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3H2P : 3 hydroxy-2-pyrone

4-MC : 4-méthylcatéchol

5-HMF : 5-hydroxyméthylfurfural

AA : acide ascorbique

AF : acide furoique

CEP : champ électrique pulsé

CG : acide chlorogénique

CLHP-DAD : chromatographie liquide haute performance avec détecteur a barrette de diodes
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Ea : énergie d'activation

EB : extrait brut

EPI : (-) épicatéchine
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K., : constante de Michaelis (mM)

PC : paroi cellulaire

PM : poids moléculaire

PPO : polyphénoloxydase

Prc : procyanidines

PVPP : polyvinylpolypyrrolidone

URC : unité de recherches cidricoles

UV : ultra-violet

V, : vitesse maximale (nkat)
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Introduction

Les phénomenes de brunissement dans les produits alimentaires a base de fruits et
légumes sont fréquemment observés, notamment lors des traitements mécaniques (pelage,
broyage) ou thermiques (chauffage, congélation-décongélation). L’apparition de pigments
bruns, entraine des modifications importantes des produits transformés, diminue fortement
leurs attractivités organoleptiques et leurs richesses en composés d’intéréts nutritionnels
(polyphénols). Ces brunissements essentiellement d’origine enzymatique, sont principalement
catalysés par les polyphénoloxydases (PPO, EC 1.14.18.1), des métalloenzymes a cuivre qui
provoquent 1’oxydation de composés phénoliques en quinones en présence d’oxygene

moléculaire. Par la suite, ces quinones se polymérisent et donnent des composés bruns.

Actuellement, les procédés de traitements thermiques « traditionnels » tels que la
pasteurisation ou la stérilisation, entrainent une dénaturation trés rapide de la PPO (donc
réduisent voire évitent I’oxydation enzymatique) mais ne répondent pas a la demande actuelle
des consommateurs qui se tournent de plus en plus vers des produits transformés a base de
fruits possédant des caractéristiques organoleptiques (couleur, texture, ardme,...) aussi
proches que possible de celles du produit frais. Plusieurs innovations (champs électriques
pulsés, chauffage ohmique...) ont donc vu le jour en agroalimentaire mettant en ceuvre des
technologies « modérées » avec non seulement une sécurité alimentaire accrue mais

également une gamme de texture, d’ardmes et de composés nutritionnels élargie.

Dans le but de répondre a cette demande, le projet « Tempantiox » s’inscrit dans le
cadre du programme national de recherche en alimentation et nutrition humaine (PNRA),
ayant pour enjeux scientifiques, la compréhension du devenir des polyphénols, des parois
végétales, de la vitamine C et de leurs interactions mutuelles afin d’objectiver les qualités
organoleptiques et nutritionnelles de desserts fruitiers a base de pomme. Les polyphénols sont
les substrats du brunissement enzymatique et ont un rdle antioxydant; quelle voie de
dégradation est prépondérante, I’oxydation enzymatique, la dégradation thermique ou encore
la fixation sur des parois ? La vitamine C est utilisée comme auxiliaire de fabrication
(antibrunissement), les parois interviennent dans la texture et en tant que fibre alimentaires
(Renard et al., 2001). Quel est 'impact des traitements thermiques sur ces ingrédients et leurs

voies de dégradations ?



Ce travail de mémoire s’inscrit dans cette volonté de compréhension des interactions
entre ces différentes molécules endogénes a la pomme et la polyphénoloxydase sous

I’influence des traitements thermiques. Dans ce cadre, nos objectifs sont :

e [’établissement de cinétiques de dénaturation thermique de la PPO de pomme dans un
systéme mod¢le défini,

e [’étude des interactions entre les composés phénoliques, 1’oxygéne et la PPO au cours
de traitements thermiques,

e [’¢tude des interactions entre 1’acide ascorbique, 1’oxygéne et la PPO au cours de
traitements thermiques,

e la détermination de I’impact des parois végétales sur la PPO au cours de traitements
thermiques et

e [’¢tude de I’évolution de la PPO dans une matrice « purée de pomme » au cours de

traitements thermiques.

