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GENERALITES

I - LES POLYFRUCTOSANES

1) Situation des polyfructosanes parmi les polysaccharides

A I'heure actuelle, les polysaccharides, comme les protéines et
les acides nucl€iques, retiennent l'attention. Iis constituent la masse essentielle
de la matiere organique des veégétaux, des animaux et des microorganismes.

La cellulose, la chitine, I'hémicellulose et mannane servent essen-
tiellement de substances de structure et de support ; le glycogene et I'amidon
sont des substances de réserves.

Les fonctions biologiques de nombreux polysaccharides, surtout
dans le regne végétal, ne sont pas entiérement connues.

Une meilleure compréhension de leurs rdles passe par une connais-
sance approfondie de leur structure fine, des mt_:'canismes de leur synthese
et de leur dégradation.

Les €tudes de structure de nombreux polysaccharides ont €té faci-
litees par l'utilisation d'enzymes dont la spécificité pour les liaisons glucosi-
diques est tres étroite. C'est le cas des polyfructosanes qui sont des polysac-
charides possédant une structure d'unités fructose , relies en majorit€ par
des liaisons B fructosides.

Les polysaccharides sont des polymeéres d'hydrate de carbone dont
le poids moléculaire va de quelques milliers a plusieurs millions. Ces polymeres
sont constitués de chaines lin€aires ou ramifie'es. La premiére classification
des polysaccharides a €te faite selon la structure chimique par WHISTLER
et SMART (1953) qui distinguent deux types principaux :

- les homopolysaccharides lin€aires qui ne contiennent qu'une seule
espece de monosaccharide : les glycanes, les fructosanes, les mannanes ;

- les héteropolysaccharides qui contiennent deux ou plusieurs types
d'unit€s monosaccharidiques comme les arabinoxylanes et les glycomannanes.
Le TABLEAU 1 situe la position des fructosanes dans la classification de
HORTCON et WELFROM (1963).




TYPE DENOMINATION EXEMPLES
Homopolysaccharides Glucanes Cellulose, amylose, chitine, la-
minarane, lichenane, polysac-
linéaires charides du crown-gall
Galactanes Agar, carrageenane, galacta-
nes pectiques
Mannanes Mannanes du corozo, du salep

Fructanes

Inuline

Homopolysaccharides

ramifies

Glucanes

Galactanes

Mannanes

Arabinanes

Fructanes

Glycogene, amylopectine, ami-
don des floride€s, dextranes
bactériens, pyrodextrines
Galactane d'Hé€lix

Mannanes de levures, mannane
de Porphysa umbilicalis

Arabinane d'arachide

Asparagosane, irisane, Sinis-
trane, levanes bacteriens

Heteropolysaccharides

Glucomannoglucanes

Galactomannoglucanes

Arabinogalactoglucanes
Arabinoxyloglucanes

Divers

Glucomannoglucanes de 1'hémi-
cellulose des coniferes

Guarane, gomme de caroube

Arabinogalactoglucanes de
I'hémicellulose des coniferes

De méme dans I'hemicellulose
des coniferes

Quelques gommes et mucilages
vegetaux

Hétéropolysaccharides
(contenant des sucres
neutres et des acides
uroniques)

Glucuronoxyloglucanes

Autres

vegetaux

Hémicellulose B des feuilles

Quelques gommes et mucilages

Glucuronanes
(contenant seulement
des aclides uroniques

Galactorunanes

Guluronomannurono-
glucanes

Substances pectiques

Acides alginiques

Mucopolysaccharides
(contenant des sucres
amin€s et des acides
uroniques)

Heépanine, acide hyaluronique
sulfate de chondroitine
substances des groupes
sanguins

TABLEAU | : Classification des polysaccharides
chimique (d'aprées HORTON et WOLFROM, 1963).

en fonction de leur structure



2) Etudes des polyfructosanes

Les polyfructosanes sont des polymeéres du fructose que I'on rencontre

chez certaines bactéries et chez diverses plantes.

2.1 Les polyfructosanes chez les bacteries :

Ces polymeres sont connus chez les bactéries sous le nom des "levanes".
Ils ont €t€ décrits pour la premiere fois chez Bacillus subtilis et Azotobacter sp.
par BEIJERINCK en 1912. Depuis, de nombreuses espéces bactériennes ont
€té décrites comme productrices de levanes (TABLEAU 2 ).

D'autres levanes ont €té mis en évidence chez certaines plantes
(ASPIRAL en 1953) et chez certains champignons (GENSHIRO KA WAI, 1973).
Les levanes de Bacillus subtilis les mieux é€tudi€s sont des polymeres de poids
moyen pouvant atteindre 100 000 et sont constitués par des B-D-fructofuranosyls
li€s en B2+6 et de branchements li€s en B2*1 (FIGURE 1 ) : leurs propri€tes
physico-chimiques sont identiques a celles des polyfructosanes des plantes

(inuline).

2.2 Les polyfructosanes chez les plantes :

Les réserves de nature polyfructofuranosidasique ont &te décrites
pour la premiere fois par ROSE (1804) chez le topinambour (Helianthus tuberosus).
Depuis lors, de nombreuses substances de ce type ont €té isolées et €tudices ;
la plus connue est I'inuline, que l'on rencontre chez des plantes appartenant
a quelques familles de dicotyledones telles que les composé€es ou les campanu-
lacées (TABLEAU 3 ).

C'est dans la famille des composés que l'on trouve les plantes
les plus riches en inuline : topinambour, chicor€e, dahlia, etc... D'autres fruc-
tosanes ont €té mis en évidence chez des plantes monocotyledones (familles
des graminées, liliac€es, amyrylidées) mais ils ont €té moins bien etudi€s
(CUGNAC, 1931 ; NORMAN, 1936 ; ARCHOBOLD, 1940 ; HAMMER, 1970 ;
TOMADA et COLL., 1973 a,b).

La présence des fructosanes dans ces plantes ne présente pas de
corrélation évidente avec leur taxonomie ; au sein d'une famille, on peut trouver
des plantes possédant des fructosanes a c¢8t€ de plantes n'en possedant pas
(COLIN, 1942). De méme, la présence des fructosanes ne peut étre liée a I'absence
ou a la présence d'autres types de reserves ; c'est le cas de I'amidon, chez

I'iris (Iris foetidissima) ou les deux types de polymeéres peuvent étre trouves




UNITE DE BASE

MODE D'ANALYSE

TABLEAU 2

MICROORGANISMES LIAISONS DE LA CHAINE P.M. REFCRENCES
Bacillus. mesentericus B2+6 - Acétylation, méthylation - HIBBERT et COLL. (1931)
Bacillus subtilis B2+6 - Acétylation, mdthylation - HIBBERT et BRAUNS

(1931)
Bacterium prunicola B2+6 I - 12 Acétylation, methylation 1 800 LYNE et COLL. (1940)
Bacillus megatenium B2+6 10-11, 11-12 Acétylation, méthylation | 2 140 LYNE ct COLL. (1940)
Bacillus wulgatus B2+6 10-11, 11-12 Ultracentrifugation 50 & INGLMAN et COLL.
sédimentation 1601 [(1944)
Pseudomonas Sp. B2+6 10 - 12 M€thylation GILBERT ct STACEY (1948]
Bacillus polymyxa B2+6, 21 22 - 23 Oxydation periodique 4 GUG MURPHY (1952)
Pseudomonas prunicola R2+6, 82+ 9 - 10 Pouvoir rotatoire H.D.M. BELL et DEDONDER (1954}
Aerobacter levanicum B2+6, R+1 9-10 Méthylation 61077 FEINGOLD (1955)
Corynebacterium sp. B2+6, B2+l 15 Infrarouge 12,5.108 AVIGAD et FRINGOLD
(1957)
Aerobacter levanicum B2+6, £+l 9-10 Méthylation 67 x 10° |FEINGOLD et GEHATIA
(1957)
Aerobacter acetigenum B2+6, B2+l 9-11 Méthylation, sédimen- ) I OEWENBERG et REESE
tation (1957)
Pseutdomonas aureofaciens - - Infrarouge et diffusion - LOE WMENBERG et REESE
(1957)
Pseudomonas caryophylli - - -
Pseudomonas chlororaphis - - -
Pseudomonas denitrofluorescens - - -
Pseudomonas syringae - - Infrarouge ) FUCHS (1959)
Aerobacter levanicum B2+6, R+l - -
Seratia kiliensis B2+6 - -
Arthrobacter sp. B2+6 - -
Bacillys subtilis B2+6 - -
Streptococus salivarus B2+6 - Ultracentrifugation : GARSCZYNSKI et COLL.
infrarouge (1973) o
Streptococus mutans B2+6 - Ultracentrifugation R CESKA et COLL. (1971)
infrarouge
B2+6 - Acétylation - HOWELL et JARDIN (1967)

Actinomyces viscosis

: Répartition et propriétés chimiques des polyfructosanes (levanes) chez les bactéries.
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FIGURE 1 : Molécule de levane de Bacillus subtilis.
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FIGURE 2 : La molécule d'inuline. (D'apres HIRST, 1950). L



FAMILLE NOM BOTANIQUE NOM COMMUN |ORGANE |TENEUR % MS
Cichorium intybus Chicorée Racine 75
Dahlia sp. Dahlia des jardins | Tubercule 72
Composées Heliantus tuberosus Topinambour Tubercule 80
Inula - helinium Inule-annéee Racine 32
Taraxacum officinale Pissenlit Racine 40
Campanula punctata Campanule du Japor] Racine 16
Campanulacées | Codonopsis cauceolata Conodopsis grande | Racine 40
Platycodon grandifinum | Campule Racine 45

TABLEAU 3

: Plantes dicotyledones contenant de I'inuline (d'aprées BACON et EDELMAN,
1951 ; WHISTLER et SMART, 1953 ; OTA et COLL., 1979).



dans le méme tissu.

Chez d'autres plantes, ces deux sortes de polymeres sont présents
mais contenus dans des organes différents : ['amidon dans les feuilles, les
fructosanes dans les tubercules chez le topinambour, les fructosanes dans les

feuilles et I'amidon dans les graines chez le blé (EDELMAN et JEFFORD,
1968).

3) Propri€tés et structure des polyfructosanes

Tous les polyfructosanes ont des propriétes communes (WHISTLER
et SMART, 1953). lis sont composés de D-fructoses de forme furanosidique,
ont un pouvoir rotatoir négatif et un pouvoir réducteur treés faible ou nul.
Les polyfructosanes sont hygroscopiques, solubles dans l'eau chaude et se cara-
melisent facilement sous l'action de la chaleur. Leur hydrolyse acide est rela-
tivement aisée. Ils ne sont pas attaqués par l'invertase des levures.

Les techniques de methylation suivie d'hydrolyses ont permis d'en-
treprendre I'étude de leur structure qui est plus ou moins connue. Ces techniques
permettent d'obtenir des dimethyl, trimethyl et tétrameéthyl D-fructose, €ven-
tuellement des dérivés d'autres sucres séparables et identifiables par chroma-
tographie. La présence de dérives triméthylés en 3, 4, 6' traduit la présence
de liaison B1-2, alors que celle de dérivés 1, 3, 4' traduit la liaison B2-6. De plus,
il est possible de savoir si la chaine est branchée ou non, cela se traduit par
un taux €levé de produit di- et tétra-méthylés. On a pu ainsi sé€parer les poly-
fructosanes en deux grands groupes selon la nature de la liaison fructose-
fructose : elle peut étre B1-2 (groupe "inuline") ou B2-6 (groupe "levane' ou "phleine").

A l'intérieur de ces deux groupes, les polyfructosanes differents
par la longueur des chaines (degrés de polymérisation [D.P.]), leur éventuel
branchement, la présence de D glucose.

Le TABLEAU ¢ rassemble les principales caractéristiques des

polyfructosanes.

