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Introduction

Introduction :

La polyphénol oxydase (PPO) est une métalloenzygaqeable de produire des o-quinones
en présence des composes phénoliques.En présefiogydgne moléculaire, cette enzyme
catalyse deux réactions bien distinctes : I'o-hydadion des monophénols en o-diphénols
(activité crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et I'oxydatdes o-diphénols en o-quinones (activité
catécholase) (EC 1. 10. 3. 2),qui se polymérisent former un pigment brun, rouge ou noir
(Martinez & Whitaker, 1995.,Corzo-Martinez ¢12012).

Depuis 1994, des centaines d'articles traitantR® O des champignons ont été publiés en
incluant les listes d'inhibiteurs , les caractégists de I'enzyme et ses utilisations potentielles
a des fins cliniques ( Seoat, 2003),de méme, I'importance économique de bsem&nt et
ses mécanismes sous-jacents (Jolivedl €1998),et/ou les applications en bio-ingénierie et
biotechnologie ont été également rapportés (Hallaktal.,2006).

Les polyphénols oxydases ont suscité un intérésidérable en raison de leur forte
capacité d'oxyder les composés aromatiques. Celtactéristique rend I'utilisation de
polyphénols oxydases tres appropriée pour certaiapplications biotechnologiques
notamment dans l'industrie des aliments, I'indgsttes pates et papiers, de textile,ainsi dans
la médecine et I'environnement.( Simsek & Yemegicig2007).

Les PPOs ont été tres bien étudiées a partir dastis sources telles que les champignons
(Papa etal., 1994, ,Cheng etal.,2013 ), la banane (Sojo ei., 1998., Unal et
al.,2007,),I'artichaut (Ziyan & Pekyardimc.,2003., @aaet &,2013),la poire (Ziyan &
Pekyardimci.,2004.,kim et .e22005), la péche (Joséat,2014), I'abricot ( Tony e&l.,1999),
les feuilles de Tabac (Shi el.,2001),la cerise (Kumar e#l.,2008),et la pomme
(Yemenicioglu etl., 1997).Par contre, peu d’études ont été rappsuéla PPO des truffes
(Zarivi etal.,2003.,Gouzi etla2013).

Dans ce travail,nous rapportons pour la presrfigis une étude détaillée sur les propriétés
cinétiques ,d’inhibition et de I'inactivation theiguie de la PPO des truffes du déséefezia
leonis).

Nous visons a étudié, premierement, I'effet deolarse via une comparaison entre la PPO
de truffes de désert et la PPO de champignon dis Barterme des propriétés physico
chimiques et cinétiques. Le choix deampignon de Paris comme source de référence est
expliqué par le grand nombre des études portéesosuPPO(Nan-yi edl.,2011,Gouzi et
al.,2012 ,Yakup.,2012,Wei et.2013),



Deuxiemement,en industrie pharmaceutique, le rapg@ctivitt monophénolase/ o-
diphénolase est un facteur limitant lors de la ls¢s¢ de dopamine en présence de la PPO
,dans la nature seulement un seul espece bactéfRaistonia solanacearum) a fait
I'exception par un rapport d’'activité tres élevée(flandez-Romero et.,2006 ,Goldfeder et
al.,2013),nous suggérons que la PPO de truffe sembbéséder également une telle
particularité.

Troisiemement, une attention est donnée amigsement enzymatique dont I'effet de
guelques inhibiteurs fréequemment utilisés en imiisigro-alimentaire et/ou de I'inactivation
thermique de la PPO des truffes de désert onétatkes.

Ainsi, notre travail présenté en quatre cliapiest séquencé comme suit :

Le premier chapitre concerne un rappel bilbhphique aussi précis que possible sur la
source utilisée « les truffes » et 'enzyme « PPOans le deuxiéme chapitre, nous mettrons
en évidences les procédures expérimentales.

Le troisieme chapitre est consacré a une gison des résultats expérimentaux conduits
lors de ce mémoire. Nous présenterons les résuldésnus de I'étude comparative entre les
deux enzymes de truffes et de champignons de Rasijte, dans le cadre de prévention de
brunissement, nous discuterons également les aéswle la cinétique de linhibition, et de
I'inactivation thermique.

Une récapitulation succincte des résultatsiajoe les perspectives ouvrant la voie a des

études ultérieures sur la PPO de truffes, sonbugges dans le dernier chapitre.
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1.1 LES TRUFFES
1.1.1 Généralités

Les truffes, connus localement sous le nontetfé&s ou Al-Kamaa",sont des champignons
comestibles a I'état sauvage produisant des ficatibns souterraines et qui établissent
souvent une symbiose ectomycorhizienne avec deggsl hotes de genirelianthemunspp
(Smith & Read.,2008 ;Trappe & Claridge.,2010).dspeces de truffes les plus étudiées sont
T. melanosporuntruffe noire ) ,Tuber  brumale( truffe noire )Tuber aestivun{ truffe
noire ) ,Tuber indicum( truffe noire ) ,T.magnatuntruffe blanche ) Tuber borchii ( truffe
blanche ) Tirmania nivea, ( truffe blanche ) , Terfezia , ( truffe noird.gs deux genre
Terfezia et Tirmania sont aussi appelés truffedésert (Luard.,2006).

Parmi les champignons comestibles, les truffésune grande valeur économique et sont
les plus chere au monde,un kilogramme se venkd snarché ouvert de € 600 - € 6000 selon
les especes, le colt élevé pourrait étre d0 arkaté associée a un faible rendement en
certaines saisons( Hall dt,2007).

Les truffes constituent un rapport alimentangs tapprécié pour certainpspulations de
bassin méditerranéen (Algérie, Maroc, Libye, Tunigigypte, France,ltalie ,Espagne...etc.) et
du Moyen Orient (Jordanie, Syrie, Arabie Saouditeg, Yémen, Kuwait...ect). Leur
dénomination differe selon la région et ont unetdaaleur économique (Hall at.,2007)

Les études récentes ont montré que les truftessguolent entre autres des activités
biologiques y compris antivirales,anti-oxydantesntimicrobiennes,hépatoprotectrices , des
activités anti- mutagenes et anti-inflammatoiremnékat et la,2005 ;Fratianni.,et|a2007;.
Stanikunaite etlg2007;Janakat & Nassar.,2010)

1.1.2 Classification

Les truffes sont des Eumycetes, c'est-a-dire/rdes champignons, possédant une paroi
cellulaire.Leur thalle est constitué de mycéliutarfienteux cloisonné (Septomycetes). Leur
dissémination s'effectue par spores immobiles ¢tanatique des Amastigomycota =
Amastigomyceétes).(Rouissat dt,2012)Au sein des Amastigomycetes, les truffes sont des
Ascomycota,(figure 1) c'est-a-dire des champignpnsduisant des spores issues d'une
méiose dans des cellules en forme de sacs, leesasfju contraire, chez les Basidiomycota
(champignon de Paris, cépe, chanterelle...), lesespse forment a l'extérieur de cellules
spéciales : les basides.

La premiere étude de phylogénie moléculagetduffes a été réalisée par O'Don nell
et d.(1997 ),apres Diez et.22002) ont pu prouver une relation phylogémnedi étroite
entre les deux especes de truffes de désert TedeZirimania.

4
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Laesoe et HanSen.(2007) ont rapporté en détail casctéristiques de l'ordre de

Pézizomycetideae auquel les truffes de désertrfaisartie .Cependant,ce n’est que tout

tigue proprement adiétait établit( Kovacs &

éné

7

t qu'une arbre phylog

Trappe.,2011).
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1.1.3 Morphologie

Visuellement, les truffes ont des caractéristigplegsiques particuliere permettant de les
distinguer des autres champignons comestibles (Bia@ivn, & Zambonelli.,2007; Luard,
2006).

En général, les truffes n'ont pas de tige, pashitanchies, et possédent un mycélium sou-
terrain ,elles ont une forme arrondie, charnuaroe un tubercule de la pomme de terre, leur
glebe a une coloration plus au moins claire, lsurace est d’une couleur variable entre le
noire, le blanc et le marron. (Hall ek,2007). Contrairement aux espéces tubercules,qui
peuvent atteindre jusqu'a 30 cm sous la surfada terre, les truffes sont assez prés de la
surface et peuvent étre détecté sans l'aide deashlles sont généralement repérées par le
gonflement ou fissure distincte sur le sable caudéur échéance (Fig. 2). (Loizides et
a.,2012)

Quelques espéeces de truffes sont représentéedadfigigre 3. L'espéce la plus répondue
est Terfezia arenaria(=leonis)(Figure 3b) ,elle a une surface noirenite et une glébe
blanche roséatre d’'un diametre compris entre 3 et0Son poids est compris entre 8 et 10
grammes. La partie effilée de la truffe constitadbhse est enfoncée dans le sol et serait en
relation avec le cordon mycélien qui s'attache plémte hote. Les asques Terfezia leonis
ont une forme sphérique et contiennent 3 & 6 sp@es derniers ont un diamétre moyen
compris entre 25 et 3in et une forme sphérique accompagnée d’épine éacsur Loizides
et d.,2012., Bradai etlg2013)

Figure 2 :Fissuration du sol sablonneux révélant la préseles truffes du désert
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Figure 3:les truffes a)Terfezia arenaria (=leonis) b) Terfezia claveryi €jrmania

nivea d)Picoa lefebvrei

1.1.4 Ecologie et distribution

Les truffes se développent dans les zones sendsart arides, sur un sol sablonneux
calcaire relativement pauvre en matiéres organigobe en magnésium et en potassium,
mais pauvre en phosphate (Loizidesle2012). Le développement de ces champignons est
étroitement lié aux pluies orageuses d’hiver ainsa la densité de la couverture des plantes
hotes. (Fortas &tl., 1992 ;Bradai etlg2013 ).

Elles sont largement distribuées a travers le mémwdd-urope,plusieurs especes sont
rencontrées ,en ltalie, France, Espagne, Portug&loagrie,on trouveT .melanosporum,
T.magnatum].aestivum;.borchiienT rufum , T simonea , T brumal&.miesentericum,T.
arenaria ( Saltarelli et &,2008 ;Cullere etlg2009 ;March etla.,2009).En Amérique et nord
de Mexique,on trouve .Tgigantea Sspinosus et Terfezia lon@iovacs et b.,2011).Au
Moyen Orient quatre especes sont connubsrfezia claverychatin, T.boudieri, Tirmania
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pinoyi, et T.nivegelles sont tres répandues dans les zones plurois désertiques du
Koweit et des pays voisins (Syrie et Iraq),en Chihga une seule espéce connderfezia
arenaria (Hussan & Al-Rugaie .,1999,Kagan-Zur & Roth-Bejea,2008).Au Maghreb,les
especes les plus répandus soherfezia arenaria Tul, T. boudieri Tul T. claveryiat, T.
leptoderma Tul, T. eremita Malecon, Tirmania pineyiT. NiveaAu centre Marocain ; Ksar,
Es souk, Bou-Bernous, sud-est de Boudnibet etdjgnirencontreTerfezia claveryi Entre
Rabat et Tanger, I'espece la plus répanduTesfezia arenaricEn Afrigue du nord, la
présence d’'une douzaine d'especes a été signatéla plus abondantes sonterfezia
leonis Tul, Terfezia boudidfn Algerieles truffes se trouvent entre autresdarcété sud-
est ;sud de Biskra,de Bou Saada ,Barika (régiorBaima), et Laghouat,du sud-ouest a
Bechar ,les espéces les plus répandues sbmtfezia boudieri, T. claveryi et Tirmania
nivea,Terfezia leonide méme,dans les hauts plateaux I'espece lar@hasrdue eslerfezia
leonis(Braida efal.,2013).

1.1.5 Cycle biologique

Les Ascomycota comprennent une seule classe, lesn&étes, caractérisés par une
reproduction asexuée principalement par conidiem (oonnue chez les truffes) et une
reproduction sexuée selon différentes méthodess Dartas des truffes, les asques ne se
forment pas simplement & nu sur le substrat, comiams le cas de champignons primitifs
(levures, cloques), mais a partir de filaments génes dicaryotiques, Bintérieur de
sporocarpes ou ascomata (« organes a asques mrore @scocarpes (« fruits a asques »).
Les asques étant portés par un appareil fructifesetruffes sont donc des Euascomyceétes.
(Riousset eal.,2012)

Les stades du cycle biologique de la truffe (Figdecommencent par la germination
d’ascospore (se trouve toujours a proximité demeacde la plante héte), le mycélium forme
apres la germination précédente, forme un thatterstaire capable d’établir une association
mycrohizienne. Si le thalle atteint son stade deslbppement, la fructification de la truffe se
produit (Loizides etl 2012 ;Riousset &ll.,2012).



Synthese bibliographique

GERMINATION

Mycélium

Plante -hte

009 3 AsC

MY(C
| ORHIZES
(mvasion des racines)

Figure 4 : Cycle biologique de la truffe (Loizidesadt,2012).
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1.16 Composition biochimique

La composition biochimique des truffes differe deuespéce a une autre , Zur e2908 )
ont étudié la chimie composition de truffes du désk'analyse a montré que la matiere séche
( DM ) est composée de 20 - 27% de protéines , 83e%ellulose ; 3 a 7,5 % de lipides
(acides gras insaturés et saturés ) ; 7-13 % fimates , environ 60 % de glucides ; et 2-5 %
d'acide ascorbique ( Kagan - Zur & Roth — Bejer2@8).

Slama et B( 2010 ), ont également étudi€erfezia boudieriet ont trouvé 10.15 % de
protéine, 15.4 % total en sucre et 1.9 % en ssohgble ,Ca (1,423 ), K (1,346 ), P (346) ,
Mg (154) par 77 mg/100 g poids sec, tandis que Burd &( 2012 ) ont trouvé 14 %
protéine, 8 % acide gras et and 54 % sucres erysamlla composition biochimique de
méme espécd érfezia boudieri Chatin

Les profils des composés aromatiques des trufféssascité également I'attention des
chercheurs ,Gioacchini elt a( 2005) ont identifié 36 composés organiqudatile (COV ), y
compris les alcanes , alcools, esters , aldéhyaetones, terpénes , etc et ceci pour Six
différentes espéces de truffes blanches et noifesnjagnatum Pico , T. borchii Vittad ,
tubercules dryophilum Tul ., T. aestivum Vittad uber mesentericum Vittad . , et T.brumale
Vittad ).De méme,Culleré et.a(2009) ont identifié pour la premiére fois cingpmposeés
aromatiques de truffes noirgg. melanosporujnincluant 1-hexene-3-one, 2-méthyl-3-
furanthiol, furanéol, 3-éthylphénol, 3-pro-pylphéeb5-méthyl-2-propylphénol.

L’expression des enzymes dans les truffes a é&lemdgnt rapportée, Zarivi ek.@011),
ont suivi I'expression de la tyrosinase chez ledfds noires T. melanosporum),dés la
formation de mycélium jusqu'a la maturation ,de ra@avarro- Rodena et.@2012), ont pu
extrait deux oxydoréductases ; la tyrosinase dipdxygenase de I'ascocarpe TOeclaveryi.

Outre la recherche sur limportance senserietl nutritionnelle des truffes du désert,
plusieurs études ont traités les activités biajogs des truffes comprennent les activités
antivirales et antimicrobiennes (JanakalgR@05), les capacités anti-oxydantes (Murciun et
al.,2002) et les activité hépatoprotectrices (Jan&Kdassar.,2010).

10
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1.2Polyphénol oxydase

1.2.1Historique

La polyphénol oxydase a été découverte pour la igreniois en 1856 par Schoenbein
dans le champignoBoletus luciferusIl a noté que l'extrait de ce champignon catalyse
'oxydation en aérobie de certains composés endatnun pigment brun dans les plantes
(Whitaker et Lee.,1995 ).

Bertrand (1896) a son tour a mis également en gealta présence d’'une enzyme dans la
betterave, le dahlia et certains champignons. Ba€hodat .(1904) ont émis I'hypothese que
le brunissement des tissus végétaux coupés ousébgé di a I'action d’une oxygénase qui
catalyserait la peroxydation des o-diphénols. Selmauteurs, le peroxyde ainsi formé serait
détruit par la peroxydase, conduisant a la forrmaties composés quinoniques.

La polyphénol oxydase a été extraite pour la pregmi@is simultanément par Kubowitz
(1938) a partir des pommes de terre et par KeiliMann (1938) a partd’Agaricus bisporus

C'était la premiere enzyme purifiée par chromatolgiead’affinité (Lerch, 1981; Jolivet et
al., 1998).Bien que la polyphénol oxydase ait &éodverte il y'a bien longtemps, ce n’est
gu’en 1998 que la premiére structure cristallogiqypd de la PPO a été rapportée et c’était
pour 'enzyme delmpomea batataKlabund et h,1998). Et depuis, la PPO a suscité plus d’
attention et plusieurs études sérieuses ont ét& mbune part sur la compréhension de
mécanisme réactionnel et d’autre part sur le ddel'enzyme dans le brunissement
enzymatique (Seo etl.,2003 ;Halalouili et 12006 ;Virador et 132010 ;Cheng et
al.,2013 ;José el a2014).

1.2.2Définition, classification et nomenclature

1.2.2.1Définition

La polyphénol oxydase (PPO) appartient auuggodes oxydoréductases, elle est
largement répandue dans le regne microbien, véggtaanimal et participe dans la
mélanogénése chez les mammiferes et/ou dans lesseament enzymatique des fruits et des
légumes. Bien que le terme générigue de PPO saoragonent utilisé, il s'agit en réalité
d'une vaste famille d’enzymes réunissant les tyases (EC 1.14.18.1), les catéchol
oxydases (EC 1.10.3.1) et les laccases (EC 1.)@Nesquita & Queiroz.,2013).

1.2.2.2 Classification et nomenclature

L’'union internationale de biochimie avait dénaux enzymes des noms systématiques
fondés sur le type de réaction qu’elles catalysestir la spécificité de leurs substrats.

L’o-diphénol oxydase qui appartient au groupe degdo-réductases a été définie par

Dixon et Webb (1964) comme I'o-diphénol : oxygeorydoréductase (E.C.1.10.3.1.),le nom

11
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tyrosinase, trés souvent donné a l'enzyme, était,gonséquent, en contradiction avec la
nomenclature officielle. C’est pourquoi en 1972fteenomenclature a été modifiée et le
complexe nommé monophénol, dihydroxyphénylalaninexygéne, oxydo-réductase

(E.C.1.14.18.1.) (Martinez & Whitaker, 1995.,Medqué Queiroz.,2013)

La PPO catalyse [I'o-hydroxylation des monophén(stivite monophénolase) et
l'oxydation des o-diphénols en o-quinones (I'atdiuliphenolase) avec l'oxygene comme
oxydant primaire (Mayer.,2006 ;Mesquita & Queird@13)

L'activité monophenolase (EC 1.14.18.1), égalerapptlée hydroxylase ou crésolase, est
toujours couplée a l'activité diphénola@eC 1.10.3.1), catécholase ou oxydase.Toutefois,
l'activité diphenolase n'est pas toujours précéduirel'activité hydroxylase (Mayer.,2006.,
Mesquita & Queiroz.,2013).

La laccase (p-diphenol: oxygéne oxydoréductase,1H®0.3.2) est un autre type de
polyphénol oxydase ,présente dans certains végstgmeécieures (Zhang €t,2010).

Activité monophenolase (EC 1.14.18.1)

Les monophénol oxydases ou monoxygénases catalysagtroxylation des
monophénols en o-diphénols (FigureGétte enzyme est également appelée tyrosinase car
la L-tyrosine est le substrat monophénolique magians le regne animal.Cette enzyme est
€galement appelée crésolase en raison de sa @apadatiliser le crésol comme substrat.
L’activité monophénol oxydase est généralementgiadiée dans les plantes car la réaction
d’hydroxylation est beaucoup plus lente quekction d’oxydation formant les quinones
et initiant les réactions de brunissement. (Ma&yeal.,2006.Martiinez et al.,2012).

Activité catechol oxydase (EC 1.10.3.1)

La laccase se caractérise par son activité p-dgdh&ydase qui s’'ajoute a I'activité o-
diphénol oxydase(Figure 5)L’oxydation des subst@ténoliques par la laccasgénere la
formation d’'un radicale semi-quinone et s’accommagar la réduction de I'oxygéne en eau
par un mécanisme dit ping-pong (Reinhammar & Maigmst,1981 ;Giardina et .22010).

Ces enzymes ont été trouvés dans différentes espegalantes, d'insectes et les bactéries
(Loera et £,2006;. Madhavi & Lele.,2009). Cependant, la mtgades laccases décrites dans
la littérature ont été isolés a partir des chamgignsupérieurd,es laccases fongiques les
plus connus sont des enzymes extracellulaires, lgdsezégétaux supérieures, elles assurent
trois réles important incluant la formation de pmm la dégradation de la lignine et de

désintoxication (Loera et.22006).

12
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Figure 5:Schéma des différentes réactions catalysées paolgphénol oxydases.

1.2.3 Distribution, localisation subcellulaire et dle physiologique

1.2.3.1 Distribution et localisation subcellulaire

La distribution de la PPO dans les différentesipaudes fruits et légumes et la proportion
de I'enzyme liée sur I'enzyme soluble peuvent é&woasidérablement inégales.(Mayer et
al.,2006).L’activité¢ de PPO est tres faible dans jesnes plantes, souvent indétectable
(Mayer., 1979). Beaucoup de chercheurs se someggés aux PPO de diverses sources telles
gue : les truffes (Miranda etl.,1996 ;Perez-Gilabert @l.,2001 ;Zarivi etal.,2003 ;Gouzi et
a.,2013), les champignons(Papaakt1994,,Cheng e&l.,2013 ), la banane ( Sojo at.,
1998., Unal.,2007),l'artichaut (Ziyan & Pekyardin2003 ;Quarta etl22013),la poire (Ziyan
& Pekyardimci.,2004 ;Kim et 1g2005), la péche (José at.,2014), I'abricot ( Tony et
al.,1999), les feuilles de Tabac (Shiat2001),la cerise (Kumar etl.,2008),et la pomme
(Yemenicioglu egal., 1997).

La PPO se trouve dans une variété des organiteglfulbires telles que les peroxysomes,
les mitochondries (Martinez at.,1989., Webb etlg2013).Chez les plantes saines, la PPO est
majoritairement présente dans les plastides., aj@edle est libérée dans le cytoplasme des
fruits murs ou endommagés (Whitaker et Lee., 198%hb et h,2013).

13
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1.2.3.2 Rdle physiologique

La localisation spécifique des formes actives B laisse supposer que cette enzyme
intervient directement dans la photosynthése etans la régulation de la concentration
en oxygene actif dans les chloroplastes (Kuara & Katoh.,1999). Il a été montré que
la PPO était structuralement associée au pysitase Il dans la fevé/{cia fabg. (Lax &
Vaughn.,1991)

Dans les plantes, les PPO jouent également undélesistance contre les infections
microbiennes, virales et contre les mauvaises tiondiclimatiques (Martinez & Whitaker.,
1995).La PPO est impliquée dans divers processsigte, la pigmentation des vertébres et
mammiféres, ainsi que le brunissement des fruittlestiégumes (Fenoll at.,2004). Chez les
insectes, la PPO est impliqguée dans la scléraiisatie I'exosquelette et aussi, dans la
protection contre d'autres organismes par leur pmutation dans la mélanine(Steffens et
al.,1998).