Dans une premiére partie bibliographique, aprés une synthése sur le brunissement
enzymatique, une description de la matrice sera effectuée. Cette premiére partie s’attache a
passer en revue certaines caractéristiques intrinseques des pommes, les propriétés physico-
chimiques des composés phénoliques, des parois cellulaires, de 1’acide ascorbique et de ses
dérivés, ainsi qu’une présentation succincte de divers modes de traitements thermiques et

athermiques.

La seconde partie sera consacrée a la détermination des conditions optimales de
mesures de I’activité enzymatique PPO au cours de traitements thermiques dans des milieux
réactionnels composés initialement des constituants pris indépendamment puis
progressivement complexifiés jusqu’au stade d’une matrice purée. La quantification de

I’oxygene présent dans les milieux modeles sera un élément important.

L’exposé des résultats en troisiéme partie, tentera de caractériser les cinétiques de
dénaturation de la PPO et d’établir les interactions entre cette derniére et les composés

endogenes de la pomme.

Pour terminer, un bilan des résultats issus des différentes études menées au cours de ce

mémoire et les perspectives amenées par ce travail sont présentés.



Chapitre 1 : TRAVAUX ANTERIEURS



I. Le brunissement enzymatique des végétaux

Parmi les caractéristiques organoleptiques des aliments, la couleur est 1’'une des
propriétés principales permettant d’évaluer la qualité des aliments par les consommateurs. Le
brunissement enzymatique est 'une des réactions qui affecte le plus la couleur des fruits et
des légumes. Il ne se produit que lorsque les tissus sont endommagés par la coupe, le
tranchage ou le broyage : les vacuoles contenant les substrats phénoliques sont rompues et ces
derniers sont ainsi mis en contact avec la PPO qui est généralement présente dans les plastes
ou chloroplastes des cellules intactes.

Le brunissement enzymatique peut parfois étre bénéfique a I’acceptabilité du produit
par le consommateur. En effet, que ce soit pour les raisins, prunes, dattes et figues, le
brunissement enzymatique est nécessaire au développement de leur couleur dorée
caractéristique des fruits secs. De méme, 1’apparition de la couleur du cacao est facilitée par le

brunissement enzymatique lors de la fermentation et le séchage des féves (Chériot, 2006).

Cependant, le brunissement enzymatique est considéré le plus souvent comme une
réaction trés néfaste pour le marché des fruits et 1égumes. Mal contrdlé, ce phénomene est
responsable de plus de la moitié des pertes économiques dans ce secteur (Whitaker et Lee,
1995). Ces lourdes pertes ont suscit¢ un intérét considérable dans la compréhension et le
controle de I’activité polyphénoloxydase dans les aliments. Les salades et autres légumes
feuillus, les pommes de terre et autres tubercules riches en amidon tels que les patates douces,
I’igname, de méme que les champignons, les pommes, les bananes, les péches et encore
beaucoup d’autres fruits ou légumes sont sensibles au brunissement enzymatique. Ils peuvent
donc étre 1’objet de pertes économiques pour tous les acteurs du secteur de la transformation
des fruits et légumes. Ces pertes sont d’autant plus grandes que la détérioration des produits a
lieu en fin de chaine de production, peu de temps avant I’achat par le consommateur alors que
des colits importants (stockage, manutention, transport) ont déja été engendrés. Il est donc
primordial de controler le brunissement enzymatique depuis la récolte jusqu’a 1’achat par le
consommateur afin de minimiser les pertes et maintenir la valeur économique du produit.

Le brunissement enzymatique des aliments résulte principalement de 1’activité
enzymatique des polyphénoloxydases (PPO). Ce sont des oxydoréductases largement
répandues dans le monde végétal (pomme, poire, avocat, banane, pomme de terre,

champignon, artichaut, laitue, papaye, péche...) (Martinez et Whitaker, 1995).