4) Biosynthese des polyfructosanes

L'étude des mécanismes de la biosynthése des polysaccharides
a commenceé avec les travaux sur le muscle (GORI G.T., GORI C.F. et CREEN A.A.,
1943). Ces auteurs ont montré que la phosphosylase presente dans le muscle
provoquait la synthese d'un polysaccharide lin€aire du type amylose a partir

de I'a-glucose-1-phosphate ; cette réaction €tant d'ailleurs réversible.




ructosne | TIERE | pnncre- [pecaes alpresece [ T,
SATION | GLUCOSE

Asparragosine B1-2 + 9 -32°5
Asphodeline B1-2 ? ? - 30°5
Gramin€e B1-2 + 6alé - 36°5
Hordiannine B2-6 + 11 +
Inuline B1-2 - 30 a 35 + - 4o°
Irisine B1-2 et B2-6 + - - 51°
Uritesine Bl1-2 + 17 a 22 + - 28°
Levanes (plantes) B2-6 3a 36 + - 45°
Levanes (bactéries) | B2-6 + > 100 -
Phleine B2-6 + 50 a 88 + - 50°
Poine B2-6 - - - ~ 4l°
Pyrosine B2-6 + 5al2 - 30°
Secaline B2-6 + 4al5 - 37°
Sinistrine Bl-2 + 30 - 45°
Tribicine Bl-2 et B2-6 + 36 - 51°

TABLEAU 4 : Principales caractg’ristiques de quelques polyfructosanes.

(D'apres MC DONALD, 1946 ; BELL et PALMER, 1952 ; WHISTLER et SMART, 1957 ;

HIRST, 1957 ; AKAZA WA, 1965 ; AKELROD, 1965 ; SUZUKI et COLL., 1968 ; LINDBERG

et COLL., 1973 ; SMITH, 1973 ; KUHBAUCH, 1974 ; TOMASIC et COLL., 1978).




Un ose, ici le glucose, li€ au phosphate dans le glucose-1-phosphate,

est transfére€ pour former un polysaccharide suivant la réaction :
a-D-glucose-1-phosphate + (amylose)n be (amylose)n + l-phosphate

Pendant plusieurs anne€es, cette réaction, retrouvée chez les plantes
(HANES, 1940), les levures (KIESSLING, 1939), les bactéries (HEHRE, CARLSON
et NEILL, 1947), est apparue comme le mécanisme général de la synthese des
polysaccharides, celle-ci se faisant essentiellement a partir d'esters phosphori-
ques des oses. Aujourd'hui, cependant, on ne pense plus que ce type de réaction
constitue la voie physiologique normale de la  synthese des polysaccharides.
Beaucoup plus vraisemblablement, la biosynthese de la plupart des polysaccharides
se fait a partir de nucléotides-sucres (DEDONDER, 1961). En partant de ces
nucléotides -sucres, on a pu obtenir la synthése aussi bien de disaccharides
posseédant une liaison riche en g'nergie (saccharose, trehalose-phosphate) que
de hauts polymeres (cellulose, glycogene, amidon, chitine, mucopolysaccharides).
Ainsi, LELOIR ‘et COLL. (1959) ont montrg’ que l'incubation d'une préparation
de "glycogene-synthetase" de muscle en présence d'(Jridine-diphosphate-glucosye
(4-D.P.G.) marqué€ par du carbone'* donne  du glycogene radioactif et que
I'incorporation du glucose est supérieure a 80 %.

Il existe un troisieme type de réaction de synthése des polyosides,
dans lequel le radical donateur est un ose.

Dans ce dernier cas, un radical osyl est transfe're' d'un groupe de

nature glucidique a un autre groupe accepteur, selon la réaction :

>
“«

A - O - B + R - O - H A - O - H + R - O -
¥ ¥ +

radical radical radical
donnateur transfére_' accepteur

ou A - O - B est le plus souvent un disaccharide, tel le saccharose ou le maltose.

4.1 Biosynthese des fructosanes (levanes) d'origine bactérienne
La levane transfructofuranosylase, découverte par HESTRIN et
COLL. (1943) chez Aerobacter levanicum et Bacillus subtilis est nommée par ces

auteurs : "levane-sucrase'.
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La levane-sucrase catalyse principalement le transfert du radical

B-D-fructofuranosy! a partir du saccharose, selon les schémas suivants :

saccharose + enzyme - fructosy! enzyme + glucose

fructosyl enzyme + saccharose =+ trisaccharide + enzyme
trisaccharide + enzyme =+ tetrasaccharide + enzyme
(polyfructosides)n + fructosyl - enzyme - (po]yfructoside)n+1 + enzyme

saccharose + levane - enzyme - (levane)rHl + glucose + enzyme

Nombreux substrats chez Bacillus subtilis ont montré que seuls, le
saccharose et raffinose permettaient la synthese des levanes. HESTRIN et
AVINERI (1944), avec Aerobacter levanicum, ont confirmé, par analyse des
produits de la réaction, que la synthése des levanes pouvait se faire a partir

du saccharose et du raffinose :
. -> Sy -
n raffinose + enzyme < levane + n melibiose + fructose

La synthése de ce polymere est toujours accompagnée d'une libéra-
tion de fructose et d'une formation d'oligosides réducteurs ou non réducteurs,
dont le plus important est le B-D-fructosyl (DEDONDER, 1953 ; AVIGAD,
HESTRIN, 1956).

La réversibilité de la réaction a €té deémontrée par PEAUD~-: .
LENOEL (1956) ; ces auteurs ont obtenu la formation de saccharose par
action d'une preparation des levanes-sucrase de Bacillus subtilis sur un méelange de

glucose et de levane de P.M. 6 500 :
>
(levane)n + glucose <« (levane)n_1 + saccharose

4.2 Biosynthese des fructosanes chez les plantes
Les fructosanes localis€s dans la vacuole sont des réeserves facilement
disponibles jouant un rdle physiologique important dans le métabolisme de
la plante. Ils peuvent étre dégrade's rapidement et utilis€s pour la croissance.

Ils assurent une régulation osmotique efficace et exercent un réle au niveau

de la résistance au froid.




Toutes les plantes renfermant des polyfructosanes et, en particulier
le topinambour, la chicorée et le dahlia, accumulent ces glucides de réserve,

sous la forme d'oligo et de polyfructoside de formule génerale :
GLc 1> + 2 fructo [1 » <« 2 fructo]n

Le saccharose est le terme le moins polymérise et I'inuline de
D.P. 40 environ, ie plus polymérise (BACON et EDELMAN, 1951). Dans les
tubercules de topinambour, ces réserves persistent au cours du repos hivernal.
Suivant les espeéces, une série de modifications peut se produire. Chez certaines
espéces, les polymeéres supérieurs peuvent se degrader aussitét la récolte,
chez d'autres, des polymeres intermédiaires peuvent au contraire s'accumuler.
Ces réserves sont essentiellement sous forme de fructosanes voisins de ['inuline
pendant ['hiver. Utilisant des extraits de tubercules, DEDONDER (1951) a
montré que la synthése des fructosanes de D.P. €levé comprenant I'inuline

se faisait par la réaction :
n saccharose + GL o> <2 fructose[l » « 2 fructose]n_l + glucose

avec l'intervention d'une enzyme appelée inulosaccharase (B1-2 fructane-D glucose-

I fructosyl transferase).

EDELMAN (1966) a montr_é I'existence dans les tubercules de topi-
nambour d'une enzyme qui transfére les restes des fructosyls du trisaccharide

1F—fructofuranosyl—sa(‘(iharase sur saccharose.
*G-*F+G-F-F » *G-*F-F+G+F

Cette méme enzyme est par ailleurs capable d'échanger le fructosyl

terminal dans la serie D.P. faible, par exemple :
G-F-F-F+G-F-F-F « G-F-F+G-F-F-F-F
Le saccharose est la forme normale de transfert des sucres dans

ces plantes; la présence de I'inulosaccharase et son rdle ont €té confirmés par’

SCOTT et EDELMAN (1966). lls ont montré que chez le topinambour commun,
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cette enzyme disparaissait aprés 4 semaines ‘de conservation des tubercules.
PONTIS (1966) a montré que cette synthése était sous la dépendance €troite
d'une régulation hormonale. Une de fructosanes de D.P. €levé, tout-a-fait
analogue a celle mise en évidence sous l'action des extraits enzymatiques
contenant l'inulosaccharose, est obtenue en culture de tissus sous l'influence
de I'addition conjointe d'acide 2,4-dichlorphenoxyacétique (2,4 D) et de ketine ;
I'addition de 2,4 D seul ne permet pas la synthése des fructosanes ; ces résul-
tats confirment ceux de WAIN et COLL. (1964).

EDELMAN et JAFFORD (1968) ont montré que la formation des
polyméres pendant la croissance des tubercules se faisait selon le schéma
représenté dans la FIGURE 3 . Le saccharose est transformé en trisaccharide
par le "sucrose-sucro-1 fructosyl transférase". Le fructosyl terminal du trisac-
charide est transferé & une molécule de saccharose par le B2-1 fructan l-fructosy!
transférase, de nouveaux transferts sont ensuite effectues par le méme mécanisme.
La dépolymérisation survient au démarrage de la phase végétative. Les B (2-1')
fructan 1 fructano-hydrolases (inulinases) transforment les polymeéres en fructose
et saccharose (FIGURE 4 ).

Par ailleurs, SINGH et BAHTIN (1971) et SATYANARYANA
(1976) ont montré que la synthése s'effectuait sous l'action de deux enzymes :

- La saccharose-1-fructosyl transférase (S.F.T.) qui réalise, a partir
du saccharose (G-F), la synthése d'un trisaccharide, le 1 fructosyl saccharose

F2-G, considéré comme une plaque tournante du métabolisme des fructosanes
o S.S.T. ‘

F-G+F-G < F,-G+G

- La B (2 - 1) fructane fructosyl transferase (F.F.T.) qui intervient
dans la synthese des fructosanes de D.P. > 3
F.F.T.

F,-G+G-F ps Fy-G+G

Cette synthese dans les feuilles des différentes especes de la famille
des composees a €t€ démontrée par un apport de saccharose radioactif (COLLINS
et CHANDORKAR, 1973). Le fructosyl terminal du trisaccharide est transféré
a une molécule de saccharose par la B (2 - 1) fructane - fructosyl transférase ;

de nouveaux transferts sont ensuite effectués par le méme meécanisme.
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5) Etude des propri€tés d'un fructosane : I'inuline

Parmi les polyfructosanes d'origine végétale, !'inuline est particu-
lierement interessante ; c'est le premier produit de ce type qui a €té décou-
vert et le mieux €tudié. De plus, c'est un produit abondant que I'on trouve
dans des plantes tres répandues. Ce fructosane a €t€ isolé par ROSE (1804),
a partir du topinambour, puis en 1805 a partir de I'inuline - aur€ (Inula hélénium).
Il a €té appelé inuline par THOMSON (1811) qui I'a obtenu par précipitation
spontanée a froid de la liqueur d'extraction a chaud des tubercules. En 1893,
TANRET montre que ce produit est constitué par un mélange de substance
qu'il sépare par différence de solubilit€ "l'inuline" du topinambour en trois
fractions qu'il appelle inuline, pseudo-inuline et inulenine. Il a montre également
que les tubercules contiennent d'autres fructosanes que le saccharose, qu'il
appelle "héliantine" et "synanthrine" ; il les décrit comme des intermédiaires
entre I'inuline et le saccharose. Ce méme auteur €mit €galement I'hypothése
que l'inuline et ses "dérivées" contiennent des résidus du glucose. La structure
de ces composé€s a €t€ éftudice des 1928 (HARWORTH et LEARNER, 1928),
il a ét€ rapidement démontré que !'inuline (isolée du dahlia) €tait compos€e
de résidus de D fructose liés en position 81-2 formant des chaines d'environ 30
unit€s (HARWORTH et COLL., 1932) lincaires et contenant des résidus glucose
(HIRST et COLL., 1950).

BACON et EDELMAN (1951) ont montré, par ailleurs, que cette
classification é€tait artificielle et que les polyfructosanes du topinambour et
des autres compos€es €taient constitues en fait par un mélange plus complexe,
séparable par chromatographie, contenant du saccharose et des substrats de
plus en plus polymérisés (DEDONDER, 1951).

Structure de l'tnuline :

L'inuline est compos€e d'un mélange de polymeres dont la formule
genérale est représentée dans la FIGURE 2

Lorsque n = 0, la formule correspond a celle du saccharose. I
est possible de séparer par chromatographie en couche mince, plusieurs unités
distinctes correspondant a différents degrés de polymérisation, a partir de
la fraction fructosanique totale de la chicorée (Cf. Chapitre I).

