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Comment prévenir le
brunissement des pommes

- Etude de 'oxydation du pyrocatéchel et
recherche d'inhibiteurs -

Santé et prévention
5 2SS



Introduction

Observations

— Brunissement de la Pink Lady apres 20 minutes

Comment prévenir le brunissement des pommes ?
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Introduction

| a réaction

/
(o] 0 (0]
Oxydation Polymérisation
O—H > >
1/2 0,
PPO
Pyrocatéchol 1,2 Benzoquinone Mélanine

Polyphénol oxydase (PPO)

Bilan de la catalyse enzymatique

CHO, +1/20, 2O, c.H,0,+H,0

Tracé des molécules a l'aide de Molview.org et enzyme issue de https.//www.rcsb.org/3d-view/1BT1/1
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| es solutions

C.H0, +1/20, _PPO_ C.H,0,+H,0

%0

Problématique : Comment ralentir le brunissement de la pomme de
maniere simple et non nocive ?

Obijectif : suivre I'oxydation du pyrocatechol cinetiquement pour tester
des inhibiteurs

“How should apples be prepared for a fruit salad?”, JCE, 2020, 97, 4475-4481
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. Le modele de Michaelis
Menten




. Le modele de Michaelis Menten

a. Modele et suivi cinétique

kl k2
E+S =— ES— E+P

k.
Site actif
E+S ES E+P
1 K 1 1 k,+k_
= — + Vinax = k2 [E]O Km = Zkl -
Vo Vmax [S]O Vmax
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. Le modele de Michaelis Menten

b. Linéarisation Lineweaver-Burk

— Suivi spectrophotométrique

Loi de Beer-Lambert

dA d[P]

|, dt

Cuves de différentes
concentrations en substrat
(pyrocatéchol) apres catalyse
enzymatigue au contact de l'air

Réactif incolore et produit coloré : on peut déterminer K et v, . par
suivi cinétique de 'absorbance
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I. Mise en place du protocole
general et observation du
phénomene




I. Mise en place du protocole géneral et
observation du phénomene

— Extraction de I'enzyme

Découpe Extraction Filtration Centrifugeuse
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I. Mise en place du protocole général et nirducin

observation du phénomene L

Annexes

a. Conditions opératoires

— Préparation du pyrocatéchol

Préparation du pyrocatéchol a 0,5 g/L :

Conservation du jus 25 mg dans 50 mL de tampon ou eau

(enzyme) sous argon
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I. Mise en place du protocole géneral et
observation du phénomene

— Choix de la longueur d’onde d’étude

Tongueur donde (nm)
l‘ﬂ 42|D 4')“0 44|D 45‘0 4ﬁ|0 47"0 4!?0 49‘0 Eﬂlﬂ 5?%0 52|D 53;0 5?0 ESID SGID 57I'0 5§ﬂ EQID Gqﬂ 61‘0 62‘0 6')“0 G(‘D 65‘0 ﬁﬁID 57‘0 ﬁ!?l) GQID

Maximum a 440 nm

\

0,12
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g

2

5

< 0,10

B
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<<
0,094
0,08
0,07-

1870

Spectre
d’absorption de la
mélanine (réalisé
avec une cuve
apres oxydation)
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I. Mise en place du protocole géneral et
observation du phénomene

— Choix du milieu (avec ou sans tampon NaH,PO,/Na,HPO, (pH = 6,5))

0,5 mL de pyrocatéchol a
0,5 g/L (dilué dans du Suivi cinétique de la réaction

tampon ou de I'eau) dans I'eau et le tampon

1 mL dejus de
pomme (enzyme)

1 mL de solvant
(tampon ou eau)

Absorbance

100 200 300 400 500 600
0,1
Tempsens
—eau —tampon

— Tampon
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I. Mise en place du protocole général et
opbservation du phénomene

a. Conditions opératoires

— Préparation des cuves de concentrations différentes en [S],

[S]y : xmLde
pyrocatéchol a 0,5 g/L
(dilue dans le tampon)

2-x mL de tampon

27258

0,5 mLdejus de
pomme (enzyme)
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I. Mise en place du protocole géneral et
observation du phénomene

Absorbance en fonction du temps pour des cuves de
concentrations en substrat [S], différentes

/ — 2,3-:10“mol/L

dA = 0,00409
dt _‘ /
0,5

0,7
|

I
/ — 3,1110*
| // — 4,610*
— 104
° 0.4 - 9,110
e /// — 1,4103
(]
Q -~ 2,3-103
<C 0,2 - /
/// o 2/7'10_3
01 +—— ~ 3,2:10°3
3,6:10°3
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
-0,1
Temps en s
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1/(pente) en s