Les polyphénoloxydases (PPO, EC 1.10.3.1) représentent un groupe d’enzymes qui
catalysent 1’oxydation de composés phénoliques, en faisant intervenir 1’oxygene moléculaire,
en quinones, qui par la suite se polymérisent spontanément pour former des polyméres bruns,
responsables de la coloration brune, le plus souvent indésirable, observée sur les fruits et

légumes endommagés (Cheftel et Cheftel, 1976).

Les peroxydases (EC 1.11.1.7) sont également capables de catalyser ce type de réaction, en
présence de peroxyde d'hydrogéne, mais interviennent peu dans le brunissement enzymatique
suite a une manipulation des fruits et Iégumes. Elles sont plutot actives au cours des désordres

physiologiques du végétal (H,O, produit aprés un stress).

Apres une présentation des polyphénoloxydases, nous verrons les différents moyens mis en

ceuvre pour contrdler le brunissement enzymatique.

1.1 Les polyphénoloxydases

I.1.1 Les réactions catalysées

Les polyphénoloxydases sont des métalloprotéines a cuivre qui catalysent 1’oxydation de
composés phénoliques en présence d’oxygene moléculaire. La classification adoptée par la
Commission Enzymes de I’IUB (International Union of Biochemistry) comporte 3 types

d’enzymes qui, toutes, ont comme substrat oxydant I’oxygene moléculaire (Figure 1) :

- Les monophénols oxydases (EC 1.14.18.1) ou crésolases qui catalysent 1’oxydation
des monophénols en o-diphénols (réaction d’hydroxylation) puis la déshydrogénation
de ces derniers en o-quinones,

- Les o-diphénolases (EC 1.10.3.1) nommées également catécholases qui catalysent
I’oxydation des o-diphénols en o-quinones,

- Les p-diphénolases (EC 1.10.3.2) nommées également laccases qui catalysent
I’oxydation aussi bien les o-diphénols que les p-diphénols en leurs quinones

correspondantes.

Les réactions présentées figure 1 montrent que pour la premiere enzyme (EC 1.14.18.1),

I’oxydation d’une mole de monophénol consomme une mole d’oxygene pour former une



mole de quinone alors que pour les 2 dernieéres (EC 1.10.3.1 et EC 1.10.3.2), une demi-mole

d’oxygene est consommeée par mole de diphénol pour produire une mole de quinone.

Pour toutes ces activités enzymatiques, présentes dans la plupart des végétaux et dans
de nombreux microorganismes, le terme général de polyphénoloxydase (PPO) est employg¢.
Chez les végétaux supérieurs, ces enzymes catalysent principalement des réactions de type
catécholoxydase. In vivo, les PPO seraient impliquées dans les mécanismes de défense contre
les agents pathogeénes. Chez les moisissures et champignons, on retrouve principalement les
laccases, responsables de la dégradation de la lignine. Ces derniéres sont peu présentes dans
les fruits et 1égumes, mis a part dans la péche (Harel et al., 1970) et I’abricot (Dijkstra et
Walker, 1991) et ne seront par conséquent pas étudiées dans ce travail. Ainsi, nous nous
intéresserons dans cette étude exclusivement a ’activité catécholoxydase de la PPO extraite

de pomme.

1.1.2 Localisation

La PPO est présente dans les différents organes des végétaux supérieurs (racine,
graine, feuille, peau et cortex du fruit). Cette localisation dépend de 1’espeéce mais aussi du
degré de maturité (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Janovitz-Klapp, 1989 ; Macheix ef al., 1990). En
ce qui concerne la localisation intracellulaire, des études cytochimiques réalisées sur des
cellules de pomme ont montré que la PPO est présente essentiellement dans les membranes
plastidiales (Murata et al., 1997). C’est a la suite d’'une décompartimentation cellulaire,
provoquée notamment par des processus technologiques (découpe, broyage), que se produit le
contact PPO / phénol conduisant ainsi au brunissement enzymatique des fruits et Iégumes en

présence d’oxygene.