Ces méthodes, comme d'ailleurs les techniques plus sophistiquées

telles que la chromatographie en phase gaz, le gel filtration, la chromatogra-
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phie liquide a haute performance (H.P.L.C.) ne permettent de séparer facilement
que les substances de faibles poids moléculaires. Le degré de polymérisation
maximum de ['inuline se situe aux environ de 34 (POLLOCK et COLL., 1979).
Il est probable que tous les degrés de polymérisation de n = 1 a n = 34 peuvent
&tre présents dans une fraction fructosanique totale. En fait, les techniques
de routine ne permettent de sé€parer que les 8 3 10 premiers polymeéres. Selon
RUTHERFORD et PHILIPS (1975), cet ensemble correspond a la fraction soluble
alors que les polymeéres de plus hauts poids moléculaires correspondent a la
fraction insoluble. Les deux catégories de polymeres peuvent étre séparées
selon leur solubilit€ dans une solution bouillante d'éthanol a 80 %. La configu-
ration moléculaire de l'inuline a €té €tudiee par PHELPS (1965) et MIDDLETON
(1975). La molécule se présente sous forme d'une hélice de rayon 10 0A et de semi
longueur d'onde 25 OA; chaque tour d'hélice représente environ 4 moléecules
du fructose.

Les propri€t€s de I'inuline ont le plus souvent €té etudies sur
I'inuline du commerce qui ne contient en fait que les polymeres les plus inso-
lubles : -l'inuline cristallise sous forme ¢€toilée, en forme d'aiguilles, lorsque
la cristallisation est génee (HOCHE, 1926); - sa rotation spécifique en solution
aqueuse onéo est comprise entre - 20 et - 40 (MC DONALD, 1946).

PHELPS (1965) a €tudi€ quelques autres parameétres physico-chimiques
des solutions d'inuline :
- coefficient de sédimentation : S = 1,003 x 10° (solution a 10 g/l),
- viscosité intrinseque % = 0,079 cm? (solution a 10 g/l),
- volume spécifique partie!l : v = 0,0601 cm?/g,
- pression osmotique : 5,03 cm H,0 (solution a 1 g/),
- molécule a pouvoir réducteur faible ou nul,

- poids moléculaire : # 5 000,

la solubilit€ rapide de I'inuline est pratiquement en dessus de 40° C. la
solubilité augmente avec la température mieux que le pH diminue.
St les expériences de solubilisation se prolongent, et surtout en milieu acide,

I'hydrolyse chimique favorise artificiellement la solubilité de I'inuline.




Il - ETUDE DES PLANTES RICHES EN POLYFRUCTOSANES
Les plantes de la famille des compos€es constituent les sources

potentielles de polyfructosanes les plus intéressants.

1) Le topinambour (Heliantus tuberosus)

Le topinambour, originaire de I'Amérique du Nord, peut se cultiver
en France ; il présente de bons rendements en hydrates de carbone, n'a que
peu d'exigence agronomique particuliere. Il peut étre cultivé sur sols pauvres,
actuellement mal valoris€s, et sa production de fane est importante. Il présente
dans le contexte francais toutes les caractéristiques de ce que I'on pourrait

appeler le substrat e€nergétique.

1.1 - Aspect agronomique

Le composé majoritaire du topinambour est I'inuline : environ 80 %
de la matiére séche. La plante produit une partie aérienne trés développée
(une ou plusieurs tiges suivant la variété et le climat) et une partie souterrairne
(tubercules). La forme des tubercules change avec la variété et I'état du sol.
La couleur de leur peau varie selon la vari€té : blanche, rose ou violette
leur poids peut varier de 20 a 200 g. Le topinambour peut se développer sur
tout terrain, en particulier sur sols peu profonds ; il s'accomode bien aux diffé-
rentes textures et aux pH. Les meilleurs rendements sont obtenus cependant
sur les terres légeres. Il supporte mieux la se€cheresse que la betterave et
la pomme de terre et craint moins le froid.

L'usage, a grande €chelle, du topinambour nécessite cependant
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de nombreuses €tudes au niveauagricole pour améliorer les conditions de production

et l'utilisation du produit (concentration et conditionnement). Les principaux
travaux effectués sur le topinambour sont ceux de BOSWELL et COLL. (1936),
BAILLERGE (1942), TSVETOUKHINE (1960), MOULE et COLL. (1967) et, plus
réecemment, de GUIRAUD et COLL. (1981).

1.2 - Composition chimique et rendement en inuline
Si la plante entiere est intéressante pour son utilisation en tant
que fourrage, seuls les tubercules le sont pour la production d'inuline. Le rende-
ment en tubercule est donc a prendre en considération. Divers travaux ont

été effectués pour étudier les conditions de culture et de récolte donnant




fe meilleur rendement. Celui-ci est obtenu lbrsque la plante est arrivée a
complete maturit€ et que les fanes sont seéches, c'est-a-dire a partir de décem-
bre (MOULE et COLL., 1967). Dans les conditions optimales, le rendement
en tubercules peut atteindre 50 a 60 tonnes par hectare (BAILLAGE, 1942 ;
MARILLER, 1943).

Les tubercules de topinambour contiennent une grande quantité
d'inuline, des protéines, de la cellulose, des sels minéraux et différents acides :
cheoriogenique, parahydroxybenzoique, vanillique, gentisique, commarique,
caféique et férulique.

GUIRAUD (1981) a repris I'étude de la composition chimique de
tubercules de topinambour variété "violet de'Rennes", récoltés a la fin de I'hiver
(TABLEAU 5 ).

Les valeurs obtenues sont d'ailleurs en accord avec celles données
par la littérature pour diverses vari€tés (BAILLARGE, 1942 ; MOULE et COLL.,
1967). ‘

Les sucres totaux du topinambour représentent 78 a 83 % de la
matiere seche ou 20 % de la matiere humide, ce qui donne une production
theorique de 10 a 12 tonnes de sucre/hectare. La teneur en sucres des tubercules
et leur nature varient selon la date de récolte et les conditions de stockage
(RUTHERFORD et WESTON, 1968 ; DORREL et CHUBEY, 1977). La plus
haute teneur en sucre coincide en général avec le plus haut rendement en
tubercules. Les variations en sucre portent aussisur les degrés de polymérisa-
tion, et I'apparition plus ou moins importante des sucres reéducteurs (BACON
et LOXLEY, 1952). La baisse du degré de polymérisation entraine une varia-

1on du rapport glucose , ces sucres €tant exprimé€s en valeurs potentiel-
fructose
les, détermin€es apres hydrolyse, et correspondant a la moyenne des rapports

afferents de chaque polymere ——g . Ce rapport varie de 0,15 a 0,38 pour des

tubercules a maturité, ce qui indique la présence des quantités importantes
de polymeres de petites tailles chez le topinambour (HABER et COLL., 1941 ;
CHUBEY, 1977). Ces observations sont importantes dans l'optique d'une produc-

tion de fructose a partir de cette plante par hydrolyse enzymatique.

2) Le dahlia

II s'agit d'une plante d'origine mexicaine, introduite en France

vers 1800, et utilisée comme plante ornementale. Elle posséde des tubercules
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COMPOSANTS

QUANTITE EN % DE LA MATIERE SECHE

Sucres totaux
Matiére grasse
Cellulose

N. Kjeldahl
Protéines
Cendres
Phosphore
Soufre
Calcium

Matiere seche x 100
matiere humide

83

m/

78

0,42 a 0,60

S
W
Q)/

8,7

F
—
j2504
(o]

0,88 3 0,48
0,15a 0,20

0,20 a 0,24

TABLEAU 5 : Composition du topinambour. (D'aprés GUIRAUD, 1981).



group€s, de formes irréguliéres et contenant uhe quantit€ importante d'inuline
(75 % de la quantit€ de la matiére séche ou 11,5 % de la matieére humide).
La richesse particuliere en polymeéres de haut poids moléculaire influe sur
le rapport —g’—— qui varie de 0,035 a 0,2. Le rendement peut atteindre, selon
les vari€tés, 40 tonnes de tubercules a I'hectare (HABERT et COLL., 1941),
ce qui représente 4,5 tonnes d'inuline. Cette plante possede de nombreux in-
convenients : elle est trés sensible aux mauvaises conditions climatiques ;
les tubercules sont difficiles a récolter et leur stockage et transport sont
rendus malais€s par leur forme irréguliere ; la teneur en eau est relativement
€leveée des tubercules (85 %) ne favorise pas le bon rendement en sucres. Cepen-
dant, cette plante est inté€ressante pour la production d'inuline de bonne qualité
chimique (haute polymérisation) ; elle l'est moins pour des productions de

type industriel.

3) La chicorée (Cichorium intybus)

C'est une culture typique de la région Nord - Pas-de-Calais, qui
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s'étend sur un peu plus de 5 000 hectares. La production nationale a augmente

de 31 310 tonnes en quatre ans ; la région Nord - Pas-de-Calais produit, a
elle seule, 60 % de la production. La chicorée est cultivée dans le monde
pour fabriquer des succedanés du café appel€s "chicorée" ; les racines, décou-
pées en cossettes, sont s€chées (12 % d'eau au maximum) et torréfides a 140° C
pendant deux heures. Durant cette €tape, I'inuline est caramélisée et transfor-
mée en fructose ; I'intybine, substance ameére, se combine a lI'inuline pour
donner la saveur aromatique particuliere de la chicoréde (BLANC, 1978). Le
produit est ensuite refroidi rapidement, puis déshydraté par atomisation. Outre
cette utilisation, la chicorée est cultivée pour ses feuilles qui sont consommées

en salades, particulierement sous forme d'endives forceées.

3.1 - Aspect agronomique
La chicorée est plus exigeante que le topinambour. Elle nécessite
des sols peu profonds, frais, limoneux, ou sableux a limoneux et suffisamment
pourvus en chaux ; les terres lourdes sont deconseillées. Les jeunes plantes
sont sensibles au froid pour les premiers stades de croissance, et un climat
frais, brumeux, oce€anique, est favorable. Le semis a lieu fin avril a début

mai sur un terrain bien prépar€ par un labour d'automne et fumé abondamment
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par 1 000 et | 500 kg d'engrais composé€, plus 100 a 150 kg de nitrate par
hectare. Il s'effectue soit avec des graines enrobées ou nues, a l'aide de semoirs
de précision en lignes écartées de 0,40 a 0,45 m a raison de 30 a 35 grains
au metre lindaire. La culture nécessite des binages et désherbages. Lorsque
la culture est effectude pour la racine, la récolte s'effectue fin octobre a
I'aide d'un matériel qui assure a la fois le décoltage, l'arrachage et le char-
gement. Les rendements moyens a I'hectare sont de 35 & 40 tonnes de racines
contenant 20 % de matiere seche, et 10 a 12 tonnes de feuilles (MOULE,
1972). Cependant, nous ne retrouvons pas ce poids aprés forcage car il y a une

perte de 5 a 25 % de la matiere seche.

3.2 - Technique de forcage de I'endive

La carotte, bien developpée, est arrachée, coupée au collet, puis
forcée. L'opération de forcage peut étre faite de maniére traditionnelle :
la carotte d'endive est remise en terre, en couloir, recouverte d'un mélange
de terre fine et de paille, le tout sous plastique ou tdle ondulée, puis mainte-
nue a une température de 20° C pendant 18 a 21 jours. De nombreuses recher-
ches permirent, des 1970, une véritable industrialisation du forcage en salle,
sans terre de couverture, et notamment en culture hydroponique. Ce dernier
procedé, qui s'avere le plus rentable, consiste a ranger les carottes dans des
bacs €tanches (mé€taliques ou plastifi€s) pour que I'extrémit€ de la racine baigne
dans 4 a 5 cm d'eau ou, mieux, de solution nutritive. Le "chicon" (partie feuil-
lue) se développe ainsi en salle obscure et thermo-régulée. Les "chicons" sont
ensuite commercialis€s tandis que les "carottes" sont gene€ralement utilisées
en alimentation animale ou abandonnées en tas pourrissants a proximité des
zones de production, ce qui représente un danger de proliférationd'agent infec-

tieux et notamment le Sclerotinia sclérotiorum.

3.3 - Composition physico-chimique
Les racines de chicorée possédent une composition voisine de celles
du topinambour.
La composition chimique de la racine d'endive apres forcage (TA-
BLEAU 6 ) (Rapport C.E.R.T.L.A., 1973), nous indique que les teneurs en
cellulose et matiére azotée totale (M.A.T.) sont faibles, de méme que la teneur
en minéraux, a l'exception du potassium. En unité fourragére (U.F.), la racine

d'endive représente a poids €gal, trois fois la valeur de celle de la betterave,
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ELEMENTS ORGANIQUES

POUR 100 GRAMMES DE
PRODUIT BRUT

Humidité
Matiere seche
Azote total
Protéines totales

Liquides totaux

Sucres réducteurs
Inuline

Indigestible glucidique
Cellulose weed

Matieres pectiques

Glucides totaux (exp. en fructose)

73,45 g.
26,55 g.
0,168 g.
1,05 g.
0,36 g.
21,61 g.
5,77 g.
14,13 g.
1,17 g.
11,00 g.
0,12 g.