La PPO catalyse l'oxydation des composés phénalignequinones. Ces derniéres, sont
elles-mémes bactéricides et fongicides (Zinkerndi86), et se polymérisent ensuite, pour
former des polymeéres bruns insolubles construisar@ barriere, qui limite la prolifération de
l'infection et l'altération des tissus de la plantgrace a leurs propriétés anti-microbiennes,
(Zawistowski et al., 1991). Selon Craft et Au@if62), ces barrieres de protection ont été
observées dans les patates douces, les carotdsetteraves, les courges, les navets et les
pommes de terre.

Elle peut induire des modifications des protéinégétales repoussant ainsi les herbivores
ou les microbes pathogénes (Steffens et al., 18@8)son activité hydroxylase, cette enzyme
participe également dans la biosynthése des compasénoliques (Zawistowski etl..a
1991). L'activité PPO joue aussi un role importdans la qualité des produits alimentaires
(Mayer & Harel.,1991) d’'une part elle est esseldipbur la coloration bénéfique de certaines
nourritures, telles que les prunes, les raisingesoet le thé,et d’autre part elle induit le
modifie de facon indésirable les qualités organudeges des fruits et des Iégumes(Whitaker
& Lee, 1995 ;Mesquita & Queiroz.,2013).
1.2.4Structure moléculaire et site actif

En général, le poids moléculaire de PPO varieidérablement d'une source a une autre,
les PPO de nombreuse sources végétales ont dessmmasteculaires de 32 a plus de 200
kDa, essentiellement dans lintervalle de 35-70 kDd&an Gelder et 131997,
Klabunde.,1998 ;Yang etl.a 2000, Virador et I32010).La PPO est une métalloenzyme
contenant une paire de cuivre, qui est le sitetefaction avec l'oxygene et le substrat

14



Synthése bibliographique

phénolique,ce type de site actif a cuivre, estgigssous le nom de « cuivre type 3 » et on le
trouve également chez I’hémocyanine, la laccassctrbate oxydase et la céruloplasmine
(Yang et &, 2000).

Garcia-Borron & Solano (2002) décrivent le siteifade la PPO, comme une sphere
hydrophile, délimitée par 4 hélices et contenant 6 résidus imidazole. Cette sphere
hydrophile, est située dans une poche hydrophabmée par des résidus aromatiques. La
configuration du site actif des PPOs, est maintgrawedes forces électrostatiques ou, par des
interactions ioniques. Une autre caractéristiqusitbuactif des PPOs, est la liaison covalente
thio-éther entre une cystéine et un des résidaislylisé au cuivre du site actif (Lerch, 1982).
Une telle liaison covalente, cystéine-histidinet également constatée dans la catéchol
oxydase de patate doucédpgmea batatgs (Klabunde et 18 1998). Selon ces auteurs, cette
structure optimise le potentiel redox du cuivre pboxydation des o-diphénols et permet
ainsi, un rapide transfert d'électrons lors desnph#®nes redox. Elle est également
responsable de la régulation de l'activité enzyoiat{ Mayer.,1987).

La structure cristalline de la PPO Wéis vinifera a été récemment résolu (Virador et
a.,2010) , sa similitude avec les structures clised de la catéchol-oxydase tmmoea
batatas (Klabunde.,1998) et I'hnémocyanine #&ateroctopus doflein{Cuff.,1998) soutient
d’avantage la théorie d’'un mécanisme catalytiqeatidue entre ces derniéres enzymes.

La PPO deVitis vinifera est une protéine monomérique de 38,4 kDa (figureLé
structure secondaire est essentiellemenhélicoidal avec un noyau formé de quaire
hélices ¢4, a5, al2 , etal4d,le centre catalytique formé de deux atomes dueest entouré
par les hélices3 eta9, et de plusieurs coud@s Deux ponts disulfures (Cys 11-Cys 26 et
Cys 25—-Cys 88) aident a ancrer la région N-termimathe en boucle. La paire de cuivre
(CuA et CuB) (figure 7)du site actif, est coordoam@r trois résidus histidine fournis par les
guatre hélices. . Le CuA est coordonné par I'His 87, His 108, lafis 117. L’His 87 est
situé au milieu de I'hélice4, tandis que I'His 108 et His 117, sont au dékwdu milieu de
I'hélice a5. Le second cuivre, CuB, est coordonné par I'Hi8,2His 243 et I'His 272. Ces
résidus d’histidines, sont localisés au début let ftn de I'hélice 12 et 14,respectivement.
H108, se lie de de facon covalente au Cys 91.Qdirat 4,2010).
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Figure 6 : Diffraction aux rayons X de la PPO ¥Wevinifera (A) modéle de ruban montrant la forme
ellipsoidale générale, le defixfeuilles(Bleu), les quatre hélices(Rouge) etdate a deux cuivre
(deux boules rouge). (B) Représentation ded€V. viniferaPPO (bleu) avec ceux de la PPO de la

patate douce (jaune) (18)Néeurospora crassévert) .

Figure 7 : Site actif de la PPO de V. vinifera PPO (blaeupgyatate douce (jaune)Ndt crassa
enzyme (vert) (a) I'entrée de site actif a la acefde I'enzyme utilisant CAVER,b) Détail sur la
coordination des chaines His avec les deux atamesiivres , la distance internucleraire était-C u
Cu, 4,17 A°; CuA a H87,2.07 °; aH108 ,2.16 °; M12.35 °; CuB a H239, 2.04A *;a H243, 2.15 A
*;aH272,2.02A°.
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1.2.5Le Mécanisme réactionnel

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzaymeasiont principalement décrits pour
les PPOs d’origines fongiques. D’aprés SanchezFetal. (1995), le site actif des PPOs
peut exister sous trois formes selon la valencecuinre et la liaison avec l'oxygene
moléculaire La formeMet représente I'état majoritaire (ou de repos) das éxtraits
enzymatiques. Elle est susceptible d’oxyder letélpls en quinones.Le site actif (Figure 8)
passe alors sous form2ésoxydans laquelle les deux atomes de cuivre sont Bmuse
réduite. lls deviennent alors capables de fixekylgene moléculaire pour passer sous la
forme Oxy.Cette derniére peut prendre en charge aussi eeembno que les o-diphénolsLe
passage d’'une forme a l'autre entraine des modtldics de la géométrie spatiale des six
atomes d’azote des résidus histidine et le rapgmeint des deux atomes de cuivre I'un par
rapport a l'autre (form®ésoxy. Ces phénoménes sont liés a des lIégéres moifisade la
conformation tridimensionnelle de I'enzyme au caleda catalyse ( Eicken ak,1999).

O-DIPHENOL

Quinone

Figure 8: Interrelation entre les trois états fonctionnadslal PPO Nlet, Deoxy et Oxy PPO)
d’aprés Van Gelder el (1997).
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Le modéle des mécanismes réactionnels des PPEI0ant I'activité catécholase (Figure 9,
cycle A) et crésolase (Figure 9, cycle B) est mgé des informations liées a la structure
électronique et géométrique du complexe de cuarucléaire, ainsi que, sur I'étude des
modifications du site actif par différents aniondigands (Siegbahn, 2003; Lerch, 1995). La
forme oxy peut réagir avec les mono- et les diplgtandis que la forme met ne peut
réagir qu'avec les diphénols (Claus et Decker, D66 deux cycles (crésolase et
catécholase) produisent des o-quinones qui searg@nt spontanément en pigments
polymériques (Rodriguez-Lopez ét,4992).

L'activité catécholase, implique I'oxydatiom deux o-diphénols en deux quinones, avec la
réduction concomitante de 4#e I'oxygéne moléculaire, qui produisent deux mdks d'eau.
Cette activité est initiée par la fixation d'un ipfténol, de la forme met de I'enzyme, suivie
de la réduction du faisceau bicuivrique, menant dormation du desoxy-PPO et au
dégagement d'o-quinone. Avec la fixation postéeale I'oxygéne moléculaire, I'oxy-PPO est
formée et une deuxiéme o-diphénol est liée, rédtmiasi le peroxyde avec production d'eau
et formation d'une autre o-quinone.

Dans l'activité crésolase, 1@st lié d'abord aux deux groupes du Cu(l) du ddeiR® pour
donner l'oxy-PPO dans laquelle '@ les caractéristiques d'un peroxyde. Ensuite un
monophénol est coordonné en position axiale ades cuivres de l'oxy-PPO, suivie d'un
réarrangement complexe menant a la production dinokcule d'eau et l'intermédiaire
conduisant a la formation de PO-quinone (Solomoalgt1996., 2001 ;Fenoil etl.a 2004 ;
Whitaker, 1995; Mayer & Harel.,1991 ;Siegbahn, 208dnchez-Ferrer etl.a 1995 ; Jolivet
et d., 1998).
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Figure 9 : Le mécanisme catalytique global d'oxydations padPO
(a) de monophénol et b) de diphénol (Lerch.,1995).
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1.2.6 pH et Température optimale

Le pH optimum de la PPO varie largement avec larcsowégétale, mais il est
généralement dans la gamme de 4,0 a 8,0 il esiemiE par un certain nombre de facteurs
expérimentaux tels que les méthodes d'extractienladempérature, la nature du substrat
phénolique et systéme de tampons utilisé au abéalisnination (Mayer et la,2006).

La nature du substrat utilisé dans le dosage davi® est un autre facteur qui a une
influence significative sur le pH optimum de I'enmy,par exemple, la PPO de persil (Yusuf
& Mustafa.,2012) présente une activité maximapHa8,5 avec le pyrogallol,mais un pH de
4 avec le 4-méthylcatéchol (Tableau I).Les valalespH optimum en présence de méme
substrat vis-a-vis des PPO d'origine différensorg également variables dont en présence de
L-dopa,la valeur de pH optimum pour le persil égak,5 (D@ru & Erat., 2012) tandis que
pour celle de chévrefeuille du Japon égale a Gbyeneche etlg2013).Les valeurs de pH
optimums de la PPO est également exposé a deserhants lorsqu'il est testé en présence
d’'un détergent, le comportement de la PPO de pomménction de pH est modifié en
présence de SDS ;quel que soit le substrat, lisctie la PPO de pomme est inhibée a un pH
acide et activé a un pH supérieur a 5,0 et ceciprésence de 3,5 mM SDS (Marques et
al.,1995).

La température est un autre facteur trés impoitdhtencant sur I'activité enzymatique,
la PPO n'appartient pas aux enzymes extrémemehle séa la chaleur.Les traitements
thermiques de courtes durées de 'enzyme dans$estou en solution, a des températures de
70 a 90 ° C sont ,dans la plupart des cas, suffigaour la destruction irréversible, partielle
ou totale de sa fonction de catalyseur. L'expositéo des températures inférieures a zéro
peuvent également affecter l'activité enzymatiq@aieiroz et b, 2008).Chutintrasrl &
Noomhorm (2006), ont montré que I'activité PP(hdiaas, a été réduite d'environ 60% aprés
une exposition a 40-60 °C ,pendant 30 min. La valede la température optimale de la PPO
dépendent notamment de substrat (Tableau I),dugbiFhom, et également de de la source de
I'enzyme.Elles varient entre 20 et 65°C.Les rémilgansi récapitulés dans le tableau « | »
montrent, que pour une méme enzyme, la tempérafpiimale peut varier en fonction de
substrat, par exemple pour la PPO de radis (Gowenext &,2013),des valeurs de
températures optimales égales a 40 °C et 20°C,ésepce de catéchol et pyrogallol
,respectivement, ont été obtenus. Pour deux PP@jidie différente la température optimale
change vis-a-vis de méme substrat par exempleésempce de L-tyrosine la PPO de Chien-
rose présente une température optimale égale a(65akiroglu et h,1996),tandis que pour
la PPO de cerise une valeur de 47 °C a été estitudear et &,2008).
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Tableau | : Valeurs de pH et de température optimales de gasl§PO d’origine végétale.

Source Substrat pH Température Référence
optimum optimale bibliographique
Chien-rose Catéchol 8,5 25 Sakiroglu et h,(1996)
(Rosa dumalisRechst) 4-methylcatéchol 8,5 20
Pyrogallol 7 15
L-Tyrosine 7 65
P-cresol 5 60
Murier blanc Pyrogallol 7,5 20 Arslan etlg (2004)
(Morus alba L.)
Fraise Catéchol 5 25 Dalmadi et &,(2006)
Fragariaananassa
Champignon de Paris Catéchol 7 30 Gouzi et B
: . ouzi e enmansour
(Agaricusbisporup Pyrogallol 7.6 30 (2007)
Banane Catéchol 7 30 Unal et 4.,(2007)
(Musa cavendishii) Catéchol 7 40
. L-Tyrosine 5,2 a7
Cerise Kumar et &, (2008)
(Malpighiaglabra) Pyrogallol 8 30
Blé Catéchol 4.5 40
(Triticumaestivum) Catéchin 5 35 Erat et (2010
pyrogallol g 28
L-dopa 45 35
Dopamine 5 35
4-méthylcatéchol
Catéchol 4 40
_ 4-Methylcatechol 4 40 Dogru & Erat., (2012)
Persil i , Pyrogallol 8.5 35
(Petroselinumcrispum) L-Dopa 45 45
Dopamine 8 45
Catéchin 4 35
Radis Catéchol 7 40 Goyeneche etla,(2013)
(Raphanussativus) Pyrogallol 7 20
Chevrefeuille L-Dopa 7,5 25 Na-Na et &,(2013)

(Lonicerajaponica)
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1.2.7Spécificité de la PPO

Les composés phénoliques sont des substamteselies qui contribuent & la richesse
sensorielle (couleur, got, arbme et texture) aésax la qualité des fruits ,toutefois, les PPO
des plantes présentent grandes spécificités vis-@le ces composés et sont capables
d'oxyder une variété de mono, di ou des polyphéligks Safi et b,2003).

Les deux activités de la PPO, monophénol osgd@résolase) et diphénol oxydase
(catécholase) peuvent catalysées une grande vdaétéubstrats (Whitaker.,1995).L'activité
diphénolase du PPO est généralement la plus répaddns les plante, quand les deux
activités monophénolase et diphénolase sont peEsdetrapport de I'activité monophénolase
a celle de l'activité diphenolase varie de 1:10:401selon les sources végétales (,Perez et
al.,2001.,Mesquita& Queiroz.,2013).

La PPO présente différentes affinités vissa- et méme substrat selon la source de son
obtention (I'espéce, le genre, le cultivar, ou égant le tissus) (Zawistowski dt,&991). Le
type et la position des substituants présentsesunlono- et les o-dihydroxy phénols sont
€également des causes importantes déterminant ¢ivitga du substrat. Pour les mémes
substrats, des grandes différences dans les paesncatiétiques (Km et Vmax) sont obtenues
selon la source et la pureté de I'enzyme (Zawidtoetsd.,1991).Par exemple, la substitution
en position 3 (exemple : le 3-méthyl catéchol) eause diminution de l'affinité de I'enzyme
pour le substrat a cause de I'encombrement stéligyerésence d'un groupement donneur
d’électron en position 4 (exemple : le 4-méthyléecabl ou I'acide chlorogénique) ou d’un
groupement attracteur d'électron (exemple: le ebecéttéchol ou le 3,4-dihydroxy acide
benzoique) augmente ou réduit la réactivité du teathsrespectivement (Vamos-Vigyaz
.,1981)Lla catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,Aydiroxy phénylalanine (DOPA), la
tyrosine, et les esters d’acide cinnamique sonsldsstrats naturels de la PPO ,trouvés dans
les fruits et légumes (Zawistowski et.,a1991,Vamos-Vigyaz,1981,Trebst & Depka
.,1995.Ces composés phénoliques sont des substrats mamErPPO (Figure 10).Les types
et les concentrations relatives des phénols natuvalient considérablement pour les
différentes sources végétales.Par exemple,la ¢ate@dst un composé phénolique majeur
trouvé dans le thé (Ullah.,1991) et le persil g & Erat.,2012, tandis que l'acide
chlorogénique est présent dans le Radis (Goyensiche2013),et 'aubergine (Todaro dt a
.,2011).

Yang et al.(2000) ainsi que Sojo etl.(1998),ont rapporté que le brunissement
enzymatique dans la pulpe de banane est caus@®ygtdtion du composé phénolique, « la

dopamine », en présence de substrats endogenes.
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Figure 10 Structure de quelques substrats phénoliquesgMaji.,2004).
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1.2.8Affinité et efficacité

La spécificité de I'enzyme est évaluée ememtit deux parameétres cinétiques : la valeur
de Ky qui rend compte de I'affinité de I'enzyme poursigbstrat et la vitesse maximale de
catalyse Wax Les valeurs de K et Vmax de la PPO varient avec le type de substrat, le
tampon, la concentration ionique, la températaresdurce d’enzyme, et la méthode utilisée
pour son extraction (Dogan & Dogan.,2003 ;Ziyan &¥ardimci.,2004).Les valeurs de Km
varient entre 7,4 uM et 77mM ,(Tableau Il) avee ameilleure affinité pour la PPO de persil
vis-a-vis de pyrogallol comme substrat @ & Erat.,2012).L affinité change avec le type
de substrat utilisé et/ou méme entre deux PPO dece® différentes vis a vis de méme
substrat. Pour la PPO de radis ,par exemple,desirgatie Km différentes égales a 4,2mM et
77 mM en présence d’acide galligue et d’acide cafrespectivement,ont été estimées
(Goyeneche etla2013).De méme, une valeur de Km valant 1354 phis grande a éte
estimée pour la PPO de cerise (Km= 10,7 mM ,Kuataa.,2008) par rapport a celle de
persil (Km=7,9uM ,D@ru & Erat.,2012) et ceci en présence de catéchuhwe substrat.

Les valeurs de Vmax sont également dépendanteshdérat et source d’enzyme et elles
ont une gamme comprise entre 3,22Ul/min et 1695ldl/m

La comparaison des valeurs de Vmax des travauxadmmet b.(2005) avec celles de
Kumar et &(2008) qui ont travaillé sur la PPO de cefistalpghia glabra),montre ['effet
de la méthode d’extraction et /ou purification difficacité catalytigue de I'enzyme
,ainsi,les valeurs de vitesses maximales changeut [a méme enzyme en fonction de
substrat utilisé. Pour la PPO de radis (Goyenethk,2013),un rapport de 8 fois plus grand
en utilisant I'acide caféique par rapport au dabéccomme substrat a été rapporté.(Tableau

).
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Tableau Il: Parameétres cinétiques de quelques polyphénolaseyd’origine végétales

Source substrat Vmax K, Référence
(mM) bibliographique
Cerise Catéchol 6,97 (UM/min) 10,7 Dogan et k.,(2005)
(Malpghiaglabra) Pyrogallol 13,93 11,6
4-méthylcatéchol 12,20 5,2
Cerise Catéchol 79.5(1M/min) 10.7
(Malpighiaglabra) pyrogallol 8.8(LM/min) 5.2 Kumar et &, (2008)
4-méthylcatéchol 125(uM/min) 11.6
Catéchol 3.21(Ul/min ml) 0.1243
Blé Pyrogallol 2.43 0.104( Erat et 4,(2010)
(Triticumaestivum) 4-méthylcatéchol 3.02 0.886:
Catéchol 2,34( uM/min) 2.973
Aubergine 4-methylcatechol 5,55 2.122 Todaro et h,(2011)
(Solanummelongena) L Acide chlorogénique 2,31 1,351
Catéchol 0,39(A Abs/ml min) ~ 7,9.10°
Pyrogallol 0,07 7,410  Dogru & Erat.,(2012)
Persil 4-méthylcatéchol 0,05 9,7.10*
(Petroselinumcrispum) L-Dopa 0,02 1,5.10°
Dopamine 0,35 5,93
Catéchin 0,06 1,6.10°
Acide gallique 233(Ul/min ml) 4,2 Goyeneche et la
Acide pyrogallique 4348 6,3 ,(2013)
Radis Acide chlorogénique 302 7,2
(Raphanussativus) L-tyrosine 495 9,3
Catéchol 1587 28,3
Acide caféique 1695 77.C

1.2.9 Aspects cinétiques et thermodynamiques tlinactivation thermique de la PPO

Le traitement thermique est généralement déndicomme la méthode la plus efficace
pour inactiver la PPO ,inhibant entre autres lenlessement enzymatique (Wei et
al.,2013).Les traitement thermiques peuvent, touse@tire responsable des pertes de qualité
sensorielle et nutritionnelle dans les fruits gul@es (Gnangui et.z22009; Gouzi etlg2012).
Une approche pour optimiser le traitement thermid@druits et léegumes afin de maximiser
la qualité est de développer un modéle intégraosi@lrs parametres de la cinétique
d'inactivation des enzymes pour prédire les chaegé&snultérieurs de qualité durant le
traitement et le stockage.

L'inactivation thermique des enzymes est souvelécrite en fonction des parametres
cinétiques comme le temps de réduction décimale I@DYronstante d'inactivation (k), les
valeurs (2),les énergies d'activation (Ea) et Emmetres thermodynamiquébl, AG, AS.La
valeur D désigne le temps nécessaire pour rédlactvité de la valeur initiale de 90%,la
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valeur 4 est la température nécessaire pour réduire la vaeuD par une unité de log
(paramétre de sensibilité a la température ),algteren tracant les valeurs de Log D en
fonction des valeurs de températures corresporsléBtmuzi et ,2012,Cheng el 32013).

La cause la plus commune de l'inactivationlpachaleur des enzymes est la perte de la
conformation native (déploiement de la structuréaiee de la protéine active a un désordre
polypeptide), un processus identifi€ comme unentbeénaturation, qui a lieu a la suite de la
mobilité moléculaire accrue a des températureséékev(Klibanov.,1983).De méme, ces
parameétres thermodynamiques d'inactivation sontrafisateurs utiles de toute stabilisation
ou déstabilisation secondaire (Gouziakt2012).Plusieurs rapports ont été porté sur les
parametres cinétiques d’inactivation thermiqueadBPO de différentes sources végétales, un
apercu général est donné dans le Tableau lll.lrapdele réduction décimale (D) et celui de
demi vie {,sont des parameétres important caractérisent ldigtake I'enzyme et a l'inverse
de coefficients d’inactivation (k),ils sont invensent proportionnel a I'augmentation de
température, par exemple pour la PPO de champigeoRaris des valeurs de Qpdt k
égales & 112 min et 33,8min,0,021hnespectivement & 55°C ont été estimés tandis q&e &
°C,des valeurs de 1,2min et 0,36 min,1,929Mmiespectivement ont été trouvés (Cheng et
al.,2013)

Le parametre Zt (°C) est également utile @qprécier la sensibilité de 'enzyme, plus la
valeur est grande plus la PPO est d'autant sensibldraitement thermique (Cheng et
.,2013).0n remarque que les valeurs de Zt vamente 6,6°C et 14,2°C (Tableau IlI)
indiqguant que la PPO de banane est I'enzyme la pansible, ceci est confirmé par les
petites et les grandes valeurs de coefficienagdtination et de D ,respectivement.