L’activité PPO fluctue selon la maturité¢ des fruits et l1égumes. Elle est maximale au
premier stade de développement. Le changement d’activité est accompagné par une
modification de solubilité de la PPO. Dans le cas de la pomme, 1’activité PPO diminue lors de
la maturation du fruit (Janovitz-Klapp, 1989 ; Murata et al., 1997). Ces auteurs associent cette
observation au passage, en fin de maturation, d'une forme liée de la PPO a la membrane

chloroplastique initialement présente dans le fruit immature, a une forme libre.



I. 1. 3. Structure et mécanismes réactionnels

Les premiers travaux sur les propriétés des PPO, notamment sur leur structure, ont été
réalisés sur des enzymes d'origine fongique et ont été par la suite élargis a de multiples
sources, en particulier les champignons de Paris (Wilcox et al., 1985 ; Solomon et al., 1996 ;
Billaud et al., 2002 ; Chen et Kubo, 2002), la pomme (Janovitz-Klapp, 1989 ; Nicolas et al.,
1994 ; Rocha et Morais, 2001) ou encore la poire (Espin ef al., 1998).

Les polyphénoloxydases sont des métallo-enzymes a cuivre comportant une a
plusieurs chaines polypeptidiques selon leur origine. Dans de nombreux cas, il a été mis en
¢vidence la présence de deux atomes de cuivre par chalne associés a des résidus histidine par

des liaisons de coordinance.

Des modeles structurels du site actif ont été proposés, notamment par Solomon et al.
(1996) et Espin et al. (1998). Ces derniers ont mis en évidence la présence de différents états
fonctionnels de I’enzyme permettant d’expliquer le mécanisme réactionnel impliquant
I’hydroxylation des monophénols (activité crésolase) et la déshydrogénation des o-diphénols
(activité catécholase) des PPO. L’activité¢ des PPO est basée sur le changement de la valence
du métal. Ainsi, les deux atomes de cuivre du site actif passent alternativement de 1’état
cuivrique a I’état cuivreux au cours de la catalyse et peuvent exister sous trois formes

différentes appelées met, oxy et deoxy (Lerch, 1981 ; Espin ef al., 1998).

In vivo, la forme majoritaire de ’enzyme est la forme met (Cu"-Cu"), incapable de
fixer ’oxygene moléculaire (Lerch, 1981). Cette forme prédominante n’agit pas sur les
monophénols bien qu’elle ait une forte affinité pour les fixer. Il en résulte une phase de
latence décrite par Cabanes et al. (2002). Les formes oxy (Cu"-0,-Cu") peuvent réagir avec
les mono- et les di-phénols tandis que la forme mef ne peut réagir qu’avec les diphénols. Les
deux cycles (crésolase et catécholase) produisent des o-quinones qui se réarrangent
spontanément en pigments polymériques (Rodriguez-Lopez et al., 1992).

Cependant, la forme oxy semble instable, ce qui réduit fortement I'activité des PPO vis-a-vis
des mono-phénols (Eicken et al., 1999). L’oxygene se fixe sur ’enzyme avant le substrat

phénolique selon un mécanisme séquentiel ordonné (Janovitz-Klapp et al., 1990).

Pour les laccases, le mécanisme est différent puisqu’il s’agit d’'un mécanisme ping-
pong avec formation de radicaux semi-quinones et d’eau. Par la suite, il y a soit dismutation
de deux semi-quinones pour donner une quinone et le phénol d’origine soit dimérisation pour

donner un dimere phénolique.



1.1.4 Spécificité

La spécificité des PPO vis-a-vis des substrats phénoliques a été largement étudiée. Des
différences de parametres cinétiques (Km et Vm) liées a la source d’enzyme, aux conditions
expérimentales et a la pureté de I’enzyme ont été observées (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Nicolas
et al., 1994). Elles dépendent aussi de la structure quaternaire des PPO (Whitaker et Martinez,
1995). Zawistowski et al. (1991) ont observé que les formes agrégées de la PPO de
topinambour présentent les deux activités monophénolase et o-dihydroxyphénolase alors que
les sous unités de faibles poids moléculaires sont spécifiques uniquement des o-diphénols.
L’affinit¢ des PPO va dépendre également des réactions secondaires susceptibles de se
produire lors de I’extraction et de la purification telles que la formation de liaisons covalentes

avec les quinones ou bien des réactions de protéolyse (Mayer et Harel, 1991).