I. Mise en place du protocole géneral et
observation du phénomene

2500

2000

1500

1000

500

1 K 1 1

m

= . +
Vo Vmax [S] 0 Vmax

Linéarisation Lineweaver-Burk

y =0,3355x + 219,81

R?=0,97 ]

dABS/dt=0,00341

dABS/dt=0,00297

o —
?i.i
0 500 1000 1500 2000 2500 o
1/[S]pen L mol-
(1,5+0,3) -103mol.L?
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I. Mise en place du protocole gener:
observation du phenomene

— |Le modéle peut étre appliqué a la pomme
— On peut trouver une valeur de K|

— Cette valeur de K. va nous permettre de
tester un inhibiteur : I'acide citrique
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Il. Etude du mécanisme
d'inhibition par I'acide citrigue




Il Etude du mécanisme d'inhibition par
'acide citrigue

— 1¢¢ action : diminution du pH

Sally S Hunnicutt <sshunnic@vecu.edu> mer. 15 sept. 2021 17:50 ﬁ -
Amoi *
¥ anglais* > francais v Traduire le message Désactiver pour : anglais x

The benzoguinone - the product of the oxidation of catechol - absorbs light at 540 nm. The benzoguinone makes the fruit (apple juice mixture)
turn brown. If the enzyme works, the catechol is converted to quinone and the solution turns brown. This happens if the pH is correct. If the
solution pH is too acidic, the enzyme is inhibited and the solution does not brown. Some apples are naturally acidic and won't brown unless the
apple juice extract is made in a buffer.

I hope this helps.

Yours, distantly,
Sally Hunnicutt

Influence du pH sur le
brunissement




. Etude du mécanisme d'inhibition par
'acide citrigue
a. l'acide citrique, un inhibiteur ?

— 2°me action : inhibition compétitive, formation d’'un complexe par chélation

ky ,
E+S — ES — E+P

'acide citrique

20



. Etude du mécanisme d'inhibition par
'acide citrigue

— Inhibition compétitive : loi de vitesse

ky K,
E+S =— ES— E+P
ki
K1
E+l =—= EI

s
@ @

&
@‘

27258

|

7 4




Il Etude du mécanisme d'inhibition par
'acide citrigue

— Recherche du volume d’inhibiteur a introduire dans les cuves pour [I] =
5,0-10-3 mol/L

Suivi cinétique de I'absorbance pour les différents volumes
d’inhibiteur introduits

——V inhibiteur = O mL

—V inhibiteur = 0.125 mL
014 —{V inhibiteur = 0.25 mL]
| / —V inhibiteur = 0.50 mL
0,09 / | | A
0,04 /

-0,01 200 400 600 800 1000

Temps (s)

0,19

Absorbance
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Il. Etude du mécanisme d'inhibition par
'acide citrique

b. Comment le modéle de Michaelis Menten nous
renseigne-t-il sur l'inhibition par I'acide citrique ?

— Méme protocole pour déterminer K’

1 K, i
VO [S] OVmax Vmax

Volume inhibiteur

0,125 mL

0,25 mL 0,5 mL

Ky = (1+1) K,

Kl

(3,6 + 0,6) -10°3

(7 + 1) 10 (1,1 £ 0,3)-102

0,016
0,014
__ 0,012
— 001
©°
0,008
E ’
N
~ 0,006
0,004

0,002

0

Km' en fonction de la concentration en inhibiteur

0e®

oc®

....

0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007

[1] (mol.L-")
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K '=12636] + 00015

- !

K,= (1,2 + 0,6)-10* mol/L

0,0008

23



I, Etude du mécanisme d'inhibition par.
'acide citrique |

Etude de l'acide citrique :

— K, =1,2.10%* << 1 : complexe enzyme/inhibiteur
favorisé

— K> K_: Inhibition compétitive

— Diminution du pH



Conclusion

Problématique : Comment ralentir le brunissement de la pomme de maniere

simple et non nocive ?

C.H,O, + 1/20,

PPO

-, CH,0,

+H,0

Réduction du pH :
inactive I'enzyme

—— Acide citrique —

Inhibition compétitive :
complexe 'enzyme

Inhibition

Acide citrique

Acide ascorbigque

pH faible

— Spray

Consommateur et
environnement

Non nocif

Non visible

Accessible
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1/pente en s-1

Annexes

1/pente en fonction de 1/pente en fonction de 1/pente en fonction de
1/[S]o 1/[S]o 1/[S],
Vinhibiteur = 0,125 mL Vinhibiteur = 0,25 mL Vinhibiteur = 0,5 mL
2000 2500
y=1,7119x + 251,51 3500
1600 y = 0,8406x + 257,31 2000 R?=0,9892 } y =2,6276x + 241,27 }
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i . — o
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Annexes

La polyphénol oxydase

Source : https://www.rcsb.org/3d-view/1BT1/1
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| Site actif de I'enzyme

Annexes
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