L’énergie d’activation est un autre parametes important reflétant le taux de I'énergie
nécessaire pour assurer la stabilité de 'enzyme glle est grande plus I'enzyme est stable et
vice versa (Gouzi etla2012). Une gamme des valeurs comprise entre RBiol et 255

kJ/mol a été rapporté pour les différentes PPQglior végétale.
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Température k D ty, z Ea Références
Source de la PPO Substrat pH °C) min? | (min) (min) °C) | (kd/mol) | bibliographiques
55 112 33,8
60 0,021 23,9 7,22
Champignon de paris 65 0,096 6 1,82
pignon de p Catéchol 7 0,381 ' 10,3 214 Cheng et b.(2013)
(Agaricusbisporus) 70 2,7 0,83
75 0,838 12 0.36
1,929 ' '
Pomme de terre douce 50 0.025 92.12 21.12
! . 55 0.028 82.25 24.75 .
(E)ltzi%(;r;ic\:/agg:egg)ls— L-dopa 6.6 60 0.046 50.07 15.06 29.41 67 67 Gnangui etl.(2009)
9 65 0.057 40.40 12.16
50 0.0062 146.8 111.79
Ananas . 55 0.0074 142.4 93.66 Chutintrasri &
(Ananas comosus) Catéchol 6.5 60 0.0087 | 121.9 79.67 104.2 237 | Noomhorm.(2006)
65 0.0098 97.4 70.72
. 50 0.019 121.18 35.83 .
A C(;f::@%ligng?us) L-tyrosine 6.5 55 0054 1 4264 12.91 66 | 173.83 MCCC();%gLs;("ara
9 P : 60 0.134 17.18 5.16 ' '
45 0.004690 | 491.06 | 147.7925
50 0.011785 | 195.41 58.816
- 55 0.019586 | 117.58 35.3899
?‘mﬁ’)'.gnon Catéchol 7 60 0.062547 | 36.82 11.082 10.1 | 208.37 | Gouzi el .(2012)
(Agarics bisporus) 65 0.568642 | 4.05 1.2189
70 1.218518 | 1.89 0.5688
73 1.799218 | 1.28 0.3852
Raisin blanc 55 0.0172 | 133.33 40.29
e . Catéchol 60 0.0559 41.16 12.39 Rapeanu edl. (2006)
(Vitis Viniferassp. Sativa) 5 65 0.200 11.47 346 9.66 225.43
Banane Catéchol 60 08110 | 286 gi'g Unal.(2007)
(Musa cavendishii) 7 65 1.27 10 181 ' 14.2 155 '
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1.2.10 Les effecteurs

1.2.10.1 Les activateurs

La PPO peut étre activée par l'urée, par kgrdents anioniques, tel que le sodium
dodécyl sulfate (SDS),par les alcools, et lesGasts (Seo et.a2003 ,Gandia-Herrero dt,a
2005), par un choc de pH acide et alcalin(Joyl.e1995) et aussi par I'exposition aux acides
gras dans les mélanges d'incubation, de méme,iti@adies ions du Cii dans le milieu
augmente l'activité enzymatique de la PPO (Faruek&y.,2004).

Le SDS peut activer la PPO de diverses sourcesmpis la PPO de champignon de Paris
(Agaricus bisporugll a été également montré que le SDS active |® RRente dans les
préparations brutes et/ou partiellement purifieesp{E & Wichers.,1999.,Saeidian &
Bahaaldi.,2013).

1.2.10.2 Les inhibiteurs

Des millions de dollars perdus chaque annéaude d’une réaction tres néfaste pour le
marché des fruits et Iégumes « brunissement eniymeat.Mal contrdlé, ce phénomene est
responsable de plus de la moitié des pertes éconesiidans ce secteur (Martinez et
Whitaker.,1995,Kim eal.,2000).Une large gamme des composeés est connudrpuler la
PPO. Leur efficacité dépend de la nature et dehaentration de l'inhibiteur, de la source de
'enzyme, de la disponibilité de substrat,(®t substrat phénoliqgue), du pH et de la
température (Arslan & Ogan.,2005).Plusieurs approches peuvent étre usligéar diminuer
ou prévenir le brunissement,comme examiné par Mgkst d.,(1992) ,les inhibiteurs
disponibles pour éviter le brunissement lié au RieOvent étre classés en six groupes en
fonction de leur mode d'action:

(1) Agents Réducteurs (I'acide ascorbiqueestamalogues, sulfites) (2) agents chélateurs
(éthylenediaminetétraacétate (EDTA), diethylditladamate de sodium (DIECA), l'azoture
de sodium) (3) Les agents complexants (cyclodexdritle chitosane) (4) acidulants (acide
ascorbique, l'acide citrique, l'acide malique, idlac phosphorique) (5) inhibiteurs
enzymatiques (analogues de substrat, les halogdnu® traitements enzymatiques
(protéases, o-méthyltransférase)

Ces composeés diminuent ou inhibent le taurédetion de brunissement par I'élimination
d'un élément de réaction ,le cuivre ou d'une réactntermédiaire (0-quinones) (Vamos-
Vigyaz6.,1981,Ferrar et Walker.,1996.,Nicolas &BillaudQBQGouzi et B,2010).

L’efficacité d’un inhibiteur est mesuré avecgarametre « I§g »,plus elle est faible plus le
taux d’inhibition est grand(Gouzi et.a2010).Un apercu générale sur les valeurs desdC

guelques inhibiteurs chimiques de synthéses largemdisés en industrie agroalimentaire
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vis-a-vis de l'activité des PPO d’origine végétateen présence de catéchol comme substrat
est donnée dans le tableau IV.

Tableau IV:Les valeurs d’lG, de quelques inhibiteurs de la PPO

Inhibiteurs Sources IC50(mM) Références

Champignons de Paris
(Agaricusbisporus)

Gouzi etal.,2010

) ) Plaqueminier 6.00 Arzueal., 2004
Azide de sodium (Diospyros kaki)
0.0911 Aydemir, 2004
Artichauts
(Cynarascolymys

Champignons de Paris 1,1 Son «tl., 2000
(Agaricusbisporus)

) _ Artichauts 0.194 Aydemir, 2003
Acide oxalique (Cynarascolymus
0.0331 Arzu etal., 2004
Plagueminier

(Diospyros kaki)

Cyanure de potassium Céler{Apiumgraveolens L.) 2.8.10° Aydemir&Akkanli, 2006

Umit, 2005

Chlorure de sodium Banane 50
(Musa cavendishji




Synthése bibliographique

1.2.11Applications de la PPO

Au cours de ces dernieres années, les paigihéoxydases ont suscité un intérét
considérable en raison de leur forte capacité dexyes composés aromatiques. Cette
caractéristique rend ['utilisation de polyphénolsydases tres appropriée pour certaines
applications biotechnologiques notamment dans U'stide des aliments, I'industrie des pates
et papiers, de textile,ainsi dans la médecinemtironnement.

Les Polyphénol oxydases, en particulierdesadses ont d’'intéréts dans la cuisson car elles
sont capables de former des biopolyméres par éaghene de cross-link (Rodriguez &
Toca.,2006).Elles peuvent étre également utiliggmg la biosynthése des antioxydants et
colorants alimentaires (Simsek & Yemenicioglu.,2007

L'application des polyphénols oxydases dansdlistrie alimentaire comprend la
formation de la couleur et de I'amélioration deséaeur du thé, du cacao et du café, de la
pectine de betterave a sucre,la déterminationaded€ ascorbique et de la gélification et
également comme un biocapteur (Polaina & MacCab@? )2

Dans le secteur médical,Cowan k(2800) ont montré que la polyphénol oxydase peut
inhiber l'adhérence detreptococcus sobrinwai niveau de la cavité buccale,de plus ,elle peut
étre utilisée également pour le traitement de ddéadie de Parkinson via la conversion de la
L-tyrosine en L-DOPA (Xu, etlg 1998 & Asanuma, etl.a2003).En outre,les PPO peuvent
faire I'objet de marqueur de vitiligo qui est umealadie auto-immune,et/ou comme agent de
traitement en tant que précurseur de médicamesipgiresseur de tumeur (Se@le2003).

Seule ou parfois associée a dautres enzymlle fjlue la laccase (Kochana et
al.,2008 ;Montereali etal.,2010),elle est a l'origine de nombreux biocapteutsisés
principalement pour le dosage des composés phéeslitels que la dopamine (Min &
Y00.,2009,Njagietl., 2010),le catéchol (Ameer & Adeloju.,2009 ;Tarakf2010), le phénol
et ses dérivés (Adamski dt,&2010).

Dans le domaines agroalimentaire et enviroramdjries biocapteurs a PPO peuvent étre
utilisés également pour le dosage de certains grutbuchimiques (Duran & Esposito.,2000),
comme le cyanure (Shan &t,2004), I'acide benzoique (Li @f.,2010), 'azide de sodium
(Cui etal., 2006), et le fluorure de sodium (Asavaét 2009).

La PPO sous forme soluble ou immobilisée ageiment utilisée pour la dégradation du
phénol et ses dérivée au niveau des eaux uséesafiastal., 2005)de méme ,dans l'industrie
de textile, les PPO sont utilisées dans le blameht (la teinture et la décoloration
(Rodriguez & Toca.,2006).

30



Chapitre 2.

Matériels et méthodes



Matériels et Méthodes

2.Matériel et Méthodes
2.1Matériel végétal :
Les truffes Terfezia leonisont été achetées de marché local de la régiohafghouat,
elles avaient une couleur marron foncé avec unspetdtaille moyenne 49.61g et 4.5cm

respectivement (Figure 11),lavées avec de I'edilléies puis conservées a 5°C.Cependant,la

PPO commerciald’Agaricus bisporus été fournie directement par Fluka.

Figure 11 : Terfezia Leonis Tud’Algérie(wilaya de Laghouat).

2.2Méthodes

2.2.1Extraction de la polyphénol oxydase de truffede désert

L’extraction de la PPO de truff@ ¢rfezia leonis Tlest réalisée selon le protocole décrit
par Gouzi et la,(2013).

Tout d’abord les truffes sont lavées par I'eauiltlst afin d’éliminer les traces de sol
résiduel. Apres avoir été suffisamment séchéé&ardibre, elles sont décortiquées, 100 g de
I'écorce est broyé dans un mixeur contenant 200denittampon phosphate(0.05M ,pH7)
refroidie a 5°C et additionné de SDS a 2%.Aprébrigyage, on procede a la filtration, le
filtrat ainsi obtenu est centrifugé pendant 10 a#000tr/min.

Le surnageant obtenu représente I'extrait bruad@RO,ce dernier est aliquoté ensuite en
fraction de 2ml dans des tubes Eppendorf consexrve€15°C.

Afin de s’assurer de la stabilité de 'enzymel&°C,les activités enzymatiques de la PPO
des truffes et celle de champignon de Paris onihégurées chaque cing jour pendant presque
50 jours.

Le protocole de I'extraction de la PPO des truffesiésert est donné dans la figure 12.
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Figure 12: Protocole d’extraction de la polyphénol oxydagmdir des truffes de désert
(Terfezia Leonis Tul)
2.2.2Mesure de I'activité de PPO

Les deux activités crésolase et catécholada &0, ont été déterminées par la mesure
directe de la formation des o-quinones, a l'aidend’spectrophotométre en présence
d’oxygéne/aire (Espin etl., 1995).

L’activité crésolase est mesurée a 475 nm tdisamt la L-tyrosine( 2mM) comme
substrat monophénolique (Pérez-Gilaberalet2001),tandis que I'activité catécholase a été
suivie par la mesure de l'augmentation de l'absacbaa 410 nm en présence de
pyrocatéchol (20mM) comme substrat (Fan et Flurké@4,0nez edl., 2008).
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L’absorbance du milieu réactionnel est enteggschaque 10 secondes pendant 2 minutes
apres l'ajout de 20 ul d’extrait enzymatique dans guve en plastique contenant de la L-
tyrosine & 2 mM et de de SDS a 4 mM et/ou de @émhol & 20mM (UNAL, 2007).
2.2.3Effet des détergents

Les deux activités monophénolase et diphéaoties|'extrait de la PPO deerfezia leonis
ont été suivies en absence et en présence deediffédétergents a 1% (SDS, Tween 80,
Tween 20, Triton X-100), en présence de la L-tyresa (2mM) et de pyrocatéchol (20mM)
comme substrats. En outre, I'effet de différentescentrations de SDS (0,1M) comprises
entre 0.25 a 3,5mM sur les deux activités de lakbrut de la PPO a été également étudié.
2.2.4Effet du pH

Les deux activités tyrosinase et catécholadéedtrait enzymatique de la PPO Tefezia
leonis et de la PPO commercialeAgjaricus bisporusont été mesurées a 30°C dans les
intervalles de pH 3.6 a pH 8. Les systéemes tampuitisés sont: le tampon acétate de
sodium (0.05 M ,pH 3.6-5.6) et le tampon phosplagesodium (0.05 M,pH 5.8-8). Le
pyrocatéchol (20mM),la L-tyrosine(2mM) et la dopami(10mM) ont été utilisés comme
substrats.

Toutes les expériences ont été réalisées trois dbites valeurs moyennes ont été
présentées.
2.2.5Effet de la température

L’activité relative dede I'extrait de la PPO d&efezia leonist de la PPO commerciale
d’Agaricus bisporus a été mesuréalifférentes températures réglées par un bain endne
10 et 65°C,et ceci en présence de pyrocatéchol NR2@ampon phosphate pH 7),L-Tyrosine
(2mM,tampon acétate pH 5),et Dopamine(10mM, tamgua@tate pH 5,6) comme substrats.
Toutes les expériences ont été réalisées troiefdes valeurs moyennes ont été présentées.
2.2.6 Détermination des parameétres cinétiques( Kt & max)

Les parametres cinétiques,{KVmay de I'extrait de la PPO d&erfezia leonis ont été
estimés a différentes concentrations de pyrocatéctemM a 80mM),de L-tyrosine(0,01 a 2
mM),de méme ,pour lI'enzyme commerciale de champigme Paris a différentes
concentrations de pyrocatéchol(0,5mM a 10mM),di-thgosine(0,025 a 2mM).

Outre ces parametres, la constante d’inhibifiar exces de substrat (Ks) a été également
estimée pour les deux enzymes en utilisant laohipe (0,125 a 30mM), comme substrat.

Pour déterminer l'efficacité catalytique ougeuvoir catalytique de I'enzyme, le rapport

Vma!Kma €été calculé a partir des données obtenues vipdpehiques de Lineweaver-Burk.
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Tous les essais expérimentaux ont été répétésfaigiet les valeurs moyennes ont été
représentées.
2.2.7Etude de la spécificité de substrat

Les deux activitées monophénolase et diphéaadasl’extrait de la PPO de deux sources
ont été déterminées en utilisant des mono-, di{righénols comme des substrats a 30°C , a
pH 5 (Tampon acétate de sodium0,05M) et pH 7 (Tamphosphate de sodium 0,05M)
,respectivement.

Les substrats utilisés avec les longueurs dsnspécifiques des produits formés en
occurrence sont les suivants : le pyrocatéchol @Prid10 nm) (Gouzi et Benmansour,
2007), la L-tyrosine(2mM) (475 nm) (Benjakul &t,2005),la dopamine (10mM) (475nm)
(Gouzi et Benmansour, 2007), et le pyrogallol(10m{#20 nm) (Ziyan eal., 2003; Onez et
al., 2008).
2.2.8Etude de l'inhibition de la PPO deTerfezia leonis

L’effet des différents inhibiteurs chimiques dynthése sur I'activité catécholase et/ou
crésolase de I'extrait enzymatiqueTrfezia leonis été étudié.

Pour déterminer la concentration d’inhibitequi provoque une diminution de
I'activité enzymatique a 50 % (kg), I'activité catécholase a été mesurée a 30°Cpat &.0
(tampon phosphate 0.05 M),pyrocatéchol (20mM) bsenace et présence de différentes
concentrations d’inhibiteurs [Acide benzoique (Q7@5mM),Acide ascorbique,(0 4150mM)
,Acide oxalique(0 a 20mM),Acide citrique(0 a 15mémjprure de sodium(0 a 1,6M),
Cyanure de potassium(0 a 0,2mM), Fluorure de sodiumm400mM),et I'azide de sodium(0
a 30mMm)],

De méme,pour l'activité crésolase a 30°C etpdA 5.0 (tampon acétate de
sodium,0,05M),L-Tyrosine (2mM) en absence et présede différentes concentrations
d’inhibiteurs [Acide benzoique(0 a 5mM),Acide aduque,(0 & 150mM),Acide oxalique(0 a
15mM),Acide citrique (0 a 11mM),chlorure de sodiOna(2,1M), Cyanure de potassium (0 a
0,2mM), Fluorure de sodium (0 a 100 mM),et I'azide sodium(0-3,75mM)].

Les valeurs d'lgy ont été déterminées a partir de la représentataa I'activité
enzymatique résiduelle en fonction de la cotreion de linhibiteur (Chen etl.a
1998.,Gouzi etla2010).

2.2.8.1Analyse des types d’'inhibition

Les types d'inhibition ont été déterminés dipde la représentation en double inverse de
Lineweaver-Burk de la vitesse initiale en doon de la concentration du substrat pour
chaque inhibiteur (Arslan et @an, 2005).
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L’activité catécholase a été mesurée dans le mibagtionnel standard en absence et en
présence de deux concentrations constantes de echiafibiteur [Acide benzoique (10-
15mM),Acide ascorbique,(0,1-0,125mM) ,Acide oxaé{i15-10mM),Acide citrique (5-
10mM),chlorure de sodium (0,4-0,8M),Cyanure de g&itan(0,05-0,1mM), Fluorure de
sodium (75-100mM),Azide de sodium(2-5mM)],et afé@iéntes concentrations de catéchol
comprises entre 2,5 a 10 mM

L’activité crésolase a été egalement suiaesde milieu réactionnel standard en absence
et en présence de deux concentrations constantgsadee inhibiteur [Acide benzoique(1,5-
3mM),Acide ascorbique,(0,04-0,06mM),Acide oxaliga@QOmM),Acide citrique(5-10mM),
chlorure de sodium(0,5-1M), Cyanure de potassiusrQ0lmM), Fluorure de sodium (30-
60mM),Azide de sodium(2-4mM)],et a différentes cemtrations de L-Tyrosine comprises
entre 0,1 et 0,5 mM.
2.2.9Inactivation thermique de la PPO d& erfezia leonis

La cinétique d'inactivation thermique de l&0P@eTefezia leonisa été étudiée en suivant
la méthode décrite par Gouzi dt 012 ) par incubation des tubes a hémolyse de 1lcm
d’épaisseur, contenant 1 ml d’extrait enzymatiqué dans un bain marie réglé a différentes
températures : 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C,et eacabsence et en présence de 7,5 mM
d’acide citrigue. Des prélevements de 50 pl d'ektemzymatique ont été effectués a
différents intervalles fixes de temps,refroidisleairs activités enzymatiques résiduelles ont
été mesurées. Le pourcentage de l'activité résedalel la PPO est calculé par rapport a
I'activité initiale de I'enzyme non traité thermament (Dgan et &, 2005).

2.2.9.1Analyse cinétique

L'inactivation thermique de la PPO terfezia leonis a été décrite par une réaction de

premier ordre :

In4 = —Kt
Ao

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.
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Les parametres cinétiques de linactivationrrithgue (D, k,.i, et Zt) ont été calculés

suivant les équations suivantes (Gouzilg2@12,Cheng el 32013)

o8(3) = (57)

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

température

Ink = In(4) — =

ou A est la constante d'Arrhenius
k est le taux d'inactivation constante a la terafuée étudiée.
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).

2.2.9.2Analyse thermodynamique

A partir des données de l'analyse cinétiquesjétermination de différents parametres
thermodynamiques comme les variations dans I'éaeligre de Gibbs AG) ,I'enthalpie
(AH), et entropie AS) est également possible. Les calculs ont été&tafie suivant les

éguations ci-dessus

K .hy
Kg.T

AG = —R.T.In

AH = E, — nRT

AS = AH-AG
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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).
2.2.10 Analyse des données

L’analyse des données cinétiques et thermadigues observées a été effectué par
'ajustement a l'aide des régressions linéairegestrégressions non linéaires par I'utilisation
des programmes suivants : Table Curvé'2andel Scientific Windows v2.03, Copyright©
1989-1994), Excel® (Microsoft Excel 2010), SigmatPR012 (Systat Software, Inc.,
Windows Version 12.0,12.0) et Origin 8.0 (Micro¢aM) Origin Version 8.0, Copyright ©
1995-2008 Microcal Software, Inc).
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Résultats et discussion

3. 1Activité et stabilité de I'extrait de la PPO deTerfezia leonis
L’extrait enzymatique obtenu par le protocode@ouzi et B(2013) este couleur marron
foncée ,avec un volume de 172 ml correspondanteaaativité d’environ 12500 Ul/min et
2150 Ul/min en présence de catéchol et de Ldige comme substrats ,respectivement.
L’activité catécholase de l'extrait brut de la PR@ Terfezia leonis et de la PPO
commercialed’Agaricus bisporusconservéé a -15°C demeure stable pendant au rBfins
jours (figure 13).

Sharma atl. (2003) ont constaté que la PPO de champignoe stable pendant 28 jours
lorsqu’elle est placée entre -10 et 10°C,de mémgaN& Suzuki (2003) ont remarqué une
chute de I'activité de la polyphénol oxydase ext¢rai partir deGlycine max Ldes le 8éme
jour de stockage a 4°C.Kumar ét,2008 ainsi que Gouzi et €012) ont rapporté que la
température de -15°C est convenable pour gardgaldlité de la PPO.

Cette différence de stabilité a des tempéeatbasses est liée probablement a plusieurs
facteurs y compris la source de la PPO, la stracte I'enzyme, et /ou les constituants
stabilisateurs présents dans I'extrait enzymatiqoetefois, la PPO est généralement stable a
des températures inférieures a zéro (Vamos-Vigya281,Ziyan et Pekyardimci, 2004,0nez
et d., 2008)
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Figure 13: Stabilité de I'activité catécholase de la PPO cemumale du champignon de Paris
et celle de I'extrait des truffes de désert (€ &atéchol 20mM,tampon phosphate ,pH 7).
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3.2Effet des détergents sur la PPO dEerfezia leonis

La polyphénol oxydase (PPO) est souvent signabmme une enzyme latente, qui peut
étre activée in vitro par un certain nombre dedefas et/ou des traitements physico-
chimiques différents ,tels que les détergents ¢rmemn.,1997,Gandia-Herrero &t 2005), les
protéases (King et Flurkey.,1987), pH acide etlathy et &4,1995) et/ou via l'exposition
aux acides gras dans les mélanges d'incubatiorb¢Gol& Cammarata.,1981,). En absence
de tout traitement la PPO de truffes de désereptésgalement un état de latence.