Les substrats phénoliques de la PPO présents naturellement dans les fruits et 1égumes
sont principalement les catéchines, les dérivés estérifiés des acides hydroxycinnamiques
(comme D’acide chlorogénique), la 3,4 dihydroxyphénylalanine (DOPA) et la tyrosine. Le
type et la position des substituants sur le cycle aromatique sont déterminants pour la réactivité
du substrat (Zawistowski et al., 1991). Ainsi les monophénols sont hydroxylés si le
groupement substitué est en position para de la fonction hydroxyl. Lors d’une étude effectuée
sur la PPO de pomme, Janovitz-Klapp (1989) a montré que, par rapport au 4-méthylcatéchol
(substrat couramment utilisé pour la mesure d’activité des PPO), la présence d’un groupement
carboxylique en para de la fonction hydroxyl (acide o-dihydroxybenzoique) ou conjugué au
cycle aromatique par une double liaison (acide caféique) augmentait I’affinité d I’enzyme

pour son substrat o-diphénolique, tout en diminuant la valeur de Vy,.

Lorsque cette fonction carboxylique est estérifiée (acide chlorogénique) ou éloignée du cycle
par Dinterposition de groupements CH, (acides o-dihydroxy-phénylacétique et
phénylpropionique), une augmentation simultanée des valeurs de K,, et de V,, est observée.
Les valeurs de K,, vis-a-vis des composés o-diphénoliques sont pour la plupart comprises

entre 0,5 et 10 mM pour la PPO de pomme (Janovitz-Klapp, 1989).

Selon les travaux de Rivas et Whitaker (1973), Golbeck et Cammarata (1981),
Janovitz-Klapp et al. (1990) et Heimdal et Rasmus (1997), les valeurs de K, des PPO vis-a-
vis de I’oxygéne sont comprises entre 0,1 et 0,5 mM pour les PPO de poire, d’épinard, de

pomme et de laitue respectivement. Ainsi, il apparait que dans les solutions aqueuses saturées



en air a 20-30 °C (conditions fréquemment utilisées pour le dosage des PPO), la concentration
en oxygene dissous étant comprise entre 0,3 et 0,2 mM, la PPO n’est pas en conditions
saturantes vis-a-vis de I’oxygéne. Il en résulte que les conditions de saturation en air doivent
étre soigneusement controlées pour tenir compte de variations éventuelles dans les

concentrations initiales en oxygene dissous lors des dosages d’activité.

1.1.5 Effets du pH et de la température

Le pH optimal d’activité¢ varie dans une large gamme comprise entre pH 4 et pH 7
selon 1’origine de la PPO ainsi que le substrat utilis¢ (Vamos-Vigyazo, 1981). Il est proche de
4,5 pour les PPO de pomme (Walker et Ferrar, 1995 ; Janovitz-Klapp, 1989 ; Zhou et al.,
1993), d’olive (Ben-Shalom et al., 1977) et de poire utilisant le 4-méthylcatéchol comme
substrat. Signalons que pour la pomme, Harel et al. (1964) ont observé 2 maxima d’activité a
pH 5,1 pour les PPO extraites a partir de chloroplastes et I’autre & pH 7 pour celles extraites a
partir de mitochondries. Par ailleurs, Marques et al. (1995) observent également pour

I’enzyme native, un optimum proche de pH 4,5.

Bien que les variations soient notées d’une espece a 1’autre et d’une isoforme a I’autre,
les PPO sont considérées comme des enzymes relativement thermosensibles, contrairement
aux peroxydases (Vamos-Vigyazo, 1981). En conséquence I’activit¢ PPO résiduelle est
rarement utilisée comme mesure de 1’efficacité des traitements de blanchiment des produits
végétaux (Williams et al., 1986). Des traitements de courte durée, de I’ordre de quelques
minutes, sont généralement suffisants a des températures comprises entre 70 et 90 °C, pour
détruire la totalité¢ de I’activité PPO des végétaux (Vamos-Vigyazo, 1981). Signalons enfin

que la stabilité thermique des PPO décroit lorsque le pH diminue (Nicolas et al., 1994).