ELEMENTS MINERAUX

QUANTITE EN MG

Cendre totale a 550° C
Calcium

Phosphore

Sodium

Potassium

Fer

Magnésium

Cuivre

820

65

48

12 rapport {(l:ag[; -

443 K/Na -
| 35,9

21

0,2

ACIDE AMINES LIBRES

QUANTITE EN MG

Arginine

Cystine
Histidine
Isoleucine
Leucine

Lysine
Méthionine
Phenyl alanine
Thionine - serine

Valine

66

traces

5,4
9,82
4,72
8,92
traces
9,00
75,00
7,00

TABLEAU 6 : Composition chimique de I'extrait de racine d'endive forcée.

(Rapport C.E.R.T.L.A., 1973).




mais elle ne contient pas plus de matiere azotée digestible (M.A.D.) ; c'est
donc un aliment essentiellement é€nergetique. La valeur fourragere (V.F.) d'un
hectare de racines forcées équivaut a3 92 % de celle d'un hectare de betterave.
L'apport en protéine des racines d'endive ne représente que 40 % de !'apport
des betteraves, l'extractif non azot€ (E.N.A.) est essentiellement représenté
par l'inuline.

Comme pour le topinambour, la teneur et la nature des sucres
varient selon I'époque de la récolte et le stockage (BHATIA et COLL., 1974 ;
PHILIPS et RUTHERFORD, 1976).

Le potentiel en glucose et fructose est €galement €tudié, le rapport
—g—— varie de 0,1 a 0,35 (HABER et COLL., 1941 ; CHUBEY et DORREL,
1977). Une récolte tardive entrafne une augmentation sensible de ce rapport,

comme pour le topinambour.

3.4 - Valeur alimentaire des carottes d'endives apres forcage

Les carottes d'endives peuvent servir a ['alimentation du bétail,
mais leur utilisation doit faire I'objet de quelques précautions, ce qui constitue
un frein a leur emploi. En effet, une dose modérée engendre des fermentations
au niveau du rumen, de type butyrique, certes favorables a la production lai-
tiere, mais pouvant provoquer aussi des troubles (c€tose).

A dose excessive, l'inuline favorise ['acidose lactique et l'appari-
tion de troubles digestifs et des complications générales liées & la résorption
d'acide lactique et d'histamine. Les propriétés diarrhétiques bien connues
de la racine d'endive peuvent étre reli€es a la présence d'inuline, mais également

a la richesse en potassium, en principe amers, et en latex.

4) Conservation des racines

L'usage actuellement envisagé pour ces plantes riches en hydro-
carbones, et en particulier pour la "Chicor_e'e", nécessite encore de nombreuses
études au niveau agricole. Les conditions de production, la mécanisation de
la culture et tous les aspects li€s a ['utilisation des produits, en particulier
la conservation et le conditionnement, doivent étre ameéliorées. La conserva-
tion des racines hors du sol pose un probléme important : celles-ci se fl€tris-
sent et pourrissent assez rapidement ; leur utilisation industrielle nécessite
des travaux de recherches et la mise au point des techniques de fermentation

a partir de ces plantes, nécessite un approvisionnement permanent en matiere

22




premiere difficilement compatible avec la campé.gne de production qui s'€chelon-
ne souvent de septembre a fin avril. Il faut donc mettre au point des procédés
satisfaisants de stockage et de conservation de ces racines. Plusieurs modes
de stockage ont déja été €tudi€s :

- La conservation est, certes, trés efficace mais n'est pas envisa-
geable pour utilisation a grande €chelle ;

- La conservation en chambre froide, a + 4° C, présente de bons
résultats, méme apres un sé€jour de 6 mois, a condition que les racines n'aient
pas €t€ lavees au prealable ;

- D'autres modes de conservation, tels que la préparation de jus
concentrés ou acidifiés, sont a I'étude a !'Institut Francais du Pétrole (1982),
en particulier un extrait dont le pH est amené a 1,5. Ces extraits se conservent
bien a température ambiante pendant 25 a 30 jours, sans apparition de conta-

mination. L'inuline est alors presque totalement hydrolysée.

Pour une production industrielle, le stockage doit étre le plus simple
possible, par exemple sous forme de silos sur le champ, et isolés par des couches
de terre ou une bache en plastique. Cette méthode de stockage est a I'étude
au Centre de I'Energie Solaire (TORAN-DJAZ, 1983) ;

- Pour les stockages au laboratoire et dans un but d'utilisation
rapide, nous avons broye les carottes d'endives preéalablement lavees (broyeur
de végétaux D 38 Black et Decker). La purée obtenue est homogénéisée puis
placée au congélateur a - 20° C, en sachets de plastique individuels.

Lors du stockage des racines en chambre froide a + 4° C, nous avons pu obser-
ver un ramollissement rendant le broyage difficile, une dépolymeérisation des
polyfructosanes, une augmentation des sucres reéducteurs et notamment le
glucose. RUTHERFORD et WESTON (1968) avaient déja décrit ce phénoméne.

5) Exploitation des plantes riches en polyfructosanes

St I'exploitation des plantes riches en inuline a beaucoup regres-
sée apres la seconde guerre mondiale, la technologie sucriere a bien évolué .
L'adaptation des techniques sucriéres au topinambour est a I'étude a I'Institut
Frangais du Petrdle et se présente favorablement avec un rendement d'extraction
des sucres de 95 %. Par ailleurs, plusieurs auteurs ont utilisé€ le jus d'extraction
comme milieu de base pour la production -d'alcool ou de protéines (DUVNJAK,
1981 ; GUIRAUD, 1981 ; WILLIAMS, 1982 ; MARGERITIS, 1981). Mais peu

de microorganismes sont capables de convertir directement l'inuline en €thanol ;
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une hydrolyse préalable, soit chimique, soit enzymatique, est nécessaire

I'obtention de mo{its fermentescibles.

5.1 - L'hydrolyse chimique

Déja des auteurs tels que KIERTAN (19380), GUIRAUD (1981) ont
tenté d'hydrolyser I'inuline contenue dans des plantes comme le topinambour,
ou la chicorée par hydrolyse chimique. Cette hydrolyse se fait a pH acide
et a température €levée. Pour une méme température, plus le pH est bas,
plus I'hydrolyse est rapide : a 85° C, une heure environ a pH 1,5 et 3 heures
a pH 3,5 (FLEMING, 1979). L'hydrolyse est rarement compléte, la liaison termi-
nale glucose - fructose €tant particulierement résistante. Ce proc€dé engendre
souvent des compos€s indésirables par dégradation des molécules relativement
fragiles. ZITTAN (1981) a noté l'apparition de 5 % de dianhydride de fructose.
La neutralisation des hydrolysats peut s'effectuer a la soude, la potasse, I'am-
moniaque, la chaux et le carbonate de calcium. »

L'emploi de soude et de potasse entraine une .augmentation de
la force ionique qui n'est pas toujours compatible avec une croissance micro-
bienne ultérieure. L'emploi d'ammoniaque est d'un prix prohibitif. La precipi-
tation des complexes de calcium, lorsqu'elle est incompléte, peut géner la
suite des opé€rations.

En définitif, ces procédés physico-chimiques se sont avérés peu

rentables.

5.2 - L'hydrolyse enzymatique
L'hydrolyse enzymatique présente une alternative interessante.
Plusieurs B fructofuranosidases capables d'hydrolyser les B fructosanes ont €té dé-
crites. Dans le chapitre suivant, nous analyserons les données bibliographiques
se rapportant aux différentes B fructofuranosidases rencontrées chez les microor-

ganismes.




I - ETUDE DES 8 FRUCTOFURANOSIDASES

AVIGAD et BAUER (1966) ont class€ les inulinases dans le groupe
des fructane-hydrolases qui regroupent les enzymes actives sur les polymeres

du fructose. Ils distinguent trois categories, selon la nature de la liaison fructose -

fructose hydrolysée.

1) Les eniymes spécifiques de la liaison B2-6

Elles sont appelées levane-hydrolases ou levane-6-fructanohydrolases.
Elles hydrolysent les levanes en libérant des oligofructosides de tailles varia-
bles et, dans certains cas, du fructose ou du difructose. On rencontre ces
enzymes chez de nombreuses bactéries : Azotobacter, Aerobacter levanicum (HES-
TRIN et GOLDBLUM, 1953), Arthrobacter tumenscens (ZELIKSON et HESTRIN,
1961), Pseudomonas sp. (AVIGAD et ZELIKSON, 1963). Il est interessant de noter,
comme nous l'avons signalé dans le paragraphe I, que toutes ces bactéries
produisent €galement des levanes. Ces enzymes sont sans action sur le saccha-
rose, le raffinose et I'inuline, bien que, dans certains cas, une légére hydrolyse
(3 %) a pu étre constatée (ZELIKSON et HESTRIN, 1961).

2) Les enzymes spécifiques de la liaison Bl1-2

Elles sont appel€es inuline-hydrolases ou inuline-1-fructanohydro-
lase. Il s'agit d'enzymes hydrolysant !'inuline, le raffinose et le saccharose
mais n'ayant pas d'action sur les levanes. Elles se rencontrent chez les plantes,

les levures et les moisissures.

2.1 - Chez les plantes

Ces types d'enzymes sont pr=e'sents dans les tubercules de topinam-
“bour (EDELMAN et BACON, 1951 ; EDELMAN et JEFFORD, 1964). Ces auteurs
ont montré qu'il existait en fait trois types d'enzymes : une invertase, agis-
sant sur le saccharose mais sans action sur l'inuline, et deux inulinases appe-
I€es hydrolases A et B (EDELMAN et JEFFORD, 1964). Ces derniéres sont
pratiquement inactives sur le saccharose, mais hydrolysent I'inuline en libérant
du fructose et un résidu non réducteur. Ces enzymes n'agissent pas sur les
levanes d'origine bactérienne (82-6), ni sur I'irisine B2-6, B1-2. Les pH optimaux

d'action sont respectivement de 5 et 5,5. Ces deux enzymes sont séparées




tacilement par chromatographie sur D.E.A.E. éelllllose. D'autres plantes, riches
en inuline, possedent dans leurs racines un systéme enzymatique identique,
comportant une invertase et deux hydrolases actives sur I'inuline ; c'est le
cas du pissenlit (Taraxacum officinalis) (RUTHERFORD et BEACON,1962 a, b)

et de la chicorée (Cichorium intybus) (FLOOD et COLL., 1970 ; RUTHERFORD
et PHILIPS, 1970).

2.2 - Chez les moisissures
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Des inuline-hydrolases ont €te décrites chez les moisissures : Aspergil-

lus niger possede une inulinase active sur I'inuline, mais sans action sur le
saccharose et le raffinose (NAKUMARA et COLL, 1978 a). Cette enzyme
est une endo-enzyme et produit des oligofructosides a partir de I'inuline (inu-
lotriose, inulotetraose, inulopentose), son activité maximale se situe a pH = 5,3
et a 45° C, son Km sur 'inuline est de 1,25.107% M.

Une autre espece d'Aspergillus possede une inulinase, mais qui
a un mode d'action totalement différent (NAKAMURA et COLL., 1978 b).
Cette enzyme hydrolyse a la fois l'inuline et le saccharose et libére du fructose
par l'extrémité de la chaine en laissant un résidu non réducteur ; son activité

maximale se situe a pH = 5 et 55° C ; son Km sur inuline est de 1,87.1073 M.

2.3 - Chez les levures
De nombreuses levures possedent des enzymes actives sur 'inuline ;
ces enzymes sont en général de BI-2 fructofuranosidases. Il a ¢€t€ démontré
que chez les levures (contrairement a celles des plantes), l'a(ttivité sur le
saccharose et celle sur l'inuline sont dues a une méme enzyme (YURKEVICH
et COLL., 1972 ; YURKEVICH et KOVALJOVA, 1972 a ; KOVALJOVA et
YURKEVICH, 1973 ; NEGORO et KITO, 1973 a).