Les deux activités monophénolasique et diphérmpliasde la PPO de truffes de désert ont
été mesurées en présence de divers détergent®maqnds (Tween 20,Tween 80,Triton X-
100,),ionique(SDS) et aussi avec un mélange (T\2€e8DS, Tween 80-SDS, Triton X-100-

SDS) a 1%.Les résultats ainsi obtenus sont repseans le tableau V.

Tableau V : Effet des détergents sur I'activité de la PPO

Activité monophénolase Activité diphénolase

Détergents

(nmol/min) (rmol/min)
SDS 71,66 £0.23 280+0,00
Tween 20 5+0.23 0
Tween 80 6,38 =0 0
Triton X-100 5,55 +0 0
SDS+Tween 20 73,88 £1.17
SDS+Tween 80 73,61 £0.23
SDS +Triton X-100 77,22 £0.70

Contrairement a I'activité crésolase,les détergeats ioniques (Triton X-100, Tween 20,

Tween 80 ) inhibent complétement [l'activité camleBe , tandis qu’ en présence d’'un

détergent ionique (SDS),on remarque un effet atiw pour les deux activités.De méme,
I'effet de combinaison (Triton X-100-SDS, Tween-3DS, Tween 80-SDS) n’affecte que
I'activité crésolase avec une meilleure activitgumple Triton X-100-SDS.

L’effet inhibiteur de ces détergents suactivité catécholase a été démontré par

Saeidian etal.,(2007) pour la PPO du safrarfCrocus sativusL.) tandis qu'aucune

information n’est disponible dans la littérature $affet activateur et/ou inhibiteur de ces

détergents nonioniques sur l'activité crésolase.
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L'inhibition de I'activité catécholase desftriobservée avec le Tween 20;4811402), le
Tween 80(GsH124026) et le Triton X-100(GsHgoO105 peut étre due a I'encombrement
stérique lors de la fixation de ses détergentsra&yyme empéchant ainsi I'accessibilité du site
actif au substraelle peut étre aussi expliqué par I'encapsulason de I'enzyme soit de
substrat dans les micelles de détergent non iosiffeeidian etl., 2007,2013).

L’effet activateur des détergents sur l'activitésolase par rapport a I'activité catécholase
nous laisser suggérer qu’ un tel effet est di gitgment soit a la nature ou la structure de
substrat soit a I'effet de pH.

Les résultats de I'effet de la concentration de SDS I'activité crésolase et catécholase

de I'extrait enzymatique deerfezia leonisont représentés dans la figure 14.

50 200
ir

~ 40+ -
g - 150 &
: :
% 30 4 e Activité crésolase °
a oActivité catécholase g
S - 100 §
g 3
20 A g
:% g
- 50 §

10 -

[ ]
0 (( T T T 0
0 1 2 3 4
SDS (mM)

Figure 14: L’évolution de I'activité crésolasefet catécholase] de I'extrait enzymatique

de la PPO dé&erfezia leoni®n fonction de la concentration de SDS.

Les courbes obtenues présentent des allures siglesiaussi bien pour I'activité crésolase
que lactivité catécholase. L’activation de la Pp& le SDS est probablement due a une
transition de conformation d'une forme latente r@e Lautre active par un phénoméne
d’interaction coopérative liée a la fixation de S{Eeidian eal 2007,2013).Cet aspect a été
€galement observé pour dautres PPO latentes(Meoré&lurkey,1990,Chazarra et.,a
1997,Gauillard et 131997.,Espin et Wichers, 1999 .,Lavedaakt 2000 .,Pérez-Gilabert et
al.,2001,2004 ,Gandia-Herreroadt, 2005,Saeidian etl 2007,2013).
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Gandia-Herrero etal. (2005) ainsi que Saeidian eaf.,(2013) ont rapporté que la
conformation active de la PPO présente un déplierieité de sa conformation, ce qui

implique I'ouverture de site de liaison favorisaimsi I'accessibilité de substrat a 'enzyme.

3.3 pH optimum
Le pH est parmi les facteurs qui influent sur haité des enzymes. Les résultats de I'effet
de pH sur l'activité enzymatique de la PR©® Terfezia leonigt d’Agaricus bisporusen

utilisant le pyrocatéchol ,la L-Tyrosine et la dopae comme substrats sont représentée dans

la figure 15.
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Figure 1£ :Effet de pH sur la PPO des truffes et celle de gignon de Paris en présence de

(a),Pyroctaéchol,(b)de L-Tyrosine,et (c)de dopamine
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D’aprés ces résultats, on constate que quel qudessubstrat utilisé, les courbes de pH
pour les deux enzymes présentent des profils eheld_es valeurs de pH optimums de la
PPO des truffes du désert et celldghricus bisporusen présence de pyrocatéchol(figure
15,a) et L-Tyrosine(Figure 15, b) sont presquetigees avec une différence de 0,5 unité de
pH.

A linverse de la PPO de champignons de Paris,la B&s truffes de désert présente deux
valeurs de pH optimums en présence de L-Tyrosimennue substrat,laissant suggérer la
présence des isoformes ; une fonctionne dans leditmns acides a pH =4,5 et une autre
active dans le domaine de la neutralité a pH =6)5i€urs études ont signalé que la présence
de plusieurs valeurs de pH optimum est liée le ptusvent a la présence des isoformes de
PPO(Marques «il.,1995,Nozue el.,1998).

L’activité enzymatique de la PPO de deux sourcesr poxydation de dopamine en
fonction de pH(15,c) montre que le pH optimum d#féle 2,5 unités dont la PPO de truffes
montre une activité optimale dans le domaine a¢ml¢=5,6) alors que pour la PPO de
champignon de Paris,on remarque que Iactivitdnogde est dans le domaine basique
(pH=8).

Les profils des courbes de I'activité polyphénalasi en fonction de pH est typique de
profil ou au moins deux résidus d’acide aminéssables sont impliqués dans le mécanisme
catalytique.En effet, l'activité enzymatique diménua cause de changement de degré
d’ionisation des groupement de ces résidus localséntérieur ou au voisinage du site actif
de I'enzyme, et qui seront impliqués dans la fomtet/ou la transformation des substrats
(Khatun et &, 2001).

Les valeurs des pH optimums pour la PPO de ces sleurce en présence de différents
substrats sont regroupés dans le tableau VI

Tableau VI : pH optimum de la PPO deerfezia leoniset celle dAgaricus bisporugpour

différents substrats

Source Substrat pH
Catéchol 7
Terfezia leoni L-tyrosine 4,5-6,5
erfezia leonis Dopamine 5,6
Agaricus bisporus Catéch.ol 2’6
L-tyrosine
Dopamine 8
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Selon Vamos-Vigyar (1981), la plupart des préparations enzymatiqudsua seul pH
optimum, tandis que deux valeurs de pH peuventdiservées dans certains. Ceci peut étre
du le plus souvent a une purification insuffisagti®u a la méthode d’extraction. L'effet des
méthodes d'extraction sur le pH optimum de la PBOruit de I'olivier a été démontré par
Ben-Shalom et 13(1977),I'extrait de PPO d'olive sans aucun prsgssde purification
présente une large gamme de pH optimum entre,pHt57,5, tandis que la PPO d'olive
purifiée a partir d'une poudre d'acétone présaemeeseule valeur de pH optimum égale a 4,5.

Patil & Zucker (1965) suggerent que l'activaggtimale de la PPO de la pomme observée
a pH 5.3, est liée a l'ionisation des résidus dirstis de I'enzyme plutdt qu'a l'ionisation du
substrat.D’autres chercheurs ont trouvé deux ptinoymns pour la PPO de la pomme; un
aux alentours de pH 7, l'autre autour du pH 5 @Hal d., 1964),de méme, la PPO extraite a
partir du safran@rocus sativus ) possede deux pH optimums 4.5 et 6.7 (Saiedial. et
2007). L'activité catécholase de la PPO de bankhesd cavendishiiprésente aussi deux pH
optimums, 5.5 et 7.0 pour le pyrocatéchol commetsab(Unal.,2007).

Nos résultats sont similaires avec ceux rappqrasPerez-Gilbert al. (2001) avec un
pH optimum d’environ 5.5 pour la PPO des trufféerfezia claveryien utilisant la L-
tyrosine comme substrat. Espiragt(1997) ont trouvé que les activités monophénoldsda
PPO des artichaut€ynara scolymus) et de la PPO d’avocavdr. Haas) sont optimales a
pH 5.0 pour le 4-hydroxyanisole comme substrat disaqu’'un pH optimum égale a 7 a été
trouvé en présence de catéchol comme substratlaveO dAgaricus bisporugGouzi et
al.,2007), deMalpighia gelabra(Kumar et &,2008) et celle d®aphanussativus var.sativus
(Goyeneche etl32013).

En présence de dopamine, nos résultats sont @artesimilaires avec ceux estimés par
Erat et &,(2010) qui ont trouvé une valeur de pH égaleeah 4itilisant la PPO de persil et
d’autre part en désaccord avec les résultats dméases auteurs qui ont estimé un pH égale
a 8 avec la PPO de blé .Ceci indique que le pHmpti de la PPO varie largement avec la
source veégétale mais généralement il est situé tagamme de pH 4.0-8.0 (Yoruk &
Marshall, 2003). La valeur de pH optimum dépendadsource de la PPO, de la nature du
substrat phénolique utilisé, de la méthode d’ekivac de la température et de la méthode
utilisée pour mesurer I'activité enzymatique (Wkég 1994,Kolcuglu et d, 2006).Le type
de tampon et la pureté de I'enzyme affectent dassleur du pH optimum (Vamos-Vigyazo,
1981).
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3.4Effet de la température

Les résultats de l'effet de la températune diactivité enzymatique de la PPO de truffe
(Terfezia leoniset de champignon de PaAsfaricus bisporus en présence de
pyrocatéchol,de L-Tyrosine et de dopamine commetsalis sont représentés dans la figure
16
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Figure 1€ :Effet de la température sur la PPO des truffegks de champignon de Paris en

présence de (a),Pyroctaéchol,(b)de L-Tyrosine)de(dopamine.
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Comme pour la plupart des réactions enzymatiqaegtdésse des réactions catalysées par
la PPO augmente en général avec la températuren@apt, quand la température s'éléve au-
dessus de 50 a 60°C, l'activité catalytique enzygmatdiminue .Ce phénoméne résulte de
deux effets opposeés :

(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 structdeela protéine aux températures plus
élevées.(Voet.,2011)

Selon la nature du substrat utilisé et la sourceyreatique, on remarque que la
température optimale est dans la gamme 30-40°Gj pour les deux sources d’enzyme une
valeur de 30°C a été estimée en présence de chiichopamine comme substrat,tandis
gu'en présence de L-Tyrosine,on remarque une &etioptimale dans une gamme de
température comprise entre 35°C et 40°C.

Tableau VII : Température optimales de la PPOTéefeia leoniset celle de champignon de

Parispour differents substrats

Source Substrat Température optimale
°C
Terfezia leonis Catéchol 30
L-tyrosine 35-40
Dopamine 30
Agaricus bisporus Catéchol 30
L-tyrosine 35-40
Dopamine 30

Nos résultats sont similaires a ceux trouvasr pes differentes PPO d’origine végétale
:Penaeus japonicu@Benjakul et &, 2005),Macrolepiota mastoideéolcuoglu et d., 2006),
Musa cavendishi{Unal,,2007),Ocimum basilicum(Dogan et &, 2005) etCastanea henryi
(Xu t al., 2004).Plusieurs chercheurs ont indiqué que €3 Rt des température optimales
entre 20 et 40 ° C (Arslan at., 1997; Aydemir, 2004; Duangmal at, 1999; Fujita etl,
1995,Jiang.,1999 ;Gawlik-Dziki etl., 2008).En effet la PPO n'est pas une enzyme
thermostable ,les traitements thermiques de codueSes a des températures de 70 a 90°C
de I'enzyme en solution ou dans les produits dioeigyégétale, sont dans la plupart des cas
suffisants pour la destruction irréversible, példievoire totale de sa fonction catalytique
(Vamos-Vigyas, 1981 ;Zawistowski edl.,1991Yemeniciglu & Cemerglu, 2003).
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La variation de la température optimale impdicque la tolérance thermique des enzymes
dépend de plusieurs facteurs y compris la spé#éifde substrat, le pH optimum,et a un
degré considérable de la source de l'enzyme etéowuttivar (Vamos-Vigyaz, 1981,
Yemenici@glu & Cemer@lu,2003). Elle peut étre liée aussi a la maturigélad plante et/ou
aux formes moléculaires de I'enzyme (Zhou & Fe®§1].

3.5 Spécificité de substrat

Les résultats de I'étude de la spécificité de faixtde la PPO des truffes de désert et de
champignon de Paris vis-a-vis des substrats mored,driphénolique sont récapitulés le
tableau VIII.

Tableau VIII: Spécificité de substrat de la PPO de truffes léd de champignon de Paris

Activité enzymatique relative
Substrat (PPO de Truffes) (PPO de champignon de Paris)

Monophénols

L-tyrosine 0,44 1(0,266A Abs/min)
Dopamine 0,79 0,64
Diphénol

Pyrocatéchol 1(0,33A Abs/min) 0,469
Triphénols

Pyrogallol 0,88 0,42

En terme d’activité enzymatique exprimée &Abs/min,la PPO des truffes de désert
possede une meilleur activité pour les substraphédioliques (pyrocatéchol),a un degré
moins pour les triphénol (pyrogallol) que pour $efstrats monophénoliques (L-Tyrosine et
dopamine).Par contre,la PPO de champignon de padsente une meilleur activité pour la
L-Tyrosine que pour les pyrocatéchol ou le pyhoga

Ces résultats nous permettent de constater qué@ de truffes de désert et celle de
champignon de Paris possedent toutes les deuxctlesés mono-di et triphénolique dont la
PPO des truffes possede probablement a I'inveessdadPPO de champignon de une
spécificité pour les substrats diphénoliques que fes substrats monophénoliques .

L’activitt mono, di et triphenolique a été égadern mise en évidence par d’autres
chercheurs Gouzi etl.®2007@garicus bisporusKumar et &,2008 (cerise)., Dou &
Erat.,2012Petroselinum crispumgt Goyeneche et.€2013 Raphanus sativyis
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3.5 Parametres cinétiques de la PPO (Km et Vmax)

Pour déterminer les paramétres cinétiques de lad@A®©rfezia leonit celled’Agaricus
bisporusles vitesses initiales ont été mesurées a difféserconcentrations de pyrocatéchol
(activité catécholase),de L-Tyrosine et de dopa(atrieité crésolase).Nos résultats
expérimentaux ont été estimés a l'aide des dewati#ms de Michaelis-Menten et de
Linweaver—Burk.

L’évolution de 'activité enzymatique en fonctide la concentration de ces trois substrats
est représentée dans les figure 17 et 18 .Ersepcé de pyrocatéchol et de L-Tyrosine
(figure 17),0n remarque que les représentationaphjgues donnent des courbes d'allure
hyperbolique,ce qui signifie que I'enzyme suit ucieétigue Michalienne,par contre en
présence de dopamine,un phénomene d’inhibitioeyeags de substrat a été rencontré.

La courbe 1/V vs [S] a été utilisée afin dikier la valeur de la constante de dissociation
du complexe inactif ESS(Ks).Le phénoméne d'intohitpar exces de substrat a été observé
aussi bien pour la PPO derfezia leonigjue la PPQI’Agaricus bisporusL’inhibition de la
PPO par exces de substrat a été egalement renqganirdles PPO de différentes sources
végétales(Tomita etl.a1980 ;Muiioz etla2010).Cet effet peut étre du a la formation d’un
complexe actif enzyme-substrat (ES) ou le subssaimal orienté dans le site ou bien a la
formation d'un complexe ternaire non actif (ESBlufioz et &,2010),de méme, la fixation
d’'une deuxiéme molécule de substrats sur le m&teeenzymatique retarde son action
catalytique (Zawistowski &tl., 1991).

Haldane (1930) a suggéré que I'enzyme posséde &srmdeux sites actifs successifs et
voisins dont chacun fixe une molécule de substratigisant par conséquent & un complexe
inactif.
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Les valeurs des paramétres cinétiques (Vmax et ébsitdnus a partir des représentations
graphiques de double inverse 1/V=f(1/S)(figure &8K) obtenu a partir de la représentation
1/V={(S) sont récapitulées dans le tableau IX
Tableau IX: Parametres cinétiques de la PPO des truffes ket delchampignon de Paris

pour les différents substrats

Source Substrat Vmax Km Ks Vmax/Km
(umol/min)  (mM) (MM) (“Tnol\'/{;“'”
Terfezia leonis Catéchol 250,845,81 17,51+1,21 0,014
L-tyrosine  43,70,96 0,10+0,01 0,437
Dopamine 76,9+2,36 0,44+0,08 1,20,05 0,174
Catéchol  g6,5+1,85 1,3+0,08
- - : 0,066
Agaricus bisporus L-tyrosine  73,1+0,59 0,24%0,03
; T ’ ’ 0,304
Dopamine 51 6+1,6 0,9440,13 0,62+0,01 0.054

D’aprés ces résultats, la PPO des truffe de déserble avoir la meilleure efficacité pour
la L-tyrosine et la dopamine par rapport a I'eneycommerciale dehampignon de Paris.

Les rapports d’'activités tyrosinase/catécholastopamine/catécholase sont 31,21 et 12,42
respectivement pour La PPO de truffes tandis querdpports de I'ordre de 4,6 et 0,81
respectivement pour la PPO de champignon de Pamist#® connaissance aucune espéece a
I'exception de l'espece bactérienn®afstonia solanacearumne présente un rapport
d’activité crésolase/catécolase et / ou hydroxytatie /L-dopa élevé (Hernandez-Romero et
al.,2006,Goldfeder eal.,2013),nos résultats suggerent que la PPO deesrsEmble étre la
deuxieme espéce présentant une telle particularité.

Les PPO de la truffe noifeuber excavaturvitt (K, = 0.11 mM) (Miranda edl., 1996) et
de la truffe du déserfTérfezia leonig semblent avoir la méme affinité vis-a-vis de la L
tyrosine comme substrat phénolique,de plus,ceteurvale K, est plus faible par rapport a
celle trouvée pour les PPO daiber magnatumde Tuber brumale(0.42 et 2.7 mM,
respectivement) (Miranda etl., 1992, 1996), d&uber melanosporuntK,, = 0.29 mM)
(Zarivi etal., 2003), dAmanita muscaridK,, = 0.3 mM) (Muller etal., 1996), d’avocat (K
= 2 mM) (Kahn & Pomerantz, 1980) et de champignerParis Agaricus bisporus(Km =
0.27 mM) (Mufioz- Mufioz edl., 2010). Par contre, la PPO @erfezia claverya I'affinité la
plus élevée vis-a-vis de la L-tyrosine (k= 0.069 mM) (Pérez-Gilabert ei., 2001). En
outre, les valeurs de la constante d’affinité KmlalePPO d’origine vegetalle vis-a-vis de
pyrocatéchol sont comprises entre 3mM et 14 mM dat3 mM pour la PPO du romarin

(Rosmarinus officinalis .. (Aydemir, 2010), 10.7 mM pour la PPO de I'arach Cynara
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scolymus L) (Dogan etl., 2005),5.55 mM pour la PPO de la poiRyrus commun)s(Ziyan

et pekyardimci, 2004), 4.5 mM pour la PPO de cqwggar & Sairoglu, 2002),5.2 mM
pour la PPO de ceris&lélpighia glabra L) (Kumar etal., 2008), 6.3 mM pour la PPO de la
mangue Kangifera indica L) (Wang etal., 2007), 3.65 mM pour la PPO du raiswitis
vinifera L) (Onez etal., 2008) et 8.3 mM pour la PPO de célekpium graveolens )L
(Aydemir et &.,2006).

3.7 Cinétique de I'inhibition de la PPO deTerfezia leonis

3.7.1Efficacité des inhibiteurs

L’inhibition du brunissement enzymatique petrede résultat de (1) l'inactivation de la
PPO, (2) de I'élimination de I'un des substratslaleéaction (@ polyphénols), et (3) de
I'action des inhibiteurs sur les produits de lacti@m enzymatique pour empécher la
formation de produits colorés apres des réactieasrglaires (Dgan etal.,2007).

Pour étudier I'inhibition de la PPO de truffée(fezia leoniy différents inhibiteurs ayant
des structures différentes et des groupementsiémmetls variables ont été choisis tels que :
I'acide benzoique, le fluorure de sodium, I'azigdesdbdium, le cyanure de potassium, I'acide
citrique, I'acide oxalique, le chlorure de sodiutm;acide ascorbique. L’effet inhibiteur de
ces composés sur I'extrait brut de la PPO desasudfl désert a été déterminé, en utilisant le
pyrocatéchol et La L-Tyrosine comme substrats.

Les résultats de I'effet de la concentration deigbkibiteurs (figure 19 et 20) montrent que
I'activité enzymatique diminue significativementeavIl’augmentation de la concentration
d’inhibiteur. Afin de comparer entre I'efficacité& aes différents inhibiteurs ,lessfnt été
déterminées et les valeurs ainsi obtenues sordupées dans le Tableau (X).
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Tableau X : Efficacité des inhibiteurs vis-a-vis de la PP©tdiffes du désert

IC 50(mM)

Inhibiteur Activité catécholase Activité crésolase
Acide benzoique 8,221+1,03 2,823+0,28
Acide ascorbique 0,092+0,01 0,0537+0,008
Acide oxalique 8,216+1,533 8,219+0,98
Acide citrique 6,521+0,9 6,426+0,035
Nacl 1252+0,2 1830+0,31
KCN 0,033+0,007 0,037+0,009
NaF 94,453+5,062 38,312+2,054
NaN3 3,201+0,64 3,341+0,42

Selon des valeurs estimées, le pouvoir des inhitsitatilisés de la PPO de truffes décroit
selon l'ordre suivant : cyanure de potassium >easdcorbique > azide de sodium > acide
citriqgue > acide benzoique > acide oxalique > flwerde sodium > chlorure de sodium.