1.2 Contrdle du brunissement enzymatique

De nombreux parametres influencent le brunissement enzymatique dans les fruits et
légumes. Il s'agit de la nature et la concentration en composés phénoliques, de la
concentration en enzymes, du pH et de l'activité¢ de 1'eau (Ay). La PPO étant relativement
thermosensible, la température joue également un réle important, et enfin il ne faut pas
oublier le deuxiéme substrat de cette enzyme, 1'oxygene dont la disponibilité dans le végétal
influence fortement la réaction. Tous ces facteurs sont a prendre en compte dans la prévention

du brunissement enzymatique.



Dans l'industrie alimentaire, les sulfites et ses dérivés sont depuis longtemps
considérés comme étant le moyen le plus efficace et le moins coliteux pour controler le
brunissement enzymatique. D'une part, ils dénaturent la PPO de fagon irréversible (Golan-
Goldhirsh et Whitaker, 1984) et d'autre part, ils agissent sur les produits de la réaction et
empéchent la formation de pigments. Cependant, en raison des effets secondaires indésirables
sur la santé, notamment chez les asthmatiques, leur emploi tend a disparaitre au profit d'autres

méthodes (Mc Evily et al., 1992).

Plusieurs traitements physico-chimiques sont a la disposition des technologues afin
d'empécher ou de limiter le développement du brunissement enzymatique (Sapers, 1993 ;
Walker et Ferrar, 1995). Ce controle du brunissement enzymatique peut étre envisagé a 3
niveaux suivant que la cible principale est constituée par l'enzyme, les substrats ou les

produits de la réaction.

Certains traitements sont trés efficaces pour réduire 1’activité PPO soit en dénaturant
I'enzyme soit en l'inhibant. Par exemple, un traitement thermique approprié permet de
dénaturer la PPO de facon efficace (Vamos-Vigyazo, 1981), mais ce procédé n'est pas
compatible avec des produits frais. Par ailleurs, on distingue les composés qui agissent sur le
cuivre de l'enzyme tels que les halogénures (NaCl) et ceux qui affectent le site actif de
I'enzyme. Parmi cette seconde catégorie, nous pouvons citer les acides carboxyliques
aromatiques des séries benzoiques et cinnamiques sur lesquels de nombreux travaux ont été
réalisés. Ces composés sont le plus souvent des inhibiteurs compétitifs des PPO (Mayer et

Harel, 1979 ; Nicolas ef al., 1994).

Ces moyens sont plus ou moins efficaces et dépendent de 1'origine de la PPO. Par
exemple, le 4-hexylrésorcinol (ou ses dérivés), largement employ€é pour inhiber Ie
brunissement des crevettes (Mc.Evily et al., 1992) (Tableau I) et des tranches de champignon
(Jimenez et Garcia-Carmona, 1997) n'a qu'une action partielle sur les tranches de pomme et

les raisins (Monsalve et al., 1993 ; Martinez et Whitaker, 1995).

D'autres techniques également trés efficaces peuvent étre utilisées, mais elles
présentent cependant des limites organoleptiques. Tel est le cas de 1'emploi d'acide citrique
(acidification), du bicarbonate de sodium (alcalinisation) ou encore des thiols (cystéine et
glutathion), ces derniers interagissant avec les produits de la réaction pour former des produits

d'addition incolores (Figure 2). Toutefois, ces composés d'addition peuvent également entrer



dans des réactions d'oxydations couplées avec les o-quinones en exces conduisant, d'une part
au phénol parental et d'autre part a la formation de produits fortement colorés (Richard-Forget
et al., 1992). Selon Nappi et Vass (1994), la cystéine serait capable d'inhiber l'activité

monophénolasique de la tyrosinase de champignon.

Un autre agent réducteur largement utilis¢é dans l'industrie pour contrdler ce
phénomene est l'acid