2.3.1 - Chez Saccharomyces cervisiae
Elle possede une invertase faiblement active sur inuline et dont
le rapport—ls— (inuline/saccharose) est tres faible (SNYDER et PHAFF, 1960).
Cette enzyme est capable de dégrader les levanes ; son pH optimum se situe
pour le saccharose et le raffinose entre 4,5 et 5,5. L'enzyme reste trés active
a pH acide. Elle existe sous deux formes : intra et extracellulaire (GASCON

et COLL., 1968). Elle est partiellement inductible car sa biosynthese et son
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excrétion dans le milieu sont stimulées par la présence de saccharose FRIHS
et OTOLENGH]I, 1959). Des B fructosidases de méme type, a faible activité
inulinasique, ont €té décrites pour d'autres levures : Saccharomyces paradoxus
(YURKEVICH et KOVALJOVA, 1972 b), chez Candida utilis (NEGOROQ, 1978).

Par ailleurs, WILFRED (1974) a mis en €vidence chez Saccharomyces
rouxii, une B fructofuranosidase cryptique hydrolysant le raffinose et le saccha-
rose, posseédant un pH optimum de 5,5 et un Km de 83 mM ; elle ne devient
active qu'aprés un traitement des cellules pendant deux minutes par 0,1 volume

d'acetate d'éthyl dans un tampon acétate pH 6.

2.3.2 - Chez Kluyveromyces fragilis

Des enzymes ont des propriétés tres voisines des précédentes,
mais leur activité sur inuline est beaucoup plus importante ; leur rapport —13— est
tres €levé. Cette caractéristique peut justifier leur appellation "inulinase",
mais il est difficile de les classer en E.C. : 3.2.1.26 (invertase) ou en enzyme
E.C. 3.2.1.7 (inulinase) et vice-versa. La B fructofuranosidase de ce type la mieux
connue et la mieux etudi€e est celle de Kluyveromyces fragilis (SNYNDER et PHAFF,
1960, 1962 ; YURKEVICH et KOVALJOUA, 1972 a ; NAHM et BYUN, 1977 ;
NEGORO, 1978 ; GROOT WASSINK et FLEMING, 1980 ; HEWITT et GROOT WASSIN,
1984). 11 s'agit d'une enzyme inductible par I'inuline et a moindre degre par
d'autres B fructosides, facilement excrét_e'e dans le milieu de culture, mais
€galement présente dans la cellule ; les enzymes extra et intracellulaires
ont les mémes propri€tés. Les caractéristiques décrites varient légerement
selon les auteurs. SNYDER et PHAFF (1960) et YURKEVICH et KOVALJOUA
(1972 a) ont montré que l'activité maximale sur inuline est a pH 5 et celle
du saccharose a pH 4 NAHM et BYUN (1977) signalent les activités respecti-
vement a pH 5,5 et 3, alors que NEGORO (1978) indique que le pH optimal
est identique pour les deux substrats a pH 4,5 et a 55° C. D'apres NEGORO,
'enzyme est stable a 55°C, mais dénaturée rapidement a 60° C, sans différence
notable selon le substrat. Par contre, NAHM et BYUN (1977) signalent une
perte notable d'activité a 55° C. Ces auteurs ont déterminé les Km : le Km
inuline est de 8.10 > M et celui du saccharose est de 6,7.10 > M. Cette enzyme
agit en libérant du fructose libre a partir de I!'inuline en laissant un résidu
non réducteur. Le glucose n'est libéré que lorsque toute la molécule de !'inuline
est deégradée. SNYDER et PHAFF (1962) ont montré qu'il s'agit d'un mécanisme
préférentiellement '"single chaine". Plusieurs auteurs considérent que cette
enzyme possede toutes les Cara(ttéristiqtles favorables pour une application
industrielle (GROOT WASSINK, 1982 ; HEWITT and GROOT WASSINK, 1984).




2.3.3 - Chez les autres levures

- Kluyveromyces lactis :

YURKEVICH et COLL. (1972) ont montré que cette levure posse-
dant une B fructosidase unique active sur l'inuline et sur le saccharose. Le
site actif, est le méme pour les deux substrats (KOULJOUA et YURKEVICH,
1973). Les pH optimaux sur ['inuline et le saccharose sont respectivement
de 4,] et 3,3. ‘

- Kluyveromyces marxianus :

Elle possede une inulinase fortement induite par l'inuline, mais
aussi par le saccharose, le fructose et le glucose. Selon SARAD PAREKH et
MARGARITIS (1985), K. marxiamus produit dans les conditions de culture une
quantité beaucoup plus importante d'enzyme que K. fragilis.

- Candida kefyr :

Il s'agit g'galement d'une enzyme inductible existant sous forme
extra et intra cellulaire et excrétg'e facilement dans le milieu de culture
(NEGORO et KITO, 1973 b). Les enzymes extra et intra cellulaires ont des
propri€tés similaires (NEGORO et KITO, 1973 b). Le pH optimal d'activité
se situe a 4,5 et la température optimale a 50° C, l'enzyme est relativement
stable a 55° C.

- Candida salmenticensis et Debaryomyces phaffii :

Isolés en 1980, 1981 par GUIRAUD et COLL., elles possedent un
systeme enzymatique actif sur I'inuline, le saccharose et le raffinose. Induc-
tibles, comme celle de K. fragilis, Par la présence d'inuline, aucune activité
enzymatique n'est pourtant de'celable aprés culture sur glucose, bien qu'il
n'existe pas d'effet glucose. L'activité inulinasique de deux souches deépend
d'une seule enzyme pour les trois substrats. La temperature d'activite varie
entre 45° C et 50° C avec un pH optimal de 4, et le rapport LS est de 0,l1.

- Pichia polymorpha :

Elle possede deux enzymes distinctes (CHAUTARD et COLL.,
1981). Ces auteurs ont observé, en étudiant l'effet du pH, qu'il y avait deux
activités maximales respectivement a pH 2 - 2,5 et pH 4 - 5,5. La séparation
chromatographique (D.E.A.E. cellulose) a permis d'ailleurs de mettre en évidence
effectivement deux types d'enzymes qu'ils ont appelées El et E2.

Les propriétés de El sont les suivantes : pH 2,5, tempeérature maximale de
45° C, Km sur inuline = 2,5.1072 M.,

Les propriétés de E2 sont : pH optimale 4,5 - 5, temperature optimale de
45° C, avec un Km sur inuline de 1,3.10 > M.

Ici, contrairement aux inulinases, la stabilit€ de I'enzyme E2 conservée a

+ 4° C ou par congélation a - 18° C est faible (une semaine).
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3) B fructosidasiques non spécifiques '

Il s'agit d'enzymes actives a la fois sur inuline (B1-2) et les levanes
(B2-6). De telles enzymes ont €te décrites chez les levures (SNYDER et PHAFF,
1960) et chez les moisissures. Penicilium possede en fait trois enzymes extra-
cellulaires qui hydrolysent I'inuline, le saccharose et les levanes en libérant
du fructose (NAKUMARA et COLL., 1977). Ces enzymes sont séparables sur
D.E.A.E. cellulose ou sephadex ; leurs pH optimaux sont respectivement de
4, 4,5 et 5 et leur Km : 1,73.10—1't M, 2,33.10-4, 1,57.10-4 sur inuline. -

Des microorganismes du rumen possedent €galement une activité
fructane hydrolase (THOMAS, 1960). Les protozoaires cili€s holotriches ont
une activit€ de type '"exo" et dégradent l'inuline et les levanes en donnant
du fructose (PUNJ et COLL., 1970).

4) La B fructofuranosidase chez les bactéries

L'étude d€taillée des inulinases (B1-2 fructosidase) bactériennes n'a pas
ét€ tres développée dans la litterature, a l'exception des travaux entrepris
par TANAKA et COLL. (1972). Ces derniers ont isolé un Arthrobacter possédant
une inulinase, libérant du difructose anhydre a partir de I'inuline ; ils I'ont
nommée inulinase secondaire. Cette enzyme a une activité maximale a pH6
et a 50° C (UCHIMAYAMA et COLL., 1973). Elle est active surles oligofructo-
sanes ayant au moins deux résidus fructose et non surle saccharose, le raffinose
et les levanes. TANAKA et COLL. (1981) ont pu mettre en évidence une acti-
vité surles levanes, en libérant la aussi un difructose anhydre. Par ailleurs,
NAKAYAMA et COLL. (1983) ont montré que la méme bactérie possédait une
inuline fructotransférase.

Plusieurs autres bactéries possédant des levanes-hydrolases spécifi-
ques de la liaison B2-6 Ont ét€ decrites : Azotobacter, Aerobacter levanicum
(HESTRIN et COLDBLUM, 1953), Pseudomonas (AVIGAD et ZELIKSON, 1963),
Actinomyces viscosus (MILLER et SOMERS, 1978), Bacillus polymixa (FUCHS,
1959), Streptococcus sp. (DACOSTA et GIBBON, 19638), Streptococcus sanguins et
Streptococcus muteurs (WALKER et COLL., 1983) possedent selon ces auteurs pro-

bablement un exolevanase ayant une lé€gere action sur l'inuline.

Conclusion
Plusieurs enzymes capables d'hydrolyser les liaisons B fructosides ont

€te€ décrites chez les microorganismes (moisissures, levures) et chez les plantes.
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S'il est possible de mettre a part les levanes hydrolases, la distinc-
tion des inulines hydrolases et des B fructosidases non spécifiques est tres
artificielle. On trouve en effet de nombreux types d'enzymes pouvant dégrader
I'inuline et il est difficile d'en €tablir une classification. Toutefois, les B fructosi-

dases actives surl'inuline et les invertases ont des propri€t€s voisines.
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IV - ETUDE DE LA REGULATION DU SYSTEME ENZYMATIQUE EXTRACELLULAIRE

1) Effet glucose

Plusieurs travaux, notamment ceux de HARDER (1979) portant
sur les mécanismes de la biosynthese des enzymes extracellulaires, ont montré
que le glucose jouait un réle régulateur important. Ce phénoméne a €t€ large-
ment €tudi€ chez les bactéries productrices d'a-amylase et de B-glucosidase extra-
cellulaire (WALKER, 1963 ; COLMAN, 1967 ; MEERS, 1972 ; NARISAMA,
1974). Ainsi, COLMAN a remarqué que la biosynthése de I'a-amylase extracellulai-
re de Bacillus subtilis est maximale vers la fin de la phase exponentielle et la pha-
se stationnaire, ce qui a permis a d'autres auteurs SCHAEFFER, 1969 ;: MEERS.
1972) de conclure que cette enzyme €tait effectivement sous la dépendance
du glucose,idu fait ‘que I'enzyme n'apparait dans le milieu qu'apres utilisation
complete du glucose libéré€ dans le milieu de culture.

Une autre €tude récente de MOHINDERGIT (198%) sur la B glucosidase
extracellulaire de Trichoderma harzianum montre que 13 aussi la répression
de I'enzyme extracellulaire en présence du glucose dans le milieu existe et
ce n'est qu'apres utilisation compléte du glucose que la synthése et la libération
de l'enzyme sont de nouveau observé€es. Il apparait que ce phénomene d'effet
glucose sur la production de l'enzyme désigne le mécanisme selon lequel le
glucose inhibe I'entrée de substrats complexes (polymeéres) dont I'utilisation
necessite la synthése d'enzyme inductible, ou entraine leur sortie du cytoplasme.
D'autres auteurs suggerent que l'effet glucose est un phenomene selon lequel
le glucose inhibe immédiatement, mais transitoirement, la synthese de I'enzyme
quand il est additionné a une culture utilisant un substrat complexe qui est

consommeé plus lentement.

2) Réle de I'A.M.P. cyclique

D'autres travaux, effectués récemment, ont permis de définir

le mécanisme de la répression catabolique dépendante de I'AMPc (ELOROZA,
1977 ; BOSTFORD, 1981). Il apparait que les substrats rapidement métaboli-
sables provoquent la diminution de I'AMPc intracellulaire, ce qui entrafne
une inhibition de ['expression de certains genes inductibles ou constitutifs,
cette inhibition est levée par addition de I'"AMPc¢ qui, en s'associant avec "cyclic

AMP receptor protein ou C.R.P.", agit au niveau de I'ADN en facilitant la




fixation de I'ARN polymérase et, de ce fait; la transcription. Cependant, ce
phénoméne a €été contesté par ULLMANN (1985)qui montre que I'AMPc n'est
pas le seul modulateur, le taux intracellulaire de ce nucléotide est plutdt
la conséquence et non la cause de la répression catabolique, et I'expression
des genes est régulée soit négativement par des catabolites, soit positivement
par le complexe AMPc - C.P.R.