L'effet de ces inhibiteurs sur l'activité celwlase de la PPO de différentes source
végétale a été rapporté tandis qu’ a notre coraraigsaucune étude n’a rapporté leur effet sur
I'activité crésolase.Pour I'acide benzoique,Ched €003) ainsi que Gouzi et.2010) ont
trouvé des valeurs de 1mM , 0,147 mM avec la PP@ Algaricus bisporustandis que Arzu
et d (2004) ont estimé une valeur de 5mM pour la PPCDutespyros kaki(Arzu et &
2004).En etudiant l'effet de I'acide ascorbiqUeszula &,(2007) ont rapporté une valeur
d’'ICso égale a 4,6mML(@actuca sativa.En présence d’acide citrique,la PPO de truféeslde
étre plus sensible par rapport aux PB®@garicus bisporuslont IGy= 150 mM ,(Son et al.,
2000) et a celle deactuca sativaavec 1Go= 62.91mM (Urszula etla 2007),tandis qu’elle
est moins sensible vis-a-vis de I'acide oxaliuggricus bisporudCse=1,1mM Son et la,
2000 ; Artichaut Cynara scolymu#C50=0,194mM, Aydemir, 2003 ).De plus,tout en é&uatl
I'effet de NAF et NAN3 sur la PP@Agaricus bisporusGouzi etal., 2010 ont rapporté des
valeurs d’IC 50 égales a 123,94mM et 3,2mM,repeatient.
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Une meilleure efficacité de Kcn a été rapp@aér la PPO dipium graveolens L. avec
une IGo d’environ 28uM(Aydemir & Akkanli, 2006).Tandis qavec Nacl ,Umit, 2005 a
rapporté une valeur d’g égale a 50mM pour la PPO Biisa cavendishii

Cette différence de valeurs dsfCdes différents inhibiteurs vis-a-vis de l'activitie la
PPO montre que l'efficacité de l'inhibiteur varielen la source d’enzyme, le substrat, la
méthode d’extraction et/ou le degré de puretéahzyme utilisée (Neeley el., 2009,Gouzi
et d.,2010).
3.7.2Mode d’action des inhibiteurs

Pour déterminer le mode d’action de ces indilss sur les deux activités caétcholase et
créosolase de la PPO derfezia leonis en utilisant de catéchol et L-Tyrosine comme
substrats respectivement, nous avons utilisés é&gmésentations de Lineweaver-Burk
(1/Vv=f(1/S) en absence et en présence de deux otyatens de chaque inhibiteur. Quatre
modes d’action identiques pour les deux activités @é trouvé; une inhibition de type
compétitive avec l'acide benzoique et I'acide asicpre(Figure 21), une inhibition de type
non compétitive avec l'acide oxalique et I'acidérique(Figure 22), une inhibition de type
mixte type 1 avec le chlorure de sodium, le cyamigr@otassium et fluorure de sodium(figure
23), et enfin une inhibition de type incompétitaneec I'azide de sodium(figure 24).Selon les
résultats obtenus,on remarque que le mode d’ackores inhibiteurs est indépendant de
substrat utilisé dans ce travail(catéchol et/ou yte§ine).Les résultats des paramétres
cinétique obtenus (Vmax,Km,ket Kis) en présence de ces inhibiteurs sont regroupésldan
tableau XI

Inhibition par I'acide benzoique et I'acide ascorigque

Les graphiques de Lineweaver-Burk de I'enzyeme présence d’acide benzoique, et
d’acide ascorbique, en utilisant le catéchol et{@iyrosine comme substrats (figure 21)
montrent que la valeur den\, demeure constante tandis que, lg dugmente. Ceci indique
que, I'acide benzoique et I'acide ascorbique sestidhibiteurs compétitifs de I'activité de la
PPO des truffes.

L’acide benzoique et I'acide ascorbique s@s inhibiteurs compétitifs,qui se fixent
uniquement sur I'enzyme libre et non pas sur leptexe enzyme-substrat,

Les constantes d'inhibition (K pour l'acide benzoique et l'acide ascorbique,
respectivement en utilisant le catéchol comme satbsont 3.54 mM et 0.7071 mM ,tandis
gu’en présence de L-Tyrosine on a trouvé des v&aléel 1,7 mM ,de 0,02 mM, indiquant que

I'affinité de 'enzyme pour I'acide ascorbique esiis grande que celle pour I'acide benzoique

57



a)
35-
30
o =0mM
%7 o 1=10mM
— A (=15mM
=
£ 2
1%}
o
<
< 159
—
10
%
T T T T 1
04 02 00 02 04 06
1/[Catéchol] (mM)
b)
35
e |=0
] ©° 1=01mM
| =0,125mM
25
=
E 20
>
)
<
< 15 -
=
—
10
0,6 -0,4 0,2 00 02 0,4 06

1/Catéchol (mM)

1V (Abs/min)

1V g(Abs/min)

4 6 8 10 12

1/[L-Tyrosine] (mM)

1[L-Tyrosine](mM)

Figure 21: Les graphiques de Lineweaver-Burk de l'inhibitamla PPO de truffes en
présence de (a) I'acide benzoique et (b) de I&@egtorbique.

58



L'inhibition compétitive de la PPO par 'acidbenzoique observée dans notre étude a été
également remarquée pour la PPO de champignonsy(etad.,1970) et pour d’autres PPOs
obtenues a partir de différentes sources (Anosiléey&8ebene, 1982,Robert dt,a1997,Ziyan
et Pekyardimce, 2004 ,Dogan &t 2005).Le caractére inhibiteur de I'acide benaeigst due
a la présence du cycle benzene au niveau de stuster((Pifferri et b, 1974.

Pour l'acide ascorbique ,nos résultats sont sim#aiavec ceux trouvés pour la PPO
extraite d’artichauts@ynara scolymus L.J Tilin, 2004), cependant, ils sont en désaccord
avec ceux obtenus pour la PPO extraite de(btiticum aestivum L.pu l'effet de I'acide
ascorbigue a été décrit comme non compétitif agecatéchol comme substrat (Eratakt
2010). Ceci montre que le type d’inhibition dépesrire autres de l'origine de la PPO
étudiée. L'acide ascorbigue est le composé chimiguplus fréquemment utilisé pour la
réduction chimique des o-quinones en composés ledgiques et pour le contréle du
brunissement des fruits et Ilégumes. Mais, son eBettemporaire (Nicolas al., 1994), il
empéche le brunissement tant qu’il est présent oo réduite (Schwartz at., 2001). Son
caractere inhibiteur est lié a son action commeantioxydant plutét qu’un inhibiteur de
I'enzyme puisqu’il réduit la quinone formée parnzyme en diphénol initial avant qu’elle
entame les réactions secondaires qui menent aisbenment (Golan etl., 1984).

Inhibition par I'acide citrique et I'acide oxalique

L'inhibition de l'activité de la PPO des traff par I'acide citrique et I'acide oxalique a été
étudiée(Figure 22). Ces inhibiteurs agissent engarihhibiteurs non compétitifs avec une
diminution des valeurs d¢n.x et sans effet sur €. lls peuvent se fixer sur 'enzyme
libre et également sur le complexe enzyme-sub@®@}.En effet linhibition résulte de leur
fixation indépendante de celle de substrat suitéeesizymatique.

Les affinités de liaison exprimées par lesonstantes d'équilibres K pour les deux
inhibiteurs (Tableau XI). sont de 1.9389 mM etl#1mM pour l'activité catécholase,tandis
que pour l'activité tyrosinase des valeurs de B/&@3 et 7,15 mM ont été estimées
respectivement pour l'acide oxalique et l'acideigite.Pour l'activité catécholase, I'acide
oxalique présente une meilleure efficacité inhité avec un facteur de 10 fois plus grand
qgue l'acide citrique tandis que pour I'activité soéase les efficacités d’inhibitions pour les
deux acides sont similaire avec des valeurs dar@y3et 7,15 mM pour l'acide oxalique

et I'acide citrique, respectivement..
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Figure 22 : Les graphiques de Lineweaver-Burk de I'inhibitaimla PPO de truffes en
présence de (a) I'acide oxalique e et (b) I'acidieqeie.
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L’action inhibitrice de type non compétitide ces deux acides a été observée pour les
PPO de différentes sources (L'aubergine ,Fujitaal e, 1995, I'artichaut ,Tulin .,2004).Par
contre, ces acides ont présenté un mécanisme litiiloini compétitif pour les PPO de céleri, ,
et de blé (Son etl.,2000,Erat eal.,2010).Urszul eal. (2007) ont trouvé que I'acide citrique
est un inhibiteur non compétitif de la PPO de bliod@rassica oleracea var. botrytis italiga
lorsque le catéchol est utilisé comme substrat.

L’effet inhibiteur de I'acide oxalique et l'acideitique résulte probablement de leur
pouvoir chélateur de cuivre du site actif de la P&@u de leur pouvoir acidulant en
abaissant le pH du produit(Ferrar et Walker, 199%cide citrique et I'acide oxalique sont
des acides organiques largement retrouvés darfaules et les légumes, et ont été souvent
signalés pour leur activité anti-brunissement damgdustrie agro-alimentaire..Il a été montré
que lefficacité de l'acide citrigue de retarder beunissement peut étre améliorée par
I'addition d'un agent anti-brunissement possédannécanisme d'inhibition différent et / ou
une meilleure stabilité.( Suttirak & Manurakchinakc2010).

Inhibition par le NACL,KCN et NAN3

Le chlorure de sodium, le cyanure de potassitne fluorure de sodium présentent un
effet inhibiteur mixte sur la PPO deerfezia leonigfigure 23).Ces inhibiteurs peuvent se
fixer aussi bien sur la forme enzymatique libre guela forme enzymatique liée au substrat
mais a l'inverse de l'acide citrique et I'acide bgae,la liaison a I'enzyme affecte I'affinité
de la liaison de site enzymatique pour le substraice versa.

En présence de pyrocaétchol comme substrat,iegégfde la PPO exprimées epgéur
le chlorure de sodium,le cyanure de potassium efluerure de sodiunsont 896.33
mM,0,03mM et 1.47 mM, ,respectivement, alors quée substrat est la L-Tyrosine leurs
affinités est de 827mM, 0,06mM et 61 mM, respectigat. Ces résultats indiquent que
I'inhibiteur le plus efficace sur I'activité de IRPO des truffes est le KCN or sa grande
toxicité limite son utilisation en technologie aéntaire comme agent anti-brunissement
(Aydemir & Akkanli .,2006),par contre le Nacl e$bhibiteur le moins efficace.

Nous avons constaté que le rappoit/KK est supérieur a 1 pour chaque inhibiteur,
signifiant que l'affinité de ces composés pour Yeme libre est plus élevée par rapport a

celle du complexe enzyme-substrat.
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Nos résultats sont similaires a ceux de Shamghal. (2006) qui ont observé une
inhibition mixte par le chlorure de sodium pourRRO des pommes utilisant le catéchol
comme substrat. Yemenicioglu ét €1999)ont trouvé que le NacCl, inhibe la PPO de taro, a
des fortes concentrations seulement,de méme leuflei@e sodium a un effet inhibiteur de
type compétitif sur la PPO des pommes (Janovitpgkketal., 1990), et a un effet mixte sur la
PPO de champignon (Gouziat, 2010).

Aydemir & Akkanli (2006) ont trouvé que le cyae de potassium est un inhibiteur
compétitif de la PPO de céleAgium graveolens.) lorsque le catéchol était utilisé comme
substrat. De méme, Harry &it,(1970 )ont montré que l'inhibition de la PPO deropanon
par le cyanure de potassium est non compétitiseawiis de catéchol et compétitive pour
I'oxygene. Ces résultats montrent que le mode idaate KCN varie selon la source de la
PPO et selon la nature de substrat utilisé

Le mode d’action de NaCl, KCN et NaF sur laOPpeut étre également d0 a I'effet
chélateur cuivre du site actif de I'enzyme et/oliabaissement du pH (Zawistowski at,
1991).

Ces résultats montrent que l'activité de ReQruffes est plus sensible a I'effet de KCN
tandis qu’elle moins sensible vis a vis de Nacl.

Inhibition par I'azide de sodium :

Le mécanisme par lequel 'azide de sodiumbelés deux activités de la PPOTaefezia
leonis a été déterminé. Quel que soit le substrat ulibzéde de sodium agit en tant
gu’inhibiteur incompétitif, avec une diminution d& valeur de W.x et de K,.Son mode
d’action met en jeu sa fixation sur la forme d’emzyliée au substrat

Les valeurs des constantes d’equilibre KI®obés a partir des représentations graphiques
de double inverse(figure 24) montrent que l'aféinidle la PPO pour cet inhibiteur est
identique aussi bien pour [l'activité catécholasee diactivité tyrosinase les KIS sont

respectivement 3.37 mM et 3,22 mM.
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Figure 24 : Représentations de Lineweaver-Burk de l'inhibittnla PPO de truffes en
présence de NaN3.

Selon Sakiroglu edl. (1996) ,lazide de sodium a été utilisé par m@uss chercheurs pour
prévenir le brunissement enzymatique. L'azide deuner des complexes avec plusieurs
métalloenzymes, provoquant I'inhibition de leurtiatés (Shi etal., 2002).

D’autres travaux ont montré que I'azide deiwadpeut avoir d’autre mode d’action ainsi
Erat etal. (2010) ont rapporté que lI'azide de sodium esinbibiteur de type compétitif de la
PPO de blé, alors que Aydemir & Akkanli.,(2006hskique Tilin.,(2004) ont trouvé que
I'inhibition est de type non compétitif pour la PP@e céleri Apium graveolens .). et

d’artichaut Cynara scolymus.),en utilisant le catéchol comme substrat.

64



Tableau XI :Paramétres cinétiques de I'inhibition de la PPQ eldezia leonis.

Inhibition
Compétitive Noncompétitive Mixte Type 1 Incompétitive
Substrat Paramétres Acide benzoique Acide ascorbigue Acide oxalique Acide citrique Nacl KCN NAF Azide de sodium
cinétiques
[1(mM) 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0.1 7,5 5 400 0.05 75 2
15 0.125 10 10 800 0.1 100 5
Ki (mM)
3.5440,62 0.70+0,005 896.33+240,5 0.03+0,01 1.47+0,75 -
KIS(mM) - - 1.93+0,48 11,14+1,04 1433.85+330,1 0.146+0,09 1.86+0,71 3.3740,33
Catéchol
Ki/Ki - - 1+0,2 1+0,01 1.59+0,68 4.59+2,42 1.26+0,95 -
Km(mM) 3.20+0,71 2.06+0,32 2.42+0,24 2.69+0,89 2.58+0,55 2.73+0,48
12.25+2,54 4.9840,74 2.85+0,5 25,07+8,21 2.74+0,28 5.16+1,72 2.8240,6 1.71+0,3
16.78+3,32 12.28+1,86 2.94+0,3 6.63+2,15 2.94+0,62 1.10+0,18
Vmax 0.24+0,02 1.13+0,28 0.15+0,005 0.24+0,02  0.24+0,015 0.24+0,014
(Abs/min) 0.21+0,01 0.20+0,008 0.12+0,01 0.78+0,19 0.12+0,004 0.18+0,01  0.15+0,006 0.15+0,008
0.08+0,007 0.6+0,15 0.09+0,003 0.14+0,01  0.11+0,006 0.098+0,005
[1] (mM) 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0,04 5 5 500 0.05 30 2
3 0,06 10 10 1000 0.1 60 4
Ki(mM) 1,7+0,18 0,02+0,003 827+158,67 0.06+0,019 61+34,86 -
L-Tyrosine Ks(mM) - - 7,15+0,36 6,6374+0,37 3591+367,53 0,095+0,02 86,05+35,12 3,2240,16
Kis/Ks - - 1 1+0,05 4 ,34+3,6 1,48+1,48 1.36x1 -
Km(mM) 0,6240,15 0,31+0,06 0,3540,04 0,35+0,06  0,05%0,011 0,06+0,006
1,17+0,25 0,94+0,15 0,08+0,008 0,13+0,01 0,5+0,05 0,42+0,08 0,064+0,014 0,040,004
1,86+0,42 1,23+0,21 0,66+0,07 0,47+0,09 0,67+0,14 0,03+0,003
Vmax 0,59+0,01 0,33+0,012 0,42+0,02 0.43+0,04  0.24+0,009 0,25+0,006
(Abs/min) 0,69+0,11 0.4056+0,04 0,33+0,009 0.18+0,006 0,36+0,01  0.28+0,027 0.18+0,006 0,15+0,003
0,25+0,004 0.12+0,004 0,34+0,01  0,20£0,019 0,14+0,005 0,11+0,002
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3.8Inactivation thermique de la PPO deTerfezia leonis

La stabilité de la PPO de truffes de désétéanesurée en absence et en présence d’acide
citriqgue.Cet acide est souvent utilisé en biotetbgie alimentaire comme agent anti-
brunissement (Suttirak & Manurakchinakorn.,2010) .

Dans le but de suivre la cinétique d'inacivat et déterminer les parametres
thermodynamiques de la PPO des truffes du désactivité enzymatique a été suivie a
pression atmosphérique en utilisant comme subkdrdt-Tyrosine dans lintervalle des
températures compris entre 45 a 65° et dans deditimms d’activité optimale (L-tyrosine a 2
mM , pH 5.0 ,Tampon acétate de sodium 0.05 M,Acitt@ue 7,5mM)

Les résultats de la stabilité thermique sactlvité de la PPO dderfezia leonis en
absence et en présence dacide citrique sontseptés dans la figure 25(a et b)
respectivement .

Selon les résultats obtenus(figure 25,a),on dépietI'enzyme est d’autant plus stable que
la température est basse,tandis que l'effet imaietur de I'enzyme par la température est
d’autant plus rapide que la température est élevee.

En effet, apres 10 min d’incubation a 45°C ,50°85;C ,60°C, et 65°C ,les taux de
réduction de l'activité enzymatique est respectigrtr2%,4%,10% 50% et 80%.De méme,
les temps d’incubation correspondant a une peetec@b6 d’activité a ces valeurs de
température sont de 5min, 17min,40min,80min et 86O .Nos résultats montrent que la
PPO des truffesTerfezia lIéonisest plus thermostable que celle des fraises d&eliret &,
2000) ,de la pomme (Eidhin et.,2a2006) ; et de la céleri (gar, 2004), mais moins
thermostable que les PPO d’artichaut gB et &, 2005).

Yagar (2004) a montré que la PPO extraite a partic&ari (Apium graveolens.). perd
environ 70% de son activité initiale a 50°C et emwi85% de son activité a 60°C apres un
traitement thermique d’environ 30 min.L’étude ddgHermostabilité de la PPO du Chataigne
(Castanea henryj montre que I'activité de I'enzyme diminue de 10@%squ’elle est incubée
pendant 30 min a 40°C (pH 7 ,tampon phosphate tiesgiam a 0,025 M, catéchol a 3.3
mM). Par conséquent cette enzyme demeure therne(@ai et &, 2004).

La cinétique de I"inactivation thermique de la PRQeté bien étudiée, toutefois, des
variations importantes dans les rapports publiéstent par exemple, Chutintrasri &
Noomhorm (2006) tout en traitant la PPO d'Ananaes températures comprises entre 40-
60°C pendant 30 minutes ont constaté d'une part un@ndition de 60 % de l'activité
enzymatique et d’autre part une activité résidudld 7 % aprés 5 min a%5et de 1,2%

apres 5 min a 90 ° C .En revanche, Zhangl €2@10) ont trouvé les activités résiduelles
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suivantes 47,28% et de 3,43% pour la PPO deepéiathe carotte ,respectivement ,apres une
durée de traitement de 60 min 2G5

Selon les travaux de Fante et Norefa (2042¢ wariabilité de résultats suggerent que
I'inactivation de la PPO dépend de la source, deslitons environnementales et physico-
chimiques tels que le pH et la température. Sektndk (2002), l'inactivation thermique de
la PPO dépend non seulement de la température dégisnd aussi, du temps d'incubation de
I'enzyme.

La cinétique de linactivation thermique dePRO dAgaricus bisporus été bien étudiee
par Gouzi efal (2012),ils ont trouvés que le traitement de I'eneym45°C pendant 30 min,
ne cause pas une perte significative de son atiinitiale. Par contre, une chute rapide de
l'activité au-dela de 55°C a été remarqueée. lvaét enzymatique a cette température, est
réduite approximativement de 40%. Au-dessus de glitfactivation thermique de la PPO
devient trop rapide. Les temps nécessaires pour in@etivation de 50% de l'activité
enzymatique a 60 et 65°C sont respectivement Hllemin et est completement inactivee
aprés 6 min d’incubation a 70°C

L’évaluation de la stabilité thermique en s d’acide citrique (figure 25,b) montre que
cet acide organique accélere le processus d'irsivthermique. En effet, quel que soit la
température d’incubation entre 45°C et 65°C,lespem’incubation correspondant a une
perte de 50% d’activité sont plus petits et ce t gttn 1min,2min,7min,16min et 70min a
45°C ,50°C , 55°C ,60°C , et 65°C ,respectivement.

L’effet amplificateur de I'instabilité thermig de I'enzyme pour I'acide citrique a été déja
signalé par Wei etla2013.Ces derniers ont rapporté que I'effet deida citrique consiste a
provoquer des changements de conformation rendamtyine aussi plus sensible a la
température,ainsi,la baisse d’activité¢ enzymatiqus-a-vis de l'augmentation de la
température est due probablement d’'une part aarggments de la structure secondaire,
tertiaire et quaternaire de I'enzyme, et / ou ddatruction de son site actif ,et d'autre part a
la présence des formes multiples d'enzyme de la B&® certaines sont extrémement
thermolabiles (Khatun etl., 2001,Yemeniciglu, 2002,D@an etal., 2005).

Dagzan etal. (2005) suggerent qu'une diminution du pourcentdgd’activité résiduelle
aux tempeératures élevées peut étre due au dépluiateda structure tertiaire de I'enzyme
pour former une structure secondaire qui est dé&peud’activité catalytique. Il est plus
notable gu’a des températures relativement élepiesgeurs liaisons faibles qui maintiennent
la structure native de I'enzyme sont déstabiliséesolvatées inactivant par conséquent

'enzyme (Gomez-Puyou & Gomez-Puyou, 1998).
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Figure 25 :Effet de la température sur la stabilité de lat# enzymatique (a) en absence et(b) en

présence d’acide citrique

Cinétique de linactivation thermique

Les représentations graphiques de la cinétdjumactivation montrent que la cinétique
d’inactivation de la PPO est bien d’ordre 1. Leleues des constantes d’inactivation ont été
estimés en exploitant la pente de la régressi@ailia du log/A)/(A), en fonction du temps
(Figure 26) (Samborska, 2007)

Ln (ﬁ) =—-K.T
Ag

Pour mieux décrire les cinétiques d'inactatithermique,nous avons déterminé les
valeurs D et Z (Weemaes ek,al997). La valeur Dest définie comme étant le temps
nécessaire a une certaine température pour ré@dtwité enzymatique initiale (# a 90%
ou d’une unité logarithmique.

Pour les réactions du premier ordre, la valBuest inversement proportionnelle a la

constante de vitesse d'inactivation (k) ,le tempsétiuction décimale D, est calculé a partir
de I'’équation suivante (Samborska, 2007)

2,303
p =222
k



La valeur de demi-vigy,, a été déterminée a partir de I'équation suivante

Ln2
ti2 = 4
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Figure 26 :Cinétique d’inactivation thermique de la PPOda)absence et (b)en présence

d’acide citrique

Les valeurs des parameétres cinétiqieb (etty;) d’inactivation thermique de la PPO du
Terfezia leonigen absence et en présence de I'acide citriqueregrdaupées dans les tableaux
(Xllet XlII),respectivement. Ces parametres sonplies souvent estimés pour caractériser la

stabilité d’une enzyme (Unal 8ener, 2006).

Tableau Xll: Parametres cinétiques de l'inactivation de l'at#ivde la PPO des truffes

(Terfezia leonis

Température (°C) D (min) k (min™) t1/2 (Min)

45 928,11+9 0,0020+0,0001 278,1145
50 357,17 0,0069+0,0003 104,24+3
55 129,0615 0,018+0,001 37,391
60 30,95+3 0,071+0,005 9,71+0,9
65 6,89+0,8 0,33+0,008 2,05+0,05
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A la lumiére de ces résultats, on note quetlsse d’inactivation de la PPO a 65°C est
165 fois plus rapide qu’a 45°C.En effet la constad'inactivation a 45°C est de 0,002 thin
alors qu'a 65°C elle est de 0,33m{fableau XII ).En présence d’acide citrique, laesite
d’inactivation est accélérée d'un facteur de 42& flableau Xlll) dont la constante
d’inactivation & 45°C est de 0,0018 mialors qu'a 65°C elle est de 0,7474thien effet
I'acide citrique amplifie la vitesse d’inactivatiaiun facteur d’environ 2,6 .

Tableau XIlI: Paramétres cinétiques de l'inactivation de l'atdide la PPO d&erfezia

leonisen présence d’acide citrique.

Température (°C) D (min) k (min™) ty» (Min)

45 1247,73+16 0,0018+0,0002 375,60419
50 237,7915 0,0096+0,003 71,58315
55 105+3 0,0219+0,001 31,61+2

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

D’aprés ces résultats, on constate que lesuk@D et t;;, diminuent rapidement avec
'augmentation de la température, ce qui est coméor a I'inactivation thermique de la PPO
,reconnue comme une enzyme non thermostable(Gbdzj2912).

L’énergie d'activation de processus de démditnm thermique de la PPO des truffes de
désert a été déterminée a partir des représergajraphiques de la figure 27.Les graphiques
d’Arrhenius présentent un aspect linéaire dansettas gamme des températures explorée

expérimentalement que ce soit en absence ou eengeed’acide citrique.
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Figure 27: Représentation graphique d’Arrhenius relatif adaation de la vitesse

d’inactivation thermique de la PPO derfezia leonis

L’énergie d’activation est estimée a paréra pente (Ea/R) et est égale a 217.37 KJ/mol
et a 257,8 kd/mol pour la PPO de truffes en alesetcen présence de l'acide citrique,
respectivement.Ces valeurs d’énergie d’activattea) (sont plus élevées a celles rapportées
dans la littérature, pour la PPO de vanille 92]1 kol (Krzysztof etal., 2009), de Taro
(Colocasia antiquorum87.78 kJ/mol (Yemenicioglu etl., 1999), d’ananas (Chutintrasri &
Noomhorm, 2006) 23.70 kJ/mol , de Yamidscorea cayenensis-rotundata cv Longbd
(Gnangui etal., 2009) 67.67 kJ/mol,d’artichau€ynara scolymus.) 15,8 kJ / mol (Tulin,
2004), de truffed(erfezia leonis215 kJ/mol (Gouzi eél.,2013).Mais elle est inférieure a
celles de la PPO du raisin blanear( Victoria I'Afrique du sud) ,221.5 kJ/mol (Rapeanu et
al., 2006), de raisin de tabl€rfmson Seedle}s295.5 kJ/mol (Fortea etl., 2009), de
péche,502 kJ/mol (Chan et Yang, 1971), de banal® kd/mol (Dimick etal., 1951), de
raisin Emir Yitis vinifera L. cv. Emi;,251.4 kJ/mol (Unal efener, 2006), de ligname blanc
(Dioscorea rotundatg2160 kJ/mol (Eze edl., 2010) et de bettrav®éta vulgaris L),57.1
kJ/mol (Xuan etl., 2010)

La relation entre le temps de réduction etelapérature est représentée dans la figure
(29).La valeuiZr est déterminée a partir de la courbe de représamtielogD en fonction de
la température (T en °C).
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Figure 29: Effet de la température sur la valeur-D de l'ingtion de la PPO d€erfezia
leonis

Pour la PPO deerfezia leoni¢es valeurs de Zibtenus en absence et en présence d'acide
citrique sont respectivement 9,44°C et 7,96°C .Casurs de Zt (°C) qui représentent
'augmentation de la température nécessaire poer reduction de 90% de la valeur D
indiquent que l'acide citrique augment d’autansémsibilité de I'enzyme.En plus de la PPO
de truffes de désert ,il a été trouvé que les PROtrés sources végétales présentent des
sensibilité vis-a-vis de la température de mémeeodé grandeur, ainsi il a été estimé que les
valeurs de Z sont comprises entre 8,5 et 10,95°C (Chendg. 204 3,Gouzi et & .,2012,Unal
et al., 2007 ,Unal &Sener, 2006,Rapeanu al, 2006,Strubi etl., 1975, Vamos-Vigyay,
1981).

Aspect thermodynamique de I'inactivation thermiquede la PPO deTerfezia leonis

En ce qui concerne I'aspect thermodynamigeidaddénaturation de la PPO induite par
'augmentation de la température, les parametresmbdynamiques ;l'enthalpie Al),
I'entropie (AS) et I'énergie libreAG) ont été calculés et ceci en absence et ermpueés
d’acide citrique ,les résultats ainsi obtenus sénapitulés dans les tableaux XIV et XV,
respectivement. Pour les calculs les équationsstég ont été utilisées :

AH = E, —nR.T

K .hy
Kp.T

AG = —R.T.In

_ AH-AG
T

AS
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Tableau XIV: paramétres thermodynamique de l'inactivationrttigue de la PPO de truffes

(Terfezia leonis

T°C AH (kJ/mol) AG(kJ/mol)  AS(J/mol/K®)
45 214+1 112,745:0,03  320,675x14
50 214+1 111,609+0,1  319,10313
55 21441 110,383+0,2  317,855+14
60 214+1 108,308+0,2  319,193+14
65 214 +1 105,659+0,04  322,162+13

Les valeurs moyennes Ael,AS etAG sont 214KJ/mol,109,74 KJ/mol et 319,79 KJ/mol/
K®, respectivement. Les valeur de I'enthalpie @l®PO de truffes est supérieure a celles de
la PPO de pomme de terre (98.02 kJ/mol) (Duangm@v&isu, 1999), deéepista nuda(13
kJ/mol) , Hypholoma fascicularg36 kJ/mol) ¢’Armillaria mellea (64 kJ/mol) (Yang &
Wang,2008),et de l'igname comestibEqgscorea cayenensis-rotundata cv Longk@4.950
kJ/mol) (Gnangui eal., 2009), de vanille (89,2483 kJ mol-1) (Krzyszt&009) et de Marula
(35,5435 kJ/mol) (Mdluli, 2005).

La PPO de truffe de désert étudiée dans gaitrast une enzyme moins thermostable,la
valeur élevée deAH indique que I'enzyme subit un changement comaldé de
conformation durant le processus de dénaturatianvdleur positive dAH indique que la
réaction d’oxydation est endergonique) .Les valgasitives deAS indique la présence de
processus significatif d’agrégation. L'énergie dibde la PPO diminue légérement avec
'augmentation de la température. Au différentesygératures les valeurs deAG sont
positives indiquant que la réaction d’oxydatiorest’pas une réaction spontannée.Les valeurs
élevées en terme d’énergie d’activation et du vVianad’enthalpie montrent que pour initier
le processus de dénaturation, il faut un appovteédm énergie(Cheng dt,2013).Ceci est lié

au fait que la PPO présente une conformation mlzigewstable.
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Tableau XV: paramétres thermodynamique de I'inactivationrttique de la PPO des truffes
(Terfezia leonisen présence de I'acide citrique [7,5mM].

T°C AH (kJ/mol) AG(kJ/mol)  AS(J/mol/K°)
45 255+2 112,95+0,02 447,16+18
50 25542 110,32+0,2 448,26+19
55 25542 109,84+0,2 442,76+18
60 255+2 107,07+0,05 444,32+16
65 25542 103,361+0,1 448,60+17

En présence d’acide citrique, il y a pas grende variation dans les valeurs d’énergie
libre tandis qu’on a noté que l'inactivation thégoe de la PPO nécessite une variation
entropique et enthalpique beaucoup plus grandevélesrs de\G restent toujours positives
indiquant que I'acide citrique n’affecte pas lasameité de la réaction.

En outre, pour les valeurs d& ,elles sont nettement supérieures a celleenqbsence
d’acide citrique reflétant un changement net dansldsordre de l'enzyme et le systeme
solvant accompagnant la formation de I'état desitaom. (Gnangui eal., 2009).

L’effet de I'acide citrique sur les paramétthermodynamique a été également rapporté
pour l'activité catécholase de la PRIAgaricus bisporusen utilisant le catéchol comme
substrat (Wei el 2013),ils ont trouvés des valeurs A& =98.197kJ mot,AH 130 kJ moal
! et deAS =99 96 J malK™ aprés un traitement & 45°C en présence de 15mbide’a
citrique, de méme & 65°C il ont estimés des valélarsviron 96,4 kJ mai ,130 ,99 kJ mét
,99 J mof'K * pourAG, AH, AS, respectivement.
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Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris dans le cadreedmémoire s’est focalisé d’'une part
sur une étude comparative entre les propriétésigiras de I'extrait la PPO deerfezia leonis
et 'enzyme commerciald’Agaricus bisprouset d’autre part on vise un approfondissement
des connaissances dans le domaine agroaliment@rdavmise en place des moyens
préventifs de brunissement enzymatique, dont rewmns étudié l'effet de quelques
inhibiteurs chimiques de synthese et/ou l'inadtorathermique.

La PPO de truffes de désert possede les deuxtastnatécholase et crésolase,elle présente
un aspect de latence surmonté par I'ajout de Sid&@equ’activateur potentiel .Tandis que
les détergents non ioniques utilisés (Tween 200eteBle triton X-100) n’affectent que
I'activité crésolase.

L’étude de la spécificité de substrat a révélé lggePPO du champignon de Paris ainsi
gue celle de Terfezia leonigpeuvent oxyder les mono-, di- et les triphénBls.comparant
I'efficacité catalytique entre les enzymes de cesxd sources,la PPO deerfezia leonis
oxyde plus efficacement la L-Tyrosine et la dopamigue le pyrocatéchol et présente une
ration d’activitté  monophenolase/o-diphenolase regoeble.L’influence de la concentration
de dopamine sur l'activité enzymatique fait apgesai outre la réponse michaelienne
classique remarquée avec le pyrocatéchol et larbsiiye, I'effet inhibiteur par un exces de
substrat

L'effet de la source et de substrat sur la valeupH optimum a été rapporté.En présence
de pyrocatéchol,une activité maximale au voisindgéa neutralité a été remarqué ,de méme
dans le domaine acide et/ou dans le domaine algaur la L-Tyrosine et dopamine
respectivement. Une température optimale appacemgrise entre 30-40°C a été estimée.

L'inhibition de I'activité catécholase et coégse de la polyphénol oxydase extraite a partir
des truffes Terfezia leonis par des inhibiteurs de synthése est ainsi ra@eopour la
premiere fois.Parmi les différents inhibiteurs éssie cyanure de potassium est I'inhibiteur le
plus puissant vue ses faibles valeurs ¢jl@& de K ,mais son emploi dans l'industrie
alimentaire est tres limitée voire interdit en caigle sa toxicité.

Difféerents mécanismes d’inhibition ont été efbgs. Une inhibition compétitive par
'acide benzoique et I'acide ascorbique ,une irtflubinon compétitive avec I'acide oxalique
et l'acide citrique ,de type mixte avec le chlerale sodium, le cyanure de potassium, et le
fluorure de sodium tandis qu'avec l'azide uneibitton de type incompétitive a été
remarqué.

L’inactivation thermique est le procédé le pludisdi pour stabiliser les champignons. En

effet, I'inactivation thermique de la PPO de treffgeut étre convenablement décrite par un
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Conclusion et perspectives

model cinétique de premier ordre, dans la gammeedepératures comprise entre 45 a 65°,
avec une Z = 9,44°C et une Ea de 214 kJ/mol. Le traitemeatntiique de courte durée a
65°C est efficace pour inactiver totalement 'eneyet pourrait étre appliquer entant qu’un
moyen de contrdle de brunissement enzymatique rdéfed. L'étude de l'effet de I'acide
citrigue sur les parameétres thermodynamiques dePi@ deTerfezia leonisa été rapporté
pour la premiéere fois, la présence de cet acidamgge a amplifié d’autant le processus
d’inactivation thermique, ce qui permet entre esittle minimiser les dépenses liés au temps
de traitement.

En perspectives, il serait envisageable de pulliBazyme pour l'utiliser par la suite aussi
bien pour le développement des biocapteurs que lpodosage des composés phénoliques,
une caractérisation moléculaire et /ou crystalpbique de cette enzyme est également
requise.

En revanche, une attention doit étre également @vrin la recherche des inhibiteurs
naturels de la PPO des truffes et/ ou a I'étudBimlectivation de I'enzyme par les méthodes

physiques en particulier la pression.

76



Réféerences bibliographiques



Références bibliographiques

Adamski, J., Nowak, P., Kochana, {2010). Simple sensor for the
determination of phenol and its derivativesvater based on enzyme tyrosinase.
Electrochimica Acta. 55: 2363—-2367.
Aka,J,P.,Courtois,F.,Louarme,L.,Nicolas.,J,BillaudC.(2013).Modelling the intera
ctions between free phenols, L-ascorbic acid, applgphenoloxidase and oxygen
during a thermal treatmerftood Chemistry 138.1289-1297.

Ameer, Q & Adeloju, S.B(2009). Development of a potentiometric chtéc
biosensor by entrapment of tyrosinase within pgiggle film. Sensors and Actuators
B. 140: 5-11

Anosike E.O & Ayaebene A.0.1982). Properties of polyphenol oxidase from tubers
of the Yam Dioscorea bulbiferg Phytochemistry, 21, 1889-1893.

Anthon G. E And Barrett D. M.(2002). Kinetics parameters for the thermal
inactivation of quality-related enzymes in carraitsl potatoes. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 50: 4119-4125.

Arslan O., Dogan S.Q005). Inhibition of polyphenol oxidase obtainednfr various
sources by 2,3-diaminopropionic acid. Journal ot tBcience of Food and
Agriculture., 85, 1499-1504.

Arslan, O., Temur, A., Tozlu, 1.(1997). Polyphenol oxidase from Allium spaurnal

of Agricultural and Food Chemist45:2861-2863.

Arzu Z., Colak A., Dincer B., Guner S(2004). A diphenolase from persimmon fruits
(Diospyros kaki L., Ebenaceae). Food Chemistry, 433-437.
Asanuma,M,,Miyazaki,l., Ogawa,N(2003).Dopamine or-L-DOPA-induced neuro
toxicity: The role of dopamine quinone fornosti and tyrosinase in a model of
Parkinson's disease. Neurotoxicity Research 3¢3)176

Asav, E., Yorganci, E.,Akyilmaz,E(2009).An inhibition type amperometric
biosensor based on tyrosinase enzyme for fluatedermination. Talanta. 78 : 553—
556.

Aydemir,A.(2004). Partial purification and characterization paflyphenol oxidase
from artichoke (Cynara scolymus L.) heads. Foodn€h87, 59-67.

Aydemir, T.(2010). Selected kinetic properties of pobmbl oxidase extracted
from Rosmarinus officinalis Unternational Journal of Food Properties. 13:-485.

78



Références bibliographiques

Aydemir T., Akkanli G .(2006). Partial purification and characterisatiaf
polyphenol oxidase from celery rocAgium graveolens.) and the investigation of
the effects on the enzyme activity of some inhiisita). Food Sci. Tech., 41, 1090-
1098.

Bach,A., Chodat,R,(1904).Studies about the function of peroxideth@ Chimes of
the living cell. 1l About peroxide formation in ling cells. Ber., 35, 2466-24.
Ben-Shalom, N., Kahn, V., Harel, E. And Mayer, A.M(1977).Olive catechol
oxidase-changes during fruit development. J.Bmd Agric. 28, 545-550

Benjakul, S., Visessanguan W., Tanaka M2005). Properties of phenoloxidase iso-
lated from the cephalothorax of kuruma prawn (Pesgaponicus).” Journal of Food
Biochemestry. 29: 470-485.

Bertrand G.(1896 ).Sur la présence simultanée de la laccade kt tyrosinase dans
le suc de quelque champignon. C. R. Acad. Sc.,4@3465.

Bordner A., Nelson J.M.(1939). On the oxidation of p-cresol by means obsinase.

J. Amer. Chem. Soc., 61, 1507-1513.

Bradai,L., Bissati,S., Chenchouni,H.(2014)Desert Truffles of the North Algerian
Sahara: Diversity and Bioecolodgymir. J. Food Agric425-435.

Chan, H. T & Yang, H. Y.(1971). Identification and characterization sdme
oxidizing enzymes of the mcfarlin cranberry. Joliofdood science. 35: 169.
Chang-Kui D,, Kazuo C, Yoshinori U, Chien Y.W,(2002). Inhibition of loquat
enzymatic browning by sulfhydryl compounds. Foo@@irstry 76,213-218.
Chazarra,S., Cabanes,J., Escribano ,J., Garcia-Caroma,F.(1997). Kinetic study
of the suicide inactivation of latent polyphenoldase from iceberg lettuce (Lactuca
sativa) induced by 4-tert-butylcatechol in the pree of SDSBiochim Biophys Acta.
1339(2):297-303.

Chen, Q.X., Lu, H.Y., Zhu, C.M., Lin, H.N., Zhou, H.M.(1998). The effect of
Nthiophosphoryl amino acids on the activity gfeen crab Scylla serrata
alkaline phosphatase. Biochem Mol Biol Int. 455463.

Cheng,X.-F., M.,Zhang,M.,Adhikari,B.(2013).The inactivation Kkinetics of
polyphenol oxidase in mushroomdaricus bisporusyluring thermal and thermosonic
treatments, Ultrasonics Sonochemistry 20,674—-679.

Chutintrasri,B & Noomhorm,A .(2006). Thermal inactivation of polyphenol oxidase

in pineapple puree. Lebensmittel-wissenschsft.498;495.

79



Références bibliographiques

Claus, H & Decker,H.(2006).Bacterial tyrosinases. Systematic and Applied
Microbiology,29:13-14.

Cullere L.,Ferreira,V.,Chevret,B., Venturini,M,E., Sanchez-Gimeno,A,C., Blanco
,D.(2009).Characterisation of aroma active compoundsack truffles (Tuber mela
nosporum) and summer truffles (Tuber aestivum) by gas chromatography—
olfactometry. Food Chem 122:300-306.

Cowan, M.,Horst,E. A. Luengpailin,S.,Doyle,R,J(2000).Inhibitory effects of
plant polyphenoloxidase on colonization factorsStieptococcus sobrinus 6715.Anti
microbial Agents and Chemotherapy 44 (9):2578-2580.

Cuff M,Millerki E,Van Holdeke,Hendrick Sonwa .(1998).Crystal structure of a
functional unit from Octopus dofleini hemocyanin alBiol 1998 ;278 :855-70

Cui, Y., BarforD, J.P.,Renneberg, R(2006). A disposable, screen-printed electrode
for the ampero-metric determination of azide basedthe immobilization with
catalase or tyrosinase. Analytical Sciences. 227911281.
Dalmadi,l.,Rapean,G.,Loey,An.,Smout,C.,Hendrickx ,M(2006). Characterization
and inactivation by thermal and pressure processihgstrawberry [ragaria
ananassapolyphenol oxidase: a kinetic studypurnal of Food Biochemistry,V 30, p
56-76.

Dimick, K.P., Ponting, J.D., Makower, B(1951). Heat inactivation of polyphenol
oxidases in fruit pure’ef.ood Technal6: 237-240.

Diez J, Manjén JL, Martin F.(2002). Molecular phylogeny of the mycorrhizal els
truffles (TerfeziaandTirmania host specificity and edaphic tolerancklycolo-
gia 94: 247-259,

Dogan S., Turan P., Dogan M., Alkan M., Arslan (2007). Inhibition Kinetic of
Ocimum basilicuni..Polyphenol Oxidase. 5, 46.

Dogan, M & Dogan, S(2003). Determination of kinetic properties of yyatenol oxi-
dase from ThymusThymus longicaulis subsp. Chaubardii var. chaubardi Food
Chem. 39: 1-9.

Dogan,S., Turan,Y., Erturk,H., Arslan,0.(2005). Characterization and purification
of polyphenol oxidase from artichok€ynara scolymus..). J Agric Food Chem 53,
776-785.

80



Références bibliographiques

Dogru,Y,Z &.,Erat,M(2012). Investigation of some kinetic properties of patignol
oxidase from parsley Petroselinum crispum, Apiaceae Food Research
international,49, 411-415

Duangmal, K., Owusu Apenten, R.K(1999). A comparative study of polyphenolox-
idase from taroQolocasia esculenjaand potato $olanum tuberosuwar. Roma-
no). Food Chem. 64:351-359.

Dundar,A., Faruk,O, Acay,H, Okumus,V, Ozdemir,S, Yldiz,A (2012) Antioxidant
properties,chemical composition and nutritionalueabf Terfezia boudieri (Chatin)
from Turkey. FoodSci Technol Int 18:317-328
Duran,N.,Esposito,E(2000).Potential applications of oxidative ymes and
phenoloxidase-like compounds in wastewater and sedtment. Appl. Catal. B
Environ. 28: 83-99.

Eicken, C., Krebs, B .,Sacchettini, J.G1999).Catechol oxidase:structure and activi-
ty.Catalysis and regulation.Current Opinion in Stuwal Biology. 9: 677-683.

Eidhin, N., Myrphy, E., O'Beirne, D.(2006). Polyphenol Oxidase from Apple (Ma-
lus domestica Borkh .cv Bramley’' Seedling) purifioa strategies and characteriza-
tion. Journal Of Food Science. 71: 51-58.

Emilia ,S., Deirdre ,N ., Charlotte ,S C., Jacob, N, Anne ,L. ,Sonia, Ha., Eric ,R.,
David ,0., Johanna ,B., Kristiina(2007). Comparison of the characteristics of fungal
and plant tyrosinases. Journal of Biotechnology, #30—-480

Espin,J.C.,Morales,M.,& Varon,R,(1996).Continuous spectrophotometric method
for determining monophenolase and di-phenolasgites of pear polyphenoloxidase.
J.FoodSci.61(6),1177.

Erat,M.,Nuri,Y.Gul sah,S,A.,Demirkol,A.(2010). Partial characterization of polyphe
nol oxidase from a hybridized whedtriticum aestivum L.European Food Research
and Technology.23,6,899-905.

Espin, J.C., Morales, M., Garcia-Ruiz, P.A., Tudela J., Garcia-Canovas, F
(1997). Improvement of a continuous spectrophotametethod for determining the
monophenolase and diphenolase activities of mushqoalyphenol oxidase. J. Agric.
Foo Chemistry. 45: 1090-1094

Espin, J.C. & Wichers, H.J.(L999). Activation of a latent mushroomgaricus
bisporug tyrosinase isoform by sodium dodecyl sulfate $3Blinetic properties of
the SDS-activated isoform. J. Agric. Food Chem.3564,8-3525.

