inactivation was described by first order model for the PPOs of Ghars, Tadela and Tantbouchet and by a biphasic model for
Deglet Nour PPO. The kinetic (K, D, tiy,, and Z,) and thermodynamic parameters (AH, 4G and 4S) were also calculated. The Tantbouchet and
Tadela PPOs seem to be more stable compared to those of Ghars and Deglet Nour. Similarly, the triphenolase activity shows more sensitivity
towards temperature change compared with o-dipéhnolase ctivity.
Keywords :, Phoenix dactylifera L.Deglet Nour, Ghars, Tadela, Tantbouchet, Polyphenoloxidase, purification, characterization, Inhibition,
Thermal inactivation, enzymatic browning
oadla
sl G JA e @l 5 Ay i3l saill e g )il Ax )l (e LeaDlaial ey A gl LS jall lauS 5e Alle (e ey il A ot Janll 138
IS 5 A Jie oIS (HPLC IR L ey S 1S5 381 JoLal) Lo sa sy € By o8 ol gy ) iy laniols i Ju
Aaaialy | gl e ¢ culi i g VS e pe, 50 Al ey 30U Al ¢ (776 57.80) ¢ (420 57.79) (123 57.82) « (£14.7 57.7.92) + &S 253 5all
D5 Ay A (isoformes)iie 33 A8 2 ga 5 Aaadle o3 un ¢ sl e« kDa 90 5 67,30 45V A sall oY) e Jseasll 2 ¢ SDS-Page s
nbae ¥ B (a5 5l (alal 2 el Tliil) el g i @llai ¥ o A Ol 3500 5 3005 S ) saus (ye SSW 3,(KDa 64 5 40,20)
vie € il Laal ol S S SIS e 5 Sl ), ISl Jleninds 30-60°C 0 1o D)) ae (emalall Jlaall b il 531 ailgd
il Ay i Ll (Ca*2, 2 L) gon Jasii 5(Cut?, Fer?, Znt2) sas o Tt Uaa s Wil cpn (K Vgt dbaal) b gl 1385 cliiall Uillens
Ui S el S8 gl )y SIS ooty ) g 30 I Lo Zuiael) mlan 1 gl (pmbant¥l, il 5 oy S0 Ja il s
& e A1 1S5 (705, Kl ite s 8 2855 S T i )5S (e 1S5 Cpnndd) (mnn o 53 geaal) 2y 18 503 gaall ldl panilise
o) Sl Bl 53 ik, (550 g o Alaninal) 5580 1S 5 ) g gty (3 ol Al o WiaY Linfl S S iy ol 5 JSASH 35m
5 Y35 G Al il 3 gl all Jeaatll Al 591 A5 A (e g3sal Jlaniad 25.60-80 °C ¢ B0Ia s (i 8 cilay ) adla e (5ol Al
5 Y eyl o Bas g0 sl Sl 138 50) RS Al @l i) luny Ll U 55 8883 w3 skl G z3saill Jlenin] o Loy Cad 53
Skl & e sl pal) il 505y |3 ST gnall 206 SN sl o Lilas ) sl e e 5 53 A1 Ll lat e Lyl s |l il ST i g
BRFERE:
22 Y ) an¥) (55l oa Jebantic Japi ailiad 485 ghdl) 2w g ol 655 VN5 ¢ g8 ¢ 58 Al ) SLSSo (Kb ¢ s dalibal) cilalgl)