Les inulinases qui ont été etudides sont fortement induites par
I'inuline et a moindre degré par d'autres B fructosides alors qu'aprés culture
sur glucose la teneur en enzyme est trés faible et il n'y a pratiquement jamais
d'enzyme dans le milieu de culture. Rappelons que la synthése de l'invertase
de Saccharomyces cerevisaeest réprimée par le glucose (GASSON et OTTOLENGHI,
1972 ; EL ORZA et COLL., 1977) ; des résultats similaires ont &t€ observes
chez les levures productrices d'inulinase notamment chez K. fragilis (SNYDER et
PHAFF, 1960 ; GROOT WASSINK, 1980).. ChezCandida kefyr (NEGORO et KITO,
1973 a) et chez Pichia polymorpha (BAJON, 1983).

Le substrat de croissance semble avoir une influence sur I'excré-
tion et I'inuline €tant le stimulant de l'excrétion le plus actif et la aussi le
glucose réprime complétement la biosynthése de l'enzyme. Ce type de régula-

tion parait fréquent chez les enzymes extracellulaires (HARDER, 1979).

3) Amé€lioration de la production de I'enzyme

De nombreux travaux portent actuellement sur |'amélioration et
le rendement de la production par voie génetique.

La mutagénese devrait permettre ['obtention des mutants constitu-
tifs, de telle sorte que la culture des microorganismes producteurs puisse se
faire sans inducteur, ou bien la synthése de l'enzyme ne soit pas réprimée.
De plus, les mutants résistants a la répression catabolique peuvent parfois
produire des quantités importantes d'enzymes ; ils sont intéressants dans la
mesure ou ils peuvent étre cultivés dans des milieux complexes dans lesquels
la source de carbone est bon marchél Un tel mutant a €té obtenu chez Saccharo-
myces cervisiae par LAMPEN et 'NEUMAN (1967), il produit pres de 2 % de ses

protéines sous forme d'invertase.
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BUT DU TRAVAIL

Le but de ce travail est d'étudier la possibilité de produire du
fructose en valorisant certaines productions agricoles telles que les endives,
culture typiquede la région Nord -Pas-de-Calais. En effet, cette plante contient
des réserves interessantes de polyméres de fructose : l'inuline et ses dérivés.

Actuellement les possibilité€s d'utilisation sont variées :

- Production de sirop a haute teneur en fructose : l'inuline est
un polymere du fructose et constitue une source potentielle de ce sucre. Il
existe un marché important pour des sirops a haute teneur en fructose obtenu
par conversion de ['amidon de mais qui s'effectue par ['intermédiaire de trois

types d'enzymes : I'amylase, la glucoamylase et la glucoisomérase.

- Utilisation en tant que source de carbone en fermentation pour
la production de protéines par culture des microorganismes, en particulier
les levures, sur des extraits riches en polyfructosanes , et la + production
d'alcool qui actuellement est un des produits €nergétiques préconisés pour rem-

placer, au moins partiellement, les carburants.

La production du fructose parait la plus interessante. Plusieurs
auteurs ont travaillé sur ce sujet et ont présent€ divers moyens pour produire
du fructose a partir de l'inuline par hydrolyse acide ; d'autres auteurs ont

étudi€ des inulinases d'origine fongique et de levures. Ces enzymes sont gé€né-

ralement endocellulaires, difficiles a obtenir ; il faut un traitement préala-

ble des cellules qui les contiennent avant de les extraire.

Au niveau industriel, les enzymes habituellement utilisées sont
des enzymes exocellulaires. Notre tache consistait a trouver des bactéries
aptes a produire des enzymes extracellulaires, capables d'hydrolyser ces poly-

fructosanes.
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Dans la premiére partie de notre travail, qui consiste a l'obtention
d'une B fructofuranosidase, il a €ét€ nécessaire d'approfondir la mise au point
d'une meéthode de screening, des conditions de culture des microorganismes pro-
ducteurs, des €tudes des différents paramétres physico-chimiques influencant

I'apparition de l'activit€ enzymatique et d'une méthode de purification grossiere.

Dans une deuxieme partie, l'obtention d'une enzyme purifie était
indispensable, d'une part pour approfondir la connaissance de ses propri€t€s
catalytiques et, d'autre part, pour permettre |'étude de la relation existant
entre la structure de la prot€ine et l'activité enzymatique. Nous avons donc
fractionné nos extraits enzymatiques jusqu'a l'obtention d'une préparation
ne contenant qu'un seul type de protéine suivant plusieurs critéres (homogénéiteé
par chromatographie sur colonne, sur H.P.L.C., électrophorése, etc...). Ce
résultat nous a permis d'entreprendre I'analyse qualitative de la protéine (com-
position en acides aminés et en sucres) et ensuite le probleme de la détermina-
tion des groupes impliqué€s dans l'activité enzymatique. Nous avons pu ainsi

entrevoir I'importance des groupes carboxyl, imidazole, thiols.

Ensuite, dans une troisiéme partie, une €tude portant sur la régula-
tion de la biosynthése de I'enzyme a montré que le glucose inhibaitlfortement
cette biosynthese.

Dans un objectif d'optimiser la production de I'enzyme, il nous a semblé justifié
d'améliorer la rdsistance de la bactérie a cet effet glucose. La mutagénese

nous a permis l'obtention d'un mutant plus résistant que la souche sauvage.

Enfin, dans une quatrieme partie, nous avons abord€ la possibilite
de production de fructose a partir de polyfructosanes de hauts poids molécu-
laires (I'inuline commerciale) et a partir de I'extrait d'endive riche en oligo

et polyfructosanes par hydrolyse enzymatique.

Les données bibliographiques relatives a ces différents problémes

seront abordees dans les chapitres correspondants.

Une partie des resultats a déja fait I'objet de deux communications

et un article est en cours de rédaction.
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1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Parmi une centaine de souches bactériennes, nous avons sélection-

né une souche LA.A.L. - E.M. 278 (U.S.T.L. Flandres Artois) et qui semblait

avoir une activité B fructofuranosidique huportante.

Les souches sont conservées soit sur milieu liquide glucosé€ a - 20° C
en présence de glycdrol - a 20 % comme antigel pour garder la culture a I'dtat

liquide, soit dans un milieu solide : tryptone caséine soja ou par lyophylisation.

2. MATERIEL VEGETAL

Nous avons utilisé des carottes d'endive (Cichorium intybus), variété
Zoom, avant et apres forgage. Dans la mesure du possible, les carottes ont
ét€ utilis€es fraiches mais, dans certains cas, leur conservation a €té obtenue
par réfrigération a + 4° C (moins de 10 jours) ou par congélation en sachets

plastique, apres leur broyage.

3. MILIEUX DE CULTURE

3.1 - Milieu synthétique non tamponné

NaNO3 .............................................. 2 g
KZHPOI’L ............................................. 0,5 g
CAC]yureerresersneessieniseresessessses s 0,1 g
MgSOq ............................................... 0,5g
F(‘SOq, 7 HZO ......... trace
Eau distilléee q.s.p. 1| pH 7

pH ajusté par une solution soude (NaOH 2N)

3.2 - Milieu synthétique tamponné

NH,, H PO, i 8 g
(NH, )5 PO b og
MgSOQ, 7 HZO ................................. - 0,5 g
O T B I e 0,5 g
FeSO ., 7 HoOurniicmiienis rrace

Eau distillée q.s.p. | |
pH 7
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3.3 - Milieu de culture riche

Peptone.iiiiicececiiiieiiieicianniaiiicecesananas . 5 g
Extrait de levure..cicivecesieieceseensossacenes 1 g
MgSO4 7 HZO ................................... . 0,2 g
Kszoq .......................................... 1 g
10 CLLLCCTICIIIORITIINREORIRLI 0,5 g
NaNO3 .............................................. 2,0 g
FeCl2 ............................................... trace
Eau distillée q.s.p. | |

pH 7

3.4 - Milieux g€los€s

- Les milieux gélosés ont la méme composition avec addition de
15 g.l—1 d'agar agar (Difco)
- Gélose blanche : elle renferme 7,5 g de bacto-agar (Difco) par

litre d'eau.

3.5 - Milieu de conservation et entretien des souches bactériennes

3.5.1 - Milieu solide

Peptone de Cas€ine ...ceeceeecreirenceneenennn 15 g
Peptone de sOja.ccicececcctrinececncanacanen, 5 g
Chlorure de sOdiUM..ececereraiaracasenniacanas 5g
AZAr-AGAr .eetsscraresresoresaracnonascoresosass . 15¢g

Eau distiliée q.s.p. 1 |
pH final 7,3 a 25° C

3.5.2 - Milieu liquide

(ST T —— . 7 g
KH,PO  esvveeessnesssssesssssnssssosesesssssenss 3 g
Citrate de Naiciiiereiececeernracasncocniananens 0,5¢g
MESOys 7 HyOureeessersssensssmnsssascsenneces 0,1 g
Eau distillée g.s.p. 1 |

GIYCETO! crveirenancresieseetacncseecsersnacensans 20 %

Tous les milieux sont stérilisés a 120° C pendant 20 mn. La source
de carbone est additionnée a la concentration finale correspondante sous

forme de solution sterilis€e a 105° C pendant 30 mn.
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3.6 - Solutions diverses

- Seérum physiologique

NaCl cevevencenees ceeeeeenersittnninsnne cersnasaens . 9 g
Eau distillée g.s.p. | 1

pH 7

- Tampon phosphate

NazHPOq..’ .................................. creen o 0,2 M
NaHZPO4 ........... B N 0,2 M
Tampon citrate phosphate

Citrate de SOdiUM.ceriiiieeiiinncscensconanenne 0,1 M
KH2P04 ............................................ 0,l M
Tampon tris malique

SOIULION Tl iSeecettereeccceccrncraserensscsscassans 0,0 M
Acide malique..iiieeeiiiiiieiriuiincrecnniecens 0,5 M

4. PROCEDES DE CULTURES DES BACTERIES

Nos €tudes de croissance des différentes souches sur les milieux
retenus ont €té, dans un premier temps, réalis€es en tubes, en flacons sous
agitation ; nous avons eu ensuite la possibilité d'utiliser un biophotomeétre

original ; les cultures ont enfin €t€ entreprises en fermenteur de laboratoire.

4.1 - Cultures en tubes

Elles ont toutes €t€ réalisées dans des tubes de 20 x 220 ml conte-
nant chacun 8 ml ; chaque tube est inoculer par 0,1 ml d'une suspension conte-
nant 109 bactéries/ml. Les cultures sont maintenues a 30° C, en agitation
rotatoire continue. L'utilisation de la table d'agitation (105 rotations/mn)
permet d'otenir une aération convenable du milieu. La croissance est contrdlée

par des mesures régulieres de l'absorbance a 600 nm.

4.2 -~ Cultures en flacons

La grande majorité des cultures a €té aussi réalisée en flacons
de 500 ml ; ces flacons ne contiennent que 100 ml de milieu, sont ensemences
avec | ml de suspension bactérienne.

Les cultures sont maintenues a 30° C sous agitation rotative,

identique a celle utilisée pour les cultures en tubes.




Un préléement de 5 ml est effectué régulierement pour apprécier
d'une part l'absorbance a 600 nm et le nombre de cellules viables et, d'autre
part, ces prélévements seront centrifugés et stockés a - 20° C pour les dosages

des sucres et I'étude de I'apparition de l'activité enzymatique.

4.3 - Culture en biophotometre

Certaines = cultures comparatives sont réalisées dans des tubes
qui sont plac€s dans un appareil, le biophotometre (MARAIS et COLL., 1981).
Celui-ci permet le suivi de la croissance par la mesure automatique de la
densité optique (D.O.) dans des conditions précises d'agitation et de tempera-
ture. Les cultures sont réalisées en incubant 10 ml de milieu synthétique
a 30° C, l'agitation est de type "Vortex" de 500 r.p.m.. La D.O. est mesuree
automatiquement a 700 nm toutes les 15 mn ; les substrats sont ajoutés a

des concentrations variables.

4.4 - Culture en fermenteur

Nous avons constaté qu'au cours des cultures en tubes et en fioles,
la croissance et l'apparition d'activit€é enzymatique sont limitées ; en effet,
dans ces conditions de cultures, les cellules sont dans un €tat physiologique
mauvais. Pour cette raison, mais €galement afin de pouvoir contrdler certains

parametres de cultures, on a réalis€ des cultures bactériennes en fermenteur.