81



Références bibliographiques

Es-Safi, N.E., Cheynier, V.,Moutounet, M(2003).Implication of phenolic reactions
in food organoleptic properties. J Food Comp Ah&lI535-553.

Eze, S., Chilaka, F.C., Nwanguma, B.C2010). Studies on Thermodynamics and
Kinetics of Thermo-Inactivation of Some Quality-B&d Enzymes in White Yam
(Dioscorea rotundatp J Thermodyn Catal.

Fan, Y & Flurkey, W.H .(2004). Purification and characterization of tynase from
gill tissue of Portabella mushrooms. Phytochemi€iby 671-678.

Fante, L., & Zapata Norefia, C. P(2012). Enzyme inactivation kinetics and colour
changes in Garlic ( Allium sativum L.) blanched endifferent conditions.Journal of
Food Engineering, 108(3), 436 e 4 43.

Fenoll, L.G., Pefalver, M.J., Rodriguez-L6pez, J.N.Garcia-Ruiz, P.A., Garcia-
Céanovas, F and Tudela,J.(2004). Deuterium isotope effect on the oxidatof
monophenols and o-diphenols by tyrosinase. Biocldei®80: 643-650.

Ferrar P.H., Walker J.R.L.(1999). Microorganisms @#ential source of novel
diphenol oxidase inhibitors. J. Food Biochem., 235.

Fortas., Z..,Gérard ,C.(1992) Effet des conditions de culture sur la mycorhizatie
I'Helianthemum guttaturpar trois espéces de Terfez des gemeréeziaet Tirmania
d'Algérie.Canadian Journal of Botany.,70(12): 2453-2460.

Fortea, M.l.,Lopez-Miranda, S., Serrano-Martinez, A, Carreno, J And Nunez-
Delicado, E (2009). Kinetic characterization and thermal thetion study of
polyphenol oxidase and peroxidase from table grépemson seedle¥s Food
Chemistry. 113: 1008-1014.

Fujita, S., Saari, N., Maegawa, M., Tetsuka, T., Hgashi, N., & Tono, T.(1995).
Purification and properties of polyphenol oxidasenf cabbageBrassica oleracea
L.). Journal of Agricultural Food Chemistry. 43(11838-1142.

Gandia-Herrero Dioscorea cayenensis-rotundata cv longbd, Jiménez-Atiénzar,
M., Cabanes, J., Garcia-Carmona, F And Escribano, .{2005). Evidence for a
common regulation in the activation of a polyphearidase by trypsin and sodium
dodecyl sulfate. Biol. Chem. 386: 601-607.

Garcia-Borron ,J,C., Solano F(2002). Molecular anatomy of tyrosinase dtsd
related proteins: beyond the histidine bound mediédlytic center. Pigment Cell Res.
15:162-173

82



Références bibliographiques

Gawlik-Dziki, U., Zlotek, U., & Swieca, M.(2008). Characterization of polyphenol
oxidase from butter lettuce (Lactuca sativa vampi@sa L.). Food Chemistry 107:
129-135.

Giardina P, Faraco V, Pezzella C, Piscitelli A, Vahulle S, Sannia G(2010).
Laccases: a never-ending stad@ell Mol Life Sci. (3):369385

Gioacchini, A. M., Menotta, M., Bertini, L., Rossi,l., Zeppa, S., Zambone lli, A.
(2005).Rapid Communications in Mass Spectromet8; 2365.

Gnangui,S,N.,Dué, E. A.,N'guessan Kouadio, J-P. Kqouamé, L. P.(2009). Efect
of heat treatment on edible yam polyphenol oxidastvity: kinetic and thermody-
namic analysis. Journal of animal & plant scienc2g.3),128 — 137.

Golan-Goldhirsh, A., Whitaker, J. R., Kahn, V.(1989. Relation between structure
of polyphenol oxidase and prevention of browningvAExp. Med. Biol.177:437-456.
Golbeck, J.H & Cammarata, K.V.(1981). Spinach thylakoid polyphenol oxidase.
Isolation, activation, and properties of the natokdoroplast enzyme. Plant Physiol.
67: 977-984.

Goldfeder,M., Kanteev,M., Adir,N., Fishman,A. (2013).Influencing the
monophenolase/diphenolase activity ratio in tyrasen Biochim Biophys Acta.
1834:629-633

Gouzi, H & Benmansour, A(2007). Partial purification and characterizatajrpoly-
phenol oxidase extracted frofkgaricus bisporugJ.E.Lange) Imbach. International
Journal of Chemical Reactor Engineering. 5: 1-11.

Gouzi H., Coradin T., Delicado E.M., Unal U., Benmasour A.,(2010). Inhibition
Kinetics of Agaricus bisporugJ.E. Lange) Imbach Polyphenol Oxidase. The Open
Enzyme Inhibition Journal., 3, 1-7.

Gouzi H.,Depagne C Benmansour, A., Coradin .2013). First extraction of poly-
phenol oxidase from edible desert truffle(fezia leonis Tul.and its thermal behav-
ior. Eur Food Res Technol .

Gouzi, H., Depagne, C., & Coradin, T (2012). Kinetics and thermodynamics of the
thermal inactivation of polyphenol oag® in an aqueous extract fréwgaricus
bisporusJournal of Agricultural and Food Chemistry, 6005506.

Golan-Goldhirsh A.Whitaker J.R.; Kahn, V.(1984).Relation between polyphenol
oxidase and prevention of browning.Niutritional and Toxicological Aspects of Food
Safety;Friedman, M., Ed.; Plenum: New York, 457-495.

83



Références bibliographiques

Goyeneche,R,, Di Scala,K , Rouré2013).Biochemical characterization and thermal
inactivation of polyphenol oxidase from radiRaphanussativus var.satiyjusood
Science and Technology.(54), 57-62

Halaouili, S., Asther, M., Sigoillot, J.-C., Hamdi,M., Lomascolo, A.,(2006)Fun-
gal tryrosinases: new prospects in molecular chariatics,bioengineering and bio-
technological applications. J. Appl. Microbiol. 1@19-232

Haldane, J.B.S(1930). The enzymes. Green and Co Ed, Londres.

Hall, I. R., Brown, G. T., & Zambonelli, A. (2007). Taming the truffle. Portland,
Oregon, USA: Tim ber Press, Inc..
Harry,W.,Duckworth.,Joseph,E.,Colema(1970). Physicochemical and Kinetic
Properties of Mushroom Tyrosinagological. Chem.7, 1613-1625

Hasegawa, S. and Maier, V. P(1980). Polyphenol oxidase of dates. J. Agrimd-o
Chem. 28, 891-893.

Hernandez-Romero,D, Sanchez-Amat,A, Solano,2006).A tyrosinase with an ab-
normally high tyrosine hydroxylase/dopa oxidaser&EBS J. 273(2):257-70.
Jaenicke, E & Decker, H,(2003). Tyrosinases from crustaceans form hexsnBeo-
chem. J. 371, 515-523.

Janakat, S., Al-Fakhiri, S., & Sallal, A. K. (2005) Evaluation of antibacterial activi-
ty ofaqueous and methanolic extracts of the trifflerfezia claveryi against Pseudo-
mo-nas aeruginosa . Saudi Medical Journal , 2683, 955.

Janakat, S., & Nassar, M.(2010). Hepatoprotective activity of desert trgf fTerfe-
ziaclaveryi ) in comparison with the effect of Niigesativa in the rat. Pakistan Journal
of Nutrition , 9,52— 56

Janovitz-Klapp, A.H., Richard, F.C., Goupy, P.M. NdNicolas, J.J (1990). Kinetic
studies on apple polyphenol oxidase. J. Agmmd-Chem. 38, 1437-1441

Jiang, Y. M.(1999). Purification and some properties of polypile@xidase of longan
fruit. Food Chemistry66:75-79.

Jolivet, S., Arpin, N., Wichers, H.J., Pellon, G1998).Agaricus bisporuvrowning:

a review. Mycol. Res. 102 : 1459-1483

José H. Martinez, Francisco Solano, Rafael Peifial, Jesijs D. Galindo, Josi L.
Iborra And Joé A. Lozano.(1986). Comparative study of tyrosinases frofn di

ferent sources: relationship between halide bitibn and the enzyme active site.

84



Références bibliographiques

José L. Navarro, A, T., Miguel A,S, Enrique,S.(2014)Partial purification and char-
acterization of polyphenol oxidase from persimmbBood Chemistry, V 157,Pages
283-289.

Joy, R.W.,Sugiyama, M., Fukuda, H. And KomamineA.(1995). Cloning and
characterization of polyphenol oxidase cDNAs of telacca americana. Plant Phys-
iol. 107, 1083-1089.

Harel, E., Mayer, A.M., Shain, Y,(1964). Catechol oxidases from apples, their
properties, subcellular location and inhibitiony8blogica Plantarum. 17: 921-930
Herndndez-Romero ,D., Sanchez-Amat ,A., Solano.(2006). A tyrosinase with an
abnormally high tyrosine hydroxylase/dopa oxidaser FEBS Journal, V273, 257—
270.

Hussain G.,Al-Ruqgaie,l,M.(1999).Occurrence, Chemical Composition, and Nutftio
al Value of Truffles: An OverviewRPakistan Journal of Biological Sciences.V2, 510-
514.

Kahn, V.(1997). Some biochemical properties of polymheoxidase from two
avocado varieties differing in their browning raté$-ood Sci. 42: 38—-43

Kahn, V. And Pomerantz, S.H(1980). Monophenolase activity of avocado polyphe-
nol oxidases. Phytochemistry 19, 379-385

Kagan-Zur,V., & Roth-Bejerano, N. (2008). Dessert truffles. Truffles , 1,32 — 37
Kanade,SR., Paul ,B., Rao,AG., Gowda, LR2006). The conformational state of
polyphenol oxidase from field beaBdlichos lablal) upon SDS and acid-pH activa-
tion. Biochem J. 2006 May 1;395(3):551-62.

Krzysztof N. Waliszewski.(2009). Quantification and characterisation offypbenol
oxidase from vanilla bea®Ofelia Marquez, Violeta T. Pardia Food Chemistry.117
196-203

Keilin, D & Mann, T .(1938). Polyphenol oxidase: purification, natunel @roperties.
Proceedings of the Royal Society B. 125: 187-204

Khatun, S., Absar, N ., And Ashraduzzaman, M(2001). Purification, Characteriza-
tion and Effect of Physico-Chemical Agents on Sigbof Phenoloxidase from Sajna
(Moringa oleifere L) Leaves at Mature Stage. Pakistan Journal obBio&l Sciences.
4:1129-1132.

85



Références bibliographiques

Kiattisak, D., Richard, K., Owusu, A(1999). A comparative study of polyphe-
nol oxidases from taroCplocasiaes culenjaand potato olanumtuberosum var.
Romang. Journal of Food Chemistry, 64, 351-359.

Kim,J., Marshall, M.R. And Wei, C.(2000). Polyphenoloxidase. In Seafood En-
zymes Utilization and Influence on Postharvestf@mhQualiq, (N.F. Haard and B.K.
Simpson, eds.) pp. 271-315, Marcel Dekker, New York

King, R.S. And Flurkey, W.H.(1987). Effect of limited proteolysis on broad bea
polyphenoloxidase. 9. Sci. Food Agric. 41, 23D:24
Klabunde,T.,Eicken,C.,Sacchettini,Jc,Krebs,B{L998.)Crystal structure of a plant
catechol oxidase containga dicoppe rcenter.Nat@®iwic5:1084—90.
Kochana,J.,Nowak, P.,Jarosz-Wilkotazka, A., Biern, M.(2008).
Tyrosinase/laccase bienzyme biosensor for ampetrec determination of
phenolic compounds. Microchemical Journal. Bat—174.

Kolcuoglu, Y., Colak, A., Sesli, E., Yildirim, M., Saglam, N.(2006 Comparative
characterization of monophenolase and diphenolaseitees from a wild edible
mushroom facrolepiota mastoidgaFood Chemistry.101:778-785.
Kovacs,G,M.,Trappe,J,M.,Alsheikh,A.,Hansen,K.,HealyR,A.,Vagi,P(2011).
American truffle mycota as two new genera and Matimyces species emerddy-
cologia.vol. 103 no. 4,831-840.

Kubowitz, F.(1938).Spaltung und Resynthese der Polyphenologydasd des
Hamocyanins. Biochemisches Zeitung. 299: 32-57.

Kumar Anil,V.B.,Mohane Kishor, T. C.,Murugan. K.(2008). Purification and
kinetic characterization of polyphenol oxidase frddarbados cherryMalpighia
gelabra L).Food Chemistry.110:328-333.

Kuwabara,T.,& Katoh,Y.(1999). Involvement of the binuclear copper sitethe
proteolytic activity of polyphenol oxidase. PlarglCPhysiol. 40: 1029-1035.

Laessge T, Hansen K2007). Truffle trouble:What happened to the Takes? Mycol
Res 111:1075- 1099, doi:10.1016/j.mycres.2007.@8.00

Laveda, F., Nunez-Delicado, E., Garcia-CarmonaF. And Sanchez-Ferrer,
A.(2000). Reversible sodium dodecyl sulfate aciwvatof latent peach polyphenol
oxidase by cyclodextrins. Arch. Biochem. Bioply€, 1-6.

Lax A.R & Vaughn K. C.(1991).Colocalization of polyphenol oxidase and
photosystem Il proteins. Plant Physiol. 96: 26-31

86



Références bibliographiques

Lerch, K.(1983). Neurospora sp tyrosinase: structural, spectroscopic and catalyt
properties. Mol. Cell. Biochem. 52, 125-138.

Li, S., Tan, Y., Wang, P., Kan, X2010). Inhibition of benzoic acid on the
polyaniline polyphenol oxidase biosensor. SenantsActuators B. 144 : 18-22.
Lineweaver, H & Burk,D.(1934). The Determination of Enzyme Dissociation
Constants. J. Amer. Chem. Soc. 56: 658-666.

Liu,B.,Liu,HY.,Liu,ZH. (2002).Hypogeous fungi from China. Edible fungi@fina
21-1: 3-4 and 2:14-15

Loera,C,0.,Pérez,P,M.,Cristina ,1,B., Rodriguez,J,Rand Villasefior,O,F.2006).
dvances in Agricultural and Food Biotechnology. 32®-

Loizides,M., Hobart.,C., Konstandinides,G E.,Yianga Y.(2012). Desert Truffles:
the mysterious jewels of antiquity. Field Mycology,3(1), P 17-21

Luard, E. (2006). Truffles. Childs Hill, London: Berry & Ca.td..

Ludwig B. J., Nelson,J. M(1939). Inactivation of Tyrosinase in the Oxidation of
CatecholJ. Am. Chem. Soc.61 (10), pp 2601-2606

Madhavi ,V.,& Lele,S,S.(2009).accase properties,use,,Bioresources.1694-1717
Majid,Y..Moridania,B.,Arnosiraki,A., Tatiana-Cheval dina,A., Hughscobie
,Peter.,O’brien J.(2004). Quantitative structure toxicity relationshifor catechols in
isolated rat hepatocytes. Chemico-Biological Inteoms .145(2):213-23.

March RE, Richards DS, Ryan RW/(2006).Volatile compounds from six species of
truffle—head-space analysis and vapor analysisigit mass resolution. Int J Mass
Spectrom 249:60-67.

Marques, L., Fleuriet, A.,Macheix, J(1995). Characterization of multiple forms of
polyphenoloxidase from apple fruit. Plant PhysiRibchem. 33, 193-200.
Martinez-Cayuela, M., Rodriguez-Vico, F., Faus, M.JAnd Gil, A. (1989). Partial
purification and intracellular localization ofherimoya (Annona cherimolia Mill.)
Polyphenol oxidase.J.Plant Physiol.133, 660-663.

Martinez.C, M., Corzo,N .,Villamiel,M., Del Castillo,M,D.(2012).chapitre 4
Browning Reactiong-ood Biochemistry and Food Processing, Seconddaditi
Martinez V.M. & Whitakerj.R .,(1995). The biochemistry and control of enzymatic
browning.Trends Food Sci. technpb, 195-200.

87



Références bibliographiques

Marusek, C.M., Trobough, N.M., Flurkey, W.H., Inlow, J.K.,(2006).Comparative
analysis of polyphenol oxidase from plant and fungpecies. J. Inorg. Chem.
100,108-123.

Mayer A.M.,(2006). Polyphenol oxidases in plants and fun@bing places.
Phytochemistry 67, 2318-2331

Mayer, A.M. (1987). Review article number 22. Polypheogidases in plants—
Recent

Mayer, A.M.; Harel, E. 1991. Phenoloxidases and tlesignificance in fruit and
vegetables. Chap.9, In: Fox, P.F. (Ed.) Foo&nzymology. London: Elsevier
Applied Science. 373-398.

Mayer,A.M.,Harel,E .,(1979).Polyphenol oxidases in plants .Phytocheynis,193
Mcevily, A.J., lyengar, R. And Otwell, W.S (1992). Inhibition of enzymatic
browning in foods and beverages. Crit. Rev. Foaddr. 32,

Mccord, J. D & Kilara, A .(1983). Control of enzymatic browning in processed
mushroomsAgaricus bisporus Journal of Food Sciencd8:1479-1483.

Mdluli, K. M .(2005). Partial purification and characterizatafnpolyphenol oxidase
and peroxidase from marula fruit (Scleorocaryaeairsubsp. Caffra)Food Che
mistry, 92:311-323.

Mesquita,V,L,V.,Queiroz,C.(2013).Chapter 10 ;Enzymatic BrowninBiochemistry
of Foods (Third EditionB87-418

Min, K., Yoo, Y.J.(2009). Amperometric detection of dopamine basetyorysinase—
SWNTs-Ppy composite electrode. Talanta. 80: 1007-10

Miranda, M., Bonfigli, A., Zarivi, O., Ragnelli, M., Pacioni, G., Botti, D(1992).
Truffle tyrosinase: Properties and activity. Pl8ctence. 81: 175-182.

Miranda, M., Zarivi, O., Bonfigli, A., Ragnelli, M., Rocchina, P., Aimola, P., Pa-
cioni, G.(1996). White truffles, like black, are tyrosingsesitive. Plant Science. 120:
29-36.

Montereali, M.R., Della Seta, L., Vastarella, W., Rloton R. (2010). A disposable
Laccase—Tyrosinase based biosensor for amperondstection of phenolic com-
pounds in must and windournal of Molecular Catalysis B: Enzymat&4: 189-194.
Moore, B.M. And Flurkey, W.H.(1990). Sodium dodecyl sulfate activation of a

plant polyphenoloxidase. Effect of sodium dodesylfate on enzymatic and physi-

88



Références bibliographiques

cal characteristics of purified broad bean polyghexidase. J. Biol. Chem. 265,
4982-4988.

Muller., L.A; Hinz, U; and Zryd, J-P . (1996). Characterization of a tyrosinase from
Amanita muscarina involved in betalain biosyntheBlsytochemistry, Vol. 42. No 6.
pp. 1511-1515.

Mufoz-Mufioz ,JI., Garcia-Molina,F., Varon,R., Tudela,J., Garcia,F., Rodrigu-
ez-Lopez,Jn.(2010) New features of the steady-state rateeelatith the initial con-
centration of substrate in the diphenolase and iploemolase activities of tyrosinase .
J Math Chem. .

Murcia MA, Martinez-Tome M, Jimenez A, Vera A, Honrubia M, Parras P
(2002) Antioxidant activity of edible fungi (trués and mushrooms): losses during in-
dustrial processing. J Food Protect 65:1614-1622.

Nagai T & Suzuki N.(2006).Polyphenol Oxidase from Bean Sprouts (Glycine max
L.). Jounal of Food Science V 68, pages 16—20.

Nan-yi ,L., Wei-ming, C., Qun-li, J., Qiao-ping ,Q, Fu-lai ,R.(2011). Molecular
Cloning and Expression of Polyphenoloxidase Genas the Mushroom, Agaricus
bisporus. AGRIC SCI CHINA-2927.

Na-Na,L.,Wei L,Dai-Jie,W.,Yi-Bin Z. Xiao-Jing ,L..Xiao W A., Sheng-Bo
,Li.(2013.) Purification and partial characterizatwnpolyphenol oxidase from the
flower buds of Lonicera japonica Thunb.Chemistryl38,P478- 483.

Nazzaro, F., Fratianni, F., Picariello, G., CoppolaR., Reale, A., & Luccia, D. A.
(2007).

Neeley E., Fritch G., Fuller, A., Wolfe J., WrightJ., Flurkey W.( 2009). Variations
in IC50 Values with Purity of Mushroom Tyrosinas#. J. Mol. Sci., 10, 3811-3823
Nerya,A O.,,Ben-Arie R, Luzzatto Tal., Musaa R Khatva S, Vaya J,(2006). Pre-
vention of Agaricus bisporus postharvest brownirthwyrosinase inhibitors. Post-
harvest Biology and Technology V 39, P 272-277

Nicolas J., Billaud C(2006). Prévention du brunissement enzymatiqueles
polyphénols en agroalimentaire. P. Sarni-Manchdadé. €heynier Eds. Paris, Tec et
Doc. Lavoisier., 173-210.

Nicolas, J.J., Richard-Forget, F.C., Goupy, P.M.Amiot, M. And Aubert,
S.Y.(1994)Enzymatic browning reactions in apple anpleproducts. Crit. Rev. Food
Sci. Nutr. 34, 109-157.

89



Références bibliographiques

Njagi J., Chernov ,M.M., Leiter L.C., Andreescu ,S(2010). Amperometric detec-
tion of dopamine in vivo with an enzyme based carbber microbiosensor. Anal.
Chem. 82: 989-996.

Nozue, M., Souri, M., Arakawa, D.,Kojima, M. (1998).Purification and charac-
terization of two isoforms of chlorogenic acid dase from sweet potato cells in
suspension culture. J. Plant Physiol. 153, 552-557.

O'Donnell, K.,Cigelnik, E.,Weber,N,S., Trappe,J,M.(B97). Phylogenetic Relati-
onships among Ascomycetous Truffles and the TrueFaise Morels Inferred from
18S and 28S Ribosomal DNA Sequence Analydigologia Vol. 89,pp. 48-65.

Onez Z., Karakus E., Pekyardimci $.(2008). I1zmir grape polyphenol oxidasét{s
vinifera L): Partial purification and some kinetic propertidsurnal of Food Bio-
chemistry. 32, 396—-414.

Papa, G., Pessione, E., Leone, V., And Giunta,.(@994). Agaricus bisporus tyrosi-
nase—l. Progress made in preparative methodsl. IBiochem. 26: 215-221.

Patil, S.S And Zucker, M.(1965). Potato Phenolases, purification and ptaserThe
Journal Of Biological Chemistry. 240: 3938-3943

Patnaik, P.R. (2002). Temperature optima of enzymes: sifting femm fiction. En-
zyme andMicrobial Technology,( 31),198-200.

Perez-Gilabert M., Morte A., G-Carmona, F.(2004).Histochemical and biochemical
evidences of the reversibility of tyrosinase adiwa by SDS. Plant Science. 166:
365-370

Perez-Gilabert, M., Morte, A., Honrubia, M And Garcia-Carmona, F.(2001).
Monophenolase activity of latefiterfezia claveryityrosinase: Characterization and
histochemical localization. Physiolygia Plantardr@3: 203-209

Pifferri P.G., Baldassari L., Cultrera R.(1974). Inhibition by carboxylic acids of an
o-diphenol oxidase frorRrunus aviunfruits. J. Sci. Food. Agric., 25, 263-270
Polaina, J & Maccabe,A R(2007).Industrial enzymes: structure, functiond appli-
cations .Springer, Xll, 642 p

.Quarta,A, Mita ,G., Durante,M., Arlorio,M., De Paolis,A.(2013). Isolation of a po-
lyphenol oxidase (PPO) cDNA from artichoke and espion analysis in wounded ar-
tichoke heads. Plant Physiology and Biochemistiushe 68,Pages 52-60

90



Références bibliographiques

Queiroz ,C.,Maria,L M,Fialho ,E.,Vera.,Luci,A.(2008). Polyphenol Oxidase: Cha-
racteristics and Mechanisms of Browning Controlodcdreviews International. 24,
361-375

Rapeanu, G., Van Loey, A., Smout, C., & HendrickxM. (2006). Biochemical cha-
racterization and process stability of polyphenalase extracted from Victoria grape
(Vitis vinifera ssp. SatiyaFood Chemistry, 94, 253-261

Reinhammar B., Malmstrom B. G(1981)."Blue"copper-containing oxidases. in
Copper Proteins. T. G. Spiro (Ed.). New York, Jotiitey and Sons: 109-149.

Robert ,C., Rouch ,C., Cadet ,§1997). Inhibition of palmito (Acanthophoenix ru-
bra) polyphenol oxidase by carboxylic acids. Fode@., 59, 355-60.

Robinson, S.P., Loveys, B.R. And Chacko, E.K1993). Polyphenol oxidase en-
zymes in the sap and skin of mango fruit. Auskldnt Physiol. 20, 99-107.
Rodriguez C,S & Toca Herrera ,J.L.(2006). Industrial and biotechnological applica-
tions of laccases: a review. Biotechnol Adv 2456)-13.

Rodriguez-Lopez J. N., Tudela J., Varon R.Garcia-Carmonas F., Garcia-
Canovas E (1992). Analysis of a kinetic model for lam@n biosynthesis pa-
thway. J. Biol. Chem. 267: 3801-3810

Riousset ,G.,Chevalier,G., Riousset ,L.,. Bardet,..(2012).Truffes d'Europe et de
Chine.Editions Quae,181 pages.

Saeidian ,S., Keyhani ,E., Keihani ,J2007). Polyphenol oxidase activity in
dormant saffron Grocus Sativus.) Acta Physiol Plant, 29: 463-471.

Saeidian S, Bahaaldin,R (2013).Effect of Sodium dodecyl sulphate partial
purified polyphenol oxidase activity in Red aBdeen tomatoesSplanum Lyco-
persicum. International journal of Advanced Biological andBiomedical
Research.V1(7),691-700.

Sakiroglu H., Kufrevioglu 1.0., Kocacaliskan I., Oktay M., Onganer Y., (1996).
Purification and characterization of Dog-ro&®$¢a dumalis Rechspolyphenol oxi-
dase. J. Agric. Food. Chem., 44, 2982—-2986.

Samborska, K(2007). Enhancement of thermal stabilityAgpergillus oryzealpha-
amylaze using stabilizing additives. Acta Agroplegsio: 233-244.

Sanchez Ferrer,A.,Rodriguez-Lopez,J.N.,Garcia Canas,F.,Garcia Carmona,F.
(1995) .Tyrosinase:a comprehensive review of itshraaism.Biochim.Biophys .Acta
1247 ,1-11.

91



Références bibliographiques

Saltarelli R, Ceccaroli P, Cesari P, Barbieri E, Stcchi V (2008) Effect of storage
on bioch emical and microbiological parametersdable truffle species. Food Chem
109:8-16.
Serrdell,M.,Rozenfeld,P,A.,Martinez,G,A.,Civello,PM.,Chaves,A,R.,Afion,M,C.b
(2000) .Polyphenoloxidase activity from strawberry fruirégaria ananassa, Duch.,
cv Selvq characterisation and partial purificatiah.of the Scie of Food and Agric
V80, pages 1421-1427.

Seo, S.-Y., Sharma, V.K., Sharma, N2003). Mushroom tyrosinase: recent pros-
pects. J. Agric. Food Chem. 51, 2837-2853.

Shan, D., Mousty, C., Cosnier, £004).Subnanomolar cyanide detection at po-
lyphenol oxidase/clay biosensors. Anal. Chem. 7@&-183

Sharma, N.M., Kumar, S., Sawhney, S.K2003). A novel method for the immobi-
lization of tyrosinase to enhance stability. Bidteaol. Appl. Biochem. 38: 137-141.
Shengmin Lu., Yaguang Luo., Hao Feng2006). Inhibition of Apple Polyphenol
Oxidase Activity by Sodium Chloritd. Agric. Food Chem54, 3693-3696.

Shi Y-L., Benzie I.F.F., Buswell J A.,2002). Role of tyrosinase in the genoprotective
effect of the edible mushroomgaricus bisporusLife Sciences. 70 : 1595-1608.
Schwartz B., Olgin A.K., Klinman J.P.(2001). The role of cooper in topa quinone
biogenesis and catalysis, as probed by azide iohilwf a copper amine oxidase from
yeast. Bio. Chem., 40, 2954-2963

Siegbahn, P.E.M(2003). The catalytic cycle of tyrosinaseerqxide attack on
the phenolate ring followed by O-O bond cleavaggiol Inorg Chem. 8: 567-576.
Simsek, S., & A. Yemeniciogly2007).Partial purification and kinetic characteri
tion of mushroom stem polyphenoloxidase and detetidn of its storage stability in
different lyophilized forms. Process Biochemistry.
Slama,A.,Neffati,M.,Boudabous,A(2010).Biochemical composition of desert truffle
Terfezia boudieri Chatin. Acta Horticulturae 8532289, Proceedings of the Interna-
tional Symposium on Medicinal and Aromatic Pla2809
Smith,S.E.,Read,D.J(2008).MycorrhizalSymbiosis.3rdedn.AcademicPressdon

Son S.M., Moon K.D., Lee C.Y(2000). Kinetic study of oxalic acid inhibition @m-
zymatic browning. J. Agric. Food Chem., 48, 2071-4.

92



Références bibliographiques

Sojo, M.M., Nufiez-Delicado, E., Garcia-Carmona, F.,Sanchez-Ferrer,
A.(1998). Partial purification of a banana pdlgnol oxidase using Triton X-114
and PEG 800 for removal of polyphenols. J. Adfimod Chem. 46: 4924-4930.
Solomon, E.l., Chen, P., Metz, M., Lee, S-K.and Palmer, A.E. (2001).
Oxygen binding, activation and reduction to wddgicopper proteins. Angew. Chem.
Int. Ed. 40: 4570-4590

Steffens, J.C., Harel, E., Hunt, M.D., Thipypong, P(1998). Polyphenol oxi-
dase. In Polyphenols 96. Editors: J. VercamerC. Cheze, J. Triaud. Editions.
INRA, Paris (Les Colloques, n°87) : 23-250.

Suriyan ,S , Pattama,P., Racha ,T.(2012Browning inhibition in fresh-cut rose
apple fruit cv. Taaptimjaanusing konjac.glucomannan coating incorporatéth
pineapple fruit extract. Postharvest Biologyd afiechnology.v73.p46—49.

Suttirak W., Manurakchinakorn S .(2010). Potential Application of Ascorbic Acid,
Citric Acid and Oxalic Acid for Browning Inhibitiomn Fresh-Cut Fruits and Vege-
tables. Walailak . J. Sci. Tech.,7(1), 5-14.

Tan, Y., Guo, X., Zhang, J., Kan, J2010). Amperometric Catechol Biosensor Ba-
sed On Polyaniline—Polyphenol Oxidase. Biosensard Bioelectronics. 25: 1681
1687.

Todaro,A.,Cavallaro,R.,Argento,S., Brancand,F.,Spaga,G.(2011).Study and Cha-
racterization of Polyphenol Oxidase from Eggpladignum melongena L.J..Agric.
Food Chenb9 (20),11244-11248.

Tomita Y, Hariu A, Mizuno C, Seiji M .(1980).Inactivation of tyrosinase by dopa.
Invest Dermatol.75(5):379-82.

Tony C, De Rigal,D, Mbeguie,D, Gauillard,F, RichardForgetand,F,Bernard
R..(1999).Molecular Cloning and Characterization gfridot Fruit Polyphenol Oxi-
dase ,Plant Physiology,vol. 119 no. 4 1261-1270
Trappe,J.M.,Claridge,A.W.(2010).The hidden life of truffles .Sci. Am B3(),78
Trebst, A et Depka, B.1995). polyphenol oxydase and photpsynthesis relseBho-
tosynththesis Research 46:41-44.

Tuena De Gomez-Puyou, M & Gomez-Puyou, £1998). Enzymes in Low Water
Systems. Critical Reviews in Biochemistry and Malec Biology, Vol. 33, No. 1,
pp. 53-89

93



Références bibliographiques

Tulin, A. (2004). Partial purification and characterization of gaignol oxidase from
artichoke (Cynara scolymus Lheads Food Chemist7:59-67.

Ullah, M.R.(1991). Tea. In Food Enzymotogy, (P.F. Fox, e@.) #63-187, Elsevier
Science Publishing, New York

Umit,U.(2007). Properties of polyphenol oxidase from Anatmanana (Musa caven-
dishii). Food Chemistry ., 100, 909-913.

Unal M.U.(2007.) Properties of polyphenol oxidase from Anafanana (Musa ca-
vendishii). Food Chemistry., 100, 909-913.

Unal, M. U & Sener, A. (2006). Determination of some biochemical propsrof po-
lyphenol oxidase from Emir grape (Vitis vinifera ¢v. Emir). J Sci Food Agric. Vol.
86, pp. 2374-2379.

Urszula G ., Urszula Z., Michal W.(2007). Characterization of polyphenol oxidase
from butter lettuce (Lactuca sativa var. capitajgHood Chem., 8, 20-704
Vamos-Vigyaa, L..(1981). Polyphenol oxidase and peroxidase indraid vege-
tables. CRC Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 15: 49-127.

Van Gelder,C.,W.G., Flurkey, W.H, Wichers, H.J(1997). Sequence and structural
features of plant and fungal tyrosinases. Plejiemistry 45, 1309- 1323.
Virador,V,M.,Grajeda,J,P,R..,Blanco-Labra,L.,Mendiola-Olaya,E.,Smith,M
,G.,Moreno,A., Whitaker.,J,R.(2010). Cloning, Sequencing, Purification, and
Crystal Structure of Grenache (Vitis vinifera) Ratgnol Oxidase. Agric. Food Chem.
, 58, 1189-1201.

Voet,D., Voet ,J,G.2011).Biochemistry, 4th Editioncourier/Kendallville.USA.
WANG, J., JIANG, W., WANG, B., LIU, S., GONG, Z., AND LUO, Y.(2007).

Partial properties of polyphenol oxidase in mangarfgifera indica L. cv. “Tainong”)
pulp. Journal of Food Biochemistry. 31: 45-55.

Webb KJ1, Cookson A, Allison G, Sullivan ML, Winters AL.(2013).Gene expres-
sion patterns, localization, and substrates ofgduyol oxidase in red clover ( Trifoli-
um pratense L.)Journal of Agricultural and Food Chemistry. 61, Y427430.
WEEMAES C.A.,.LUDIKHUYZE L.R, VANDENBROECK I.,HENDR ICKS
M.E.,P.P.TOBBACK.(1998).Activity ,electrophoretic characteristics dmeht inacti-
vation of polyphen oloxidases from apples, avocagpapes, pearsandplums, Le-
bensm.Wiss. Technol.31 :440e449.

94



Références bibliographiques

WEI L , LI-QIANG Z, JUN-PING L, ZHAO-QIN Z, CHENG-M EI L, RUI-
HONG L. (2013)The effect of citric acid on the activityetinodynamics and confor-
mation. Food Chemistry 140,289-295.

Wichers, H.J., Recourt, K., Hendriks, M., Ebbelaar, C.F.M., Biancone, G.,
Hoeberichts, F.A,(2003). Cloning, expression and charac-terisatiomvo tyrosinase
cDNAs from Agaricus bisporus. Appl. Microbiol. Beathnol. 61, 336-341

Whitaker, J.R.(1994). Principles of Enzymology for the Food $cies, second ed.
Marcel Dekker, New York. 271-556.

Whitaker ,J & Lee,C,Y.(1995). Recent advances in chemistry of enzymatevb
ning. In Enzymatic browning and its preventionWhitaker,C. Y. Lee (Eds). Was-
hington, American Chemical Society : 2-7.

Xu, Y. M., A. H. Stokes, R. Roskoski, And K. E. Vraa.(1998). Dopamine, in the
presence of tyrosinase, covalently modifies anctimates tyrosine hydroxylase.
Journal of Neuroscience Research 54 (5):691-697.

Xuan, L., Yanxiang, G., Honggao, X., Qinfeng, H., Gangmin, L., Qi,
W.(2010)Inactivation of peroxidase and polyphenol oxidaseed beetBeta vulgaris
L.) extract with continuous high pressure carborxid®. Food Chemistry 119:108—
113

Yagar, H.(2004). Some Biochemical Properties of Polyph&wxilase from Celery. —
Wong, T.C; Luh, B.S; and Whitaker, J.R. 1971. Isolaand Characterization of Po-
lyphenol Oxidase Isoenzymes of Clingstone Pea@ntfhysiol. 48:19-23

Yagar, H.,& Sagiroglu, A. (2002) Partially purification and characterizatminpoly-
phenol oxidase of quincé&urk. J. ChemVol. 26, pp. 97-103.

Yakup K.(2012). Purification and comparative characterization asnephenolase
and diphenolase activities from a wild edible mosim (Macrolepiota gracilenta
Process Biochemistry 12/2012; 47-2449-2454.

Yamada, K., Akiba,Y.,Shibuya,K., KashiwadA, A., Matsuda, K., and hirata,
M.(2005).Water Purification through BioconversionRifenol Compounds by Tyrosi-
nase and Chemical Adsorption by Chitosan Beadse8mmol. Prog. 21: 823-829
Yang, C., Fujita, S., Ashraf-Uzzaman, M., Nakamra, N. And Hayashi, N.
(2000).Purification and characterization of yptlenol oxidase from bananislifsa
sapientum L pulp. J. Agric. Food Chem. 48,2732-2735

95



Références bibliographiques

Yang, Y & Wang, Z.(2008). Some Properties Of Polyphenol Oxidase Hrdy In-
ternational Journal Of Food Science And Technokgry102-107.
Yemeniciogolu,A.,Zkan,M,Cemerogolu,B(1997). Heat inactivation kinetics of app
le polyphenol oxidase and activation its latemtrfoJ. Food Sci. 62: 508-510
Yemenicioglu, A & Cemerglu, B.(2003).Consistency of Polyphenol Oxidase (PPO)
Thermostability in Ripening Apricot¢unus armeniacd..): Evidence for the Pres-
ence of Thermostable PPO Forming and Destabilikteghanisms in ApricotsJ.
Agric. Food Chem51:2371-2379.

Yemenicigglu, A.(2002). Control of polyphenol oxidase in whole gioes by low
temperature blanching. Eur Food Res Technol. 213:339.

Ylostalo, J., Srivastava, K and Flurkey, W.H(2001). Characterization of a tyrosina-
se isoform from the cap skin of Portabellashrooms. Journal of Food Bio-
chemistry. 25: 493-507.

Yoruk, R & Marshall, M.R., (2003). Physiochemical properties and functionlahp
polyphenol oxidase: a review. J. Food Chem. 27,382

Yue-Ming, J., Zauberman, G., and Fuchs, Y1997). Partial purification and some
properties of polyphenol oxidase extracted fratohi fruit pericarp. Postharvest
Biology and Technology. 10: 221-228.

Zawistowski,J., Biliaderis, C.G.,Eskin, N.A.M(1991). Polyphenol oxidase. In:
Oxidative enzyme in foods. D.S. Robinson. N.A.M iBsleds. (London, uk: Elsevier
Applied Science). 217-273.

Zarivi,O.,Bonfigli,A.,Cesare,P.,Amicarelli,,F .,Padoni,G.,Miranda, ,M (2003). Tru
ffles thio- flavours reversibly inhibit truffle tgsinase. FEMS Microbiology Letters.
220: 18-88.
Zarivi,O.,Bonfigli,A.,Colafarina,S.,Aimola,P.,Ragndli,AM.,Pacioni,G.,Miranda
M.(2011). Tyrosinase expression during black truffle develeptnfrom free living
mycelium to ripe fruit bodyPhytochemistry.72(18):2317-24.

Zinkernagel V.(1986). Unterchungen zur Anfalligkeit und resigteron kopfsalat
(Lactuca sativa) gegen falschen Mehltan (Bremitutae). Ill. Peroxidase, peroxida-
tische Katalase und polyphenoloxydse AktivitaterRRlytopathol. 115, 257-266
Zhang,G,H.,, Wang,Y,F.,, Zhang,X,Q, ,Nag,T,Z., \&@nhg,H,X.(2010).Purification
and characterization of a novel laccase from thele#nushroom Clitocybe maxima.
Process Biochemistry.V45, Pages 627-633

96



Références bibliographiques

Zhang,Y.,Wang,Y., Zhou,L., Liao,X.(2010). A comparative study of inactivation of
peach polyphenol oxidase and carrot polyphenol asadinduced by high-pressure
carbon dioxide. International Journal of Food Scéer& Technology,V(45,11), p
2297-2305.

Zhou,HW & Feng,X.(1991).Polyphenol oxidase from yali pedPyfrus bretschnei-
deri). Journal of the Science of Food and Agriculture, b307-313.

Ziyan, E & Pekyardimci,S.(2003). Characterization of Polyphenol oxidasenfrde-
rusalem Artichoke (Helianthus tuberosus). Turk &i@h27: 217-225.

Ziyan, E And Pekyardimci, S.004).Purification and characterization of peamr(By
communis) polyphenol oxidase. Turk J Chem.28:547-55

97



Résumé

Ce travail rapporte une étude des propriétés cinétiques, d inhibition et dinactivation thermique de la polyphenol oxydase Truffes des
désert(Terfezialeonis) La PPO commerciale de champignon de ®aris (Agaricusbisporus) a été utilisée comme source de référence et comparaison
.Les paramétres cinétiques pour les deux enzymes ont été estimés en présence de pyrocatéchol, L-tyrosine et dopamine comme substrats.La PPO
de Terfezileonis a une grande d’affinité pour la L-tyrosine (Km=0,10mM) et dopamine(0,44mM) vis-a-vis de [enzyme &’ Agaricusbisporus
(Km=0,24 mM et 0,77mM) or en présence de pyrocatéchol comme substrat la PPO de champignon de paris présente la meilleure affinité avec un
Km=1,3mM face a 17,5mM pour celle de truffes.La PPO des truffes présente un ratio remarquable d activité o-frydroxylase/oxydase. Parmi la
liste de détergents utilisés (Tween :20,80 et 100,5DS),seul Cajout de SDS a permis d activer [enzyme tout en raccourcissant la durée de
latence. Les valeurs de pH optimums en présence de pyrocatécholde L-tyrosine et de dopamine égales & pH=7 et pH=6,5 et pH=5,6 pour
Cenzyme de truffes face aux pH=7,pH=6,pH=8 pour la PPO de champignon de paris ,respectivement.

L’étude de la cinétique de dinfibition de la polyphénol oxydase (PPO) de Terfezialeonisa été réalisée en présence de pyrocatéchol et
la L-Tyrosine comme substrats et ceci pour [acide benzoique, [acide citrique, lacide oxalique, Lacide ascorbique, Lazide de sodium, le_fluorure
de sodium, le chlorure de sodium, le cyanure de potassium. Ce dernier est considéré comme [inhibiteur le plus puissant.La cinétique de
linactivation thermique de la tyrosinase de truffes en absence et en présence de [acide citrique peut étre correctement décrite par un modéle de
premier ordre d des températures comprises entre 45°C et 65°C avec les différents temps de traitement. Les valeurs de [énergie d activation (Ea)
et Zg sontégales respectivement a 217 RJ/mol et et 9,44°C en absence dacide citrique et a 257KJ/mol et 7,44°C avec de Lacide citrique.La

présence de Cacide citrique amplifie le processus d inactivation thermique d’un facteur de 2,6.
Mot clés : Tefezialeonis, Agaricusbisporus, Polyphenoloxydase, caractérisation, Inhibition, Inactivation thermique, Brunissement enzymatique

Abstract
This paper reports a Kinetic,ihnibition and thermal inactivation study of polyphenol oxidase of blacks truffle(Ierfezialeonis) The
commercial Mushroom PPO(Agaricusbisporus) was used as reference. The Kinetic parameters for the two enzymes were estimated in the
presence catechol ,dopamine and L- tyrosine. that truffles PPO has high affinity for L- tyrosine (Km = 0.103 mM ) and dopamine (0.44 mM )
vis d vis of tmushroom PPO (Km = 0.24 mM and 0.77 mm)with pyrocatéchol as substrat mushroom PPO has the best affinity with the Km
= 1.3 mM against 17.5 mM _for the truffles, further PPO truffle has the remarkable ratio of activity o-hydroxylase/oxydase. Among the list of
detergents (Tween,20,80,100,SDS) only the addition of SDS allowed to activate the enzyme while shortening the latency time.Optimum pH
values equal to pH = 7( pyrocatéchol ) ,pH = 6.5(L -Tyrosine ) and pH = 5.6( Dopamine) for the truffles against to pH = 7 ( pyrocatéchol )
JWH =6 (L -Tyrosine ) ,pH = 8 (Dopamine ) for PPO mushroom , same pH = 7 and pH = 6.5 and pH = 5.6 respectively for the truffles PPO.L
The study of the Rinetics of inhibition of polyphenol oxidase (PPO ) of Terfeizleonis has been performed in the presence of catechol and L-
tyrosine as substrates with benzoic acid , citric acid , oxalic acid , ascorbic acid , sodium azide , sodium fluoride , sodium chloride , potassium
cyanide  KCN is considered the most powerful inhibiteur.the study of Kinetics of thermal inactivation of tyrosinase truffles in the absence
and presence of citric acid can be adequately described by a first order model to temperatures between 45 ° C and 65 ° C with different time
processing.The values of the activation energy (‘Ea) and Zg are respectively equals to 217 RJ / mob, and 9.44 ° C in the absence of citric acid
against values equals 257KJ/mol and 7.44 ° C with citric acid . The presence of the citric acid enfiances the thermal inactivation process by a
Jfactor of 2,6.
Keyword :Tefezialeonis , Agaricusbisporus , Polyphenol oxidase,, characterization , inhibition , thermal inactivation , enzymatic browning
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