4.4.1 - Description du matériel

Nous avons utilis€ le petit fermenteur “Setric" ayant un volume
utile de 3 | (FIGURE 5 ). Il est constitué d'une cuve de 3 | coiffée d'une

platine ou sont fixés les capteurs suivants :

une €lectrode du pH,

une sonde de température,

un déclin de mousse,

une sonde d'oxygene dissous.

L'appareil est muni d'une régulation de température et de pH
et d'un enregistrement sur papier de I'évolution de I'oxygene dissous et du
pH. L'aération s'effectue par injection d'air a une pression d'un bar ; le pH
est régulé par des solutions concentrées de H;PO, (2N) et NaOH (2N).

Les prélevement s'effectuent par une ponction a la seringue, a
travers un tuyau de caouchouc dur, une pompe péristatique assurant un débit

continu a travers le conduit.

38




39

sonde pH “

sortie air

(]
sonde & .
oxygéne .
dissous ——

échangeur \

thermique

AD
ino-
culation p N\ m '

raccord échangeur
thermique

prélévement

entrée base platine

entrée acide DN

entrée
d'air

contre pale

\

échangeur
thermique

Figure 5 : Lle germenteur.




4.4.2 - Conduite de la fermentaﬁon

a) Préparation

Trois litres du milieu sans inuline sont préparés ; 2 700 ml sont
induits dans la cuve de fermenteur ; 300 ml dans une fiole d'incubation de
500 ml. La stérilisation est assurée par autoclavage a 120° C pendant 1 heure.
Les solutions sucrées préparées et stérilisées séparément sont introduites

dans la fiole et dans le fermenteur juste avant l'inoculation.
b) Préculture

Elle s'effectue en fiole de 500 ml, qui contient 300 ml du milieu,
ensemencé avec 5 ml de suspension bactérienne. Le flacon ainsi inoculé est

mis a incuber sur agitateur rotatif a 105 tours/mn pendant 24 heures.

c) Inoculation du fermenteur

Le milieu préchauffé a 30° C est inoculé aseptiquement avec
la préculture qui représente 10 % du volume total. Nous avons effectué la
numeération des bactéries par dilution sur gélose nutritive, le nombre de bacteries

au temps t = 0 est sensiblement égal a 10%/mi.

d) Déroulement et surveillance de la fermentation

~

5 a 10 ml de culture sont préleves aseptiquement a intervalle
de temps régulier, pour :

la vérification de la pureté de I'inoculum,

la mesure de l'absorbance a 600 nm,

la vérification du pH,

la d€termination du nombre de cellules viables/ml,

la détermination du temps de génération,

la consommation d'oxygene au cours de la croissance,

la centrifugation pour dosage du sucre,

I'évolution de I'apparition de l'activité enzymatique.

5. MUTAGENESE CHIMIQUE

la

[V 3

On utilise le N-methy!-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (N.T.G.)

concentration de 740 pg/m! dans le tampon tris malique :

Acide malique 0,1 M aveeviniieiiiiinnnnenn. 5 ml
Tris (hydroxymethyl-amino-méthane) 0,1M 9 ML
Eau distillée q.s.p. 1 |
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L'agent mutagene est dissous dans le tampon phosphate par agitation,

2 heures a 37° C. Le culot de centrifugation de la culture bactérienne est
lavé et remis en suspension dans 10 ml de tampon tris-maléique auxquels

on ajoute le méme volume de solution de N.T.G. ; on laisse agir I'agent mutagéne

30 mn a 30° C en agitation, puis on centrifuge, on lave et on reprend les
cellules dans du tampon phosphate. Les germes viables sont dénombrés avant

et apres action de la N.T.G.

6. TECHNIQUE ENZYMATIQUE

6.1 - Purification d'enzyme

6.1.1 - Dialyse

Les préparations enzymatiques ont €té dialysées contre de I'eau
ou du tampon phosphate 0,01 M a pH 6, al'aide de bddin de dialyse généralement

pendant une nuit.

6.1.2 - Précipitation au sulfate d'ammonium

Le sulfate d'ammonium constitue une force ionique élevée, capable
de précipiter les protéines, donc de les concentrer et €liminer la plupart
des petites molécules contaminantes (SCOPES, 1973). A cette fin, le sulfate
d'ammonium a €été utilisé suivant le monogramme de DIXON (1953) qui donne
la quantité de sulfate solide a ajouter pour amener les extraits bruts au pour-
centage de concentration désirée. Les extraits sont soumis a une précipitation
fractionnée par palier de concentration de 10 % jusqu'a 90 % de saturation.
Les précipitations s'effectuent pendant 30 mn pendant une nuit a+ 4° C sous
agitation magné’tique douce. Les protéines précipitées sont récupérées par
centrifugation a 12 000 g pendant 25 mn. Le culot est remis en suspension
patr un volume minimum de tampon phosphate a pH 6. Le sulfate d'ammonium
restant dans l'extrait protdique est €liminé par dialyse sur bodin de dialyse

contre l'eau pendant une nuit.

6.1.3 - Filtration moléculaire

Le principe de la filtration sur gel est bas€ sur les capacités diffé-
rentes des molécules a pénétrer dans les pores de la phase stationnaire. Les
tres grosses molécules ne pénetrent jamais dans le gel et traversent plus
rapidement le support chromatographique. Les plus petites entrent dans les
pores du gel et se deplacent plus lentement. Les molécules sont donc €luées

dans l'ordre des masses moléculaires d€croissantes.



a) Gel de Sephadex G25

Le sulfate d'ammonium restant dans |'extrait protéique est éliminer
aussi par filtration moléculaire sur gel de Sephadex G25 (Pharmatra Fine
Chimicale) e'quilibre' dans un tampon phosphate 0,01 M, pH 6.

Le gel de Sephadex est un gel de dextrane modifié, dont les macro-

molécules réticulées forments un réseau tridimentionnel. Les petites granules
de Séphadex gonflent dans I'eau et se transforment en gel (Vg : volume propre
de la matiere de gel ; Vi : volume intérieur en gel). La phase aqueuse ex-
té€rieure au gel est appelée eau intersticielle (VO : volume mort). Une colonne
de gel est caractérisé€e par les parametres qui obéissent a la relation :
Vt = Vg + Vi. Les molécules dont la taille est supérieure a celle des mailles
de réseau circulent entre les sphéres du gel et sortent de la colonne avec
le front du tampon d'élution. Les petites molécules pénétrent dans les pores
diffusent a travers les mailles et s'éluent plus tardivement.

La limite inférieure d'exclusion se situe a une taille de 5 000.

Dans la pratique, la valeur VO est déterminée par une solution de bleu de

dextran 0,1 %. Pour éviter toute perte de protéines enzymatiques, le volume

recueilli apres le VO et de celui déposé dans la colonne.

Les activités globales sont détermindes a ce stade de purification.

b) Gel de filtration "Ultrogel ACA 34"

L'ultrogel est formé de petites spheres de polyacrylamide agarose
réticulé de 60 a 100 p de diametre. L'ultrogel LKB ACA 34 a été choisi car
sa zone de fractionnement (20 000 - 400000) convient a l'enzyme é&tudi€e.

Le gel, préalablement dé€gaz€ a la trampe a eau, est versé dans

une colonne de verre, puis €quilibré dans un tampon phosphate 0,01 M, pH
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Le niveau du gel dans la colonne est rapidement stabilis€ et le débit est maintenu

a 30 ml/h a l'aide d'une pompe péristatique. Le volume du gel est de I'ordre
de 900 gels (I m de hauteur et 2 c¢cm de large). Nous avons déterminé les
caractérjstiques de la colonne : VO = 35 ; Vi = 68 ml ; Ve de l'enzyme = 69 ;

V Kd = 0,5.




6.1.4 - Chromatographie sur D.E.A.E. cellulose

Principe : Sur la cellulose utilisée comme support sont fixés les
groupes diéthyl-amino-éthyl (D.E.A.E.) chargés positivement aux valeurs de
pH utilisé, sur milieu faiblement alcalin, des liaisons €lectrostatiques s'éta-
blissent entre les charges négatives des prot€ines et les groupements ammonium
quaternaire de !'absorbant. Les protéines qui différent par le nombre de leur
charge ou leur densité de charge seront séparées lors de I'élution par un gradient

de force ionique croissante.

Préparation de la colonne : Nous avons utilis€ une colonne de

30 cm de hauteur et de 2,5 cm de large, garnie de D.E.A.E. cellulose Wathman
equilibré par tampon phosphate 0,01 M, pH 7,5 (hauteur du gel : 15 cm). L'équi-
libration est réalisée par passage de ce tampon pendant plusieurs heures.
L'extrait protéique en solution dans le méme tampon est déposé au sommet
du support chromatographique. Les substances non fixées sont éliminées par
ringage a l'aide du méme tampon, puis les prot€ines sont €luées par un gradient
linéaire de force ionique croissante en NaCl de 0 a 0,5 M. Le débit est main-
tenu a 26 ml/h a l'aide d'une pompe péristatique et l'effluent est collecté

par fractions grace au collecteur.

6.1.5 - Chromatographie d'affinité

La concanavaline A (€on A) se combine a des molécules qui compor-

tent des résidus a-D manopyranosyl et a-D glycopyranosyl. La con A sepharose 4B

contenait 8 mg environ de lectine couplé par 1 ml de gel et donc absorbant
sp€cifique de polysaccharide, des glycoprotéines et des glycolipides. La capa-
cié de la con A - sépharose B est donnée par environ 8,5 mg de thyroglo-
buline (P.M. : 670 000) par ml de gel ; I'élution s'effectue avec tampon acé-
", ca™ a1 mM et NaCl 0,15 M. Le

décrochage s'effectue avec le méme tampon auquel on ajoute une concentra-
g

tate 0,05 M a pH 6 contenant Mg"", Mn

tion de 0,3 M en a-D méthyl glucoside. Une colonne de 5 ml de con A sépharose

4B a €t€ utilisée, stabilis€e dans le tampon d'€lution dégazee.

6.1.6 - Electrophorese sur gel de polysaccharide

Avec cette technique, les macromolécules sont soumises simulta-
nément a une filtration moléculaire et a une migration dans un champ €lec-

trique. La technique employee est celle de DAVIS (1964).
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- Les gels utilisés ont la Composiiion de 7,5 % dans des tubes
de 0,5 cm et de 7 cm de longueur.

- L'ampérage, qui est un facteur limitant, a €té fixé a 4 mA/tubes.

- Le tampon d'électrophorese utilis€ est un tampon tris-glycine
pH 8,3 (tris 0,5 mM, glycine 128 mM). On a ajouté le glycérol a l'extrait
afin d'augmenter sa densité et du bleu de bromophénol pour marquer le front
de migration.

- Révélation des protéines : pour déceler les protéines, les gels
sont colorés en les introduisant dans une solution de bleu de coomassie (coomas-

sie brillant bleu R. sigma) :

Coomassie bleu R. .ievieieiinnenannen. 275 mg
Acide acétique...iiieniencraneens ceans 10 ml
Méthanol............... ererereernneaanans 50 ml

Eau distillée qg.s.p. 1 |

La décoloration est poursuivie jusqu'a ce que les bandes bleues
P jusqg q

de protéines apparaissent.

6.1.7 - Détermination de la masse moléculaire

a) Par filtration moléculaire sur se'pharose 6B

Le gel (Pharmacia Fine Chimical) est introduit dans une colonne
(diameétre 2,5 cm ; hauteur 70 cm), puis équilibré par un tampon phosphate
0,05 M, pH 6. Un ml de solution contenant 1 mg de chaque protéine "témoin"
est dépos€ au sommet de la colonne. L'élution est assurée par une pompe
péristatique qui montrent un débit de 15 ml/h. La densité optique a 205 nm
de chaque fraction est mesurée. Pratiquement, on procéde d'abord au cali-
brage de la colonne a l'aide de protéines témoins, puis on introduit la protéine
enzymatique recherchée dont on repere sa position par son activité. La masse

moléculaire sera évalude par référence a la courbe d'étalonnage (FIGURE6 ).

b) Electrophorése sur gel de polyacrylamide a différentes

concentrations

Des électrophoreses d'une enzyme purifice sont réalis€es sur des
gels a différentes concentrations en polyacrylamide selon le procdd€ classique,

en maintenant toutefois le rapport acrylamide sur méthylene bisacrylamide

uy

(€gal a 30) pour un gel a 7 %, contient 28 g d'acrylamide et 32 g de bisacrylamide.

Lorsque l'on exprime le log du R.F. en fonction de la concen-

tration du gel, on obtient une droite dont la pente permet de déterminer
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FIGURE 6  : Courbe d'étalonnage pour la détermination des masses molé-

culaires par filtration sur colonne de sephadex 6B.




la masse moléculaire par référence a la courbe d'étalonnage tracée par HEDRICK
et SMITH (1968). A titre de vérification de la méthode, deux témoins ont
€té réalis€s en présence de catalases (240 000) et de ferritine (480 000) (FI-
GURE 7 ).

6.1.8 - Détermination de la masse moléculaire des sous-unités
La détermination est €galement faite sur un produit de gel acrylamide
en plaque (P.A.A. & / 30 pharmacia) ; I'échantillon, ainsi que les protéines

marqueurs, sont dissous dans le tampon suivant :

TIIS waeieiereracnaiionicieniormoncasesansenes . 0,01 M
EoDaTA v eeeeeereresseeseesessesasesssesens 0,001 M
A T I 0 2,5 %
Marcaptoéthanol..cciceeeceeccrancennes 5 %
pH 8

Le mélange est chauffé 10 mn au bain marie a 100° C ; I'étalon-
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nage de la plaque est effectu€ avec les protéines "marqueurs" suivantes :

s€rum albumine bovine (67 000) ; ovalbumine (43 000) ; anhydrise carbonique
(30 000) ; o-lacta-albumine (144 000) (FIGURE 8 ).

Le tampon d'électrophorése utilisé -est le suivant :

TrIS teveveviiiiieiiiriiisieiiaciniranenanes . 0,04 M
ACEtate de Na .eceeeceececersencenennes 0,02 M
ED T Ar criiiiiiriiiirciiicinneannes 0,002 M
Sodium dodecylsulfate............... 0,2 %
pH &,8

Les plaques sont prééquilibrées pendant | heure a 70 volts, sans
échantillon, puis le matériel additionné du bleu de bromophénol et de glycérol

est dépos€ ; environ 3 pug de chaque protéine "marqueur" sont déposés (3 pl).

L'électrophorese est réalisée a 150 V (voltage constant) jusqu'a
ce que le bleu de bromophenol atteigne I'extrémité du gel, puis est encore
poursuivie une heure apres que le traceur ait migré hors du gel.

La position de sous-unité€ est révélée par le bleu de coomassie.
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FIGURE 7 : Courbe d'étalonnage pour la détermination de la masse molé-
culaire apres électrophorese sur gels de polyacrylamide a différentes con-
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Cette courbe est tracée d'apres les résultats de HEDRICK et SMITH (1968).
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FIGURE 8 : Exemple de courbe d'étalonnage pour la détermination des

masses moléculaires des sous unités.

Les électrophoreses sont réalisées sur les gels de polyacrylamides contenant

du S.D.5. 0,1 %.
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6.2 - Dosages enzymatiques

L'activité enzymatique a €té€ mesurée par détermination de I'appa-
rition des sucres réducteurs par la méthode a l'acide dinitrosalicylique (BERN-
FIELD, 1955).

Le milieu réactionnel contient 0,5 mi des substrats (inuline a 2,5
saccharose 3 %, raffinose 3 %), 0,2 ml de tampon phosphate a pH 6 et 0,5 ml
de solution enzymatique.

La réaction est déclanchée selon les cas par |'addition de l'enzyme
ou du substrat est arrétée par l'addition de réactifs D.N.S. ou par 2 mn d'ébul-
lition.

Afin de pouvoir comparer valablement l'activité sur différents
substrats, nous avons, aprés détermination de la vitesse initiale de la réaction,
effectué, dans les conditions citées plus haut, estimé le Vm par extrapolation.

Nous avons utilis€ la formule suivante :

Vm = V(—‘—K—rsn—' + 1)

Le Km est détermin€ par la méthode ‘de. L NEWEAVER. - et BURK
(1934).
Une unit€ enzymatique correspond a la quantit€ d'enzyme libérant

1 uM de fructose/mn a la température et au pH optima de I'enzyme.

7. TECHNIQUES ANALYTIQUES

7.1 - Dosage des sucres -

7.1.1 - Méthode colorimétrique

Sucres totaux : ils sont dosés par la méthode de l'authrone
(SATTLER, 1948). Cete méthode fait intervenir une hydrolyse en milieu sulfu-
rique ce qui permet la prise en sucres polymérisés (TREVELYAN et HARRISSON,

1956). Une gamme étalon €tait réalisé avec des concentrations de 0 a 100
de fructose/ml.

. Sucres réducteurs : ils sont dos€s par la méthode de I'acide dini-

trosalicylique (BERNFIED, 1955). La valeur de la densité optique a 540 nm,
a une courbe ¢talon réalis€e dans les mémes conditions avec une solution

de fructose, permet de déterminer la teneur en sucres r_e'ducteurs de I'échantillon.

%

Hg




Dosage specifique du glucose et du fructose : ce dosage est

réalis€ avec le kit enzymatique Boheringer (BERMEYER, 1974) selon le proto-

cole préconisé :

- Glucose : D-glucose + ATP LK. glucose 6 P + ADP

glucose 6P + NAD Eé-E—)—Dl_{—;gluconate 6P + NADH, H"
- Fructose : D-fructose + ATP ——E&bfructose 6P + ADP

fructose 6P + NADP ——[ﬂﬁ- glucose 6P

glucose 6° + NADP —Gﬂ—-gluconate 6P + NADH + H'

L'apparition du NADH est mesurée 340 nm.

7.1.2 - Chromatographie des fructosides
a) chromatographie sur gel de filtration

- Sur_gel sephadex G25 : elle a €té effectuée a l'aide d'une colon-

ne de | cm de diametre, de 50 cm de hauteur, garnie de gel de sephadex
G25 Pharmacia ; I'élution de I'échantillon est réalis€e par I'eau, des fractions

de 1 mt ont €t€ recueillies.

- Sur Biogel P-2 : nous avons utilisé le Biogel P-2 (BioRad) dont

la zone de fractionnement couvre la gamme des masses moléculaires allant
de 100 a | 800 daltons, et qui convient bien pour la séparation des oligofruc-
tosanes. Le D.P. est compris entre | et 12. Ce gel peut en outre étre utilisé
sous des pressions faibles et peut étre aussi employé avec la plupart des solvants
habituels. D'autre part, la résolution des oligosides est améliorée considé-
rablement quand la température s'éleve. La séparation sur ce gel est suivie

par une détection en réfractométrie.

b) chromatographie sur couche mince

Les extraits sont ensuite chromatographi€s sur couche mince en
gel de selice (20 cm x 20 ; 0,2 mm d'épaisseur). Le solvant d'elution est cons-
titué par un mélange isopropanol : acétone - acide lactique 1 M (4:4:2) préparé
au moins une heure avant utilisation ; la détection des taches est faite en

utilisant d'abord l'acide thiobarbiturique qui est un révélateur spécifique des
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cétoses et ensuite le naphthoresorcinol qui fait apparaitre les autres glucides

en donnant une coloration rouge pourpre trés contrastée.

c) Chromatographie liquide a haute performance (H.P.L.C.)

Elle a €té effectu€ a l'aide d'un appareil L.K.B. qui se compose :
- d'une pompe a double piston a pression constante,
- d'un réfractometre différentiel (type 21 - 42),
- d'un enregistreur sur papier avec ou sans intégrateur,

- d'une colonne water Q155 CA.

Caractéristiques _de la colonne utilis€e : C'est une chromatogra-

phie liquide-liquide s'effectuant avec une colonne d'eéchange d'ions de type

cationique chauffée a 85° C par de l'eau circulant autour de la colonne.
Solvant : solution d'acétate de calcium dans l'eau, a raison de 100 mg/!

(dégagé a I'hélium).

. Débit : 0,5 ml/mn.

. Pression : 27

. Conservation a |'azide de sodium a 100 mg/l.

Les dosages sont effectués par réfractométrie.

7.2 - Dosage des protéines

7.2.1 - Technique de LOWRY et COLL. (1951)

Principe : A pH 10, les acides aminés arbmatiques reéduisent la
réaction de Folin ciocalteu. L'intensit€ de la coloration bleue est augmentée
en présence d'ions Cu’ ' . La quantité de protéine est déterminde par référence
a une courbe étalon établie avec du sérum albumine de boeuf (S.A.B.) pour

des concentrations comprises entre 10 et 100 ug/m! (FIGURE 9 ).

Protocole experimental : A | ml de solution protéique, on ajoute

5 ml d'une solution préparée extemporairement composée de 50 ml de Na,CO, a
2 % dans de la soude 0,1 N et de 1 ml d'un réactif contenant du CuSOqL, 5 HZO
a 0,05 % dans une solution de tartrate double de K et Na a 1 % ; 10 mn
plus tard, on ajoute 500 pl de réactif de Folin en agitant vigoureusement.
Au bout de 10 mn, on procede a la lecture de la D.O. a 750 contre un blanc
sans protéine traité dans les mémes conditions. Certains tampons comme

le tris interferent avec les réactifs (REJ et RICHARD, 1974).
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FIGURE 9

: Courbe d'étalonnage pour le dosage des protéines.
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7.2.2 - Méthode de SCOPES (1974)

L'absorption due a la liaison peptidique est mesurée a 205 nm.

La concentration en protéine est donnée par la formule :
D.O. 2065

€ 205

C mg/ml! =

Les acides aminés aromatiques absorbant légerement a cette lon-
gueur d'onde, il s'avere nécessaire de corriger le coefficient d'absorption
spécifique :

D.O. 280

€ 205 = 27 + 120 W

La valeur moyenne de ce coefficient déterminée par SCOPES
est de 31 ; elle est augmentée par la présence de composé phénolique ou

d'acide nucléique.

7.2.3 - Dosage par la méthode de BRADFORDN._ (1976)

Cette méthode utilise la propriét€ que possedent les solutions
en milieu acide de bleu brillant de coomassie de voir leur absorbance maximale
de 465 a 595 nm quand il y a formation de complexes avec les protéines.

Nous avons utilis€ le réactif commercialisé : la BioRad qu'on
dilue au 1/5e.

A 0,1 M! de solution a doser (contenant 1| a 20 pg), on ajoute
1,9 de réactif sous agitation au vortex. Au bout de 4 mn, on procede a la
lecture de ta D.O. a 595 nm. La présence de NaOH a une concentration supé-
rieure a 0,1 N ou de S.D.S. a concentrations supérieures a 0,05 %, sont contre-
indiquées dans cette méthode.

La comparaison des teneurs en protéines estimées par les trois
méthodes pour un nombre é€levé d'extraits, montre que les trois techniques
donnent des résultats voisins.

Nous avons utilis€é de préférence la méthode de SCOPES, en raison
de sa rapidité, de sa fiabilité et surtout : sa sensibilité ;3 en effet, sur des
protéines tres purifi€es (gel de filtration), la technique de LOWRY ne peut

pas les doser.

7.3 - Antibiotiques

Afin d'e'viter les contaminations microbiennes, toutes les re'actions
enzymatiques ont €t€ réalisées en présence de chloramphenicol! (chloromycitine)

a la concentration finale de 170 pg/ml.




7.4 - Matiere seche

Les poids de matiére seche ont €té mesurés apres dessication
a 108° C pendant 24 heures.

8. EXTRACTION DES GLUCIDES

8.1 - Extraction pour analyses

Les composés glucidiques de la racine de la chicorée sont consti-
tué€s des sucres simples glucose et fructose (D.P. = 1), saccharose (D.P. = 2),
d'oligofructosane (dont le D.P. varie de 3 a 8), des fructosanes plus polymérisé€s
(dont le D.P. varie de 8 a 35) et de polyfructosanes de masse moléculaire
encore plus €levée. La valeur de D.P. séparant les oligofructosanes de D.P.
varie de 3 a 8 et de polyfructosanes supérieurs a D.P. 8 est arbitraire et
résulte des méthodes d'extraction. Il est évident que ces compos€s de D.P.
plus ou moins €levés ne peuvent étre extraits par solvant unique et il se pose
un probleme au sujet de leur extraction. Habituellement, on se sert des solu-
tions ethanoliques a 90 % ou a 80 % pour obtenir les sucres imples et les
oligof ructosanes de D.P. < 8 et on utilise des solutions €thanoliques a 50 %
et des sothions aqueuses pour dissoudre les fructosanes dont le D.P. dépasse
8 (FIALA et JOLEVET, 1980).

Pour les analyses et les dosages simples, nous avons préféré extrai-
re les glucides a température ambiante en utilisant des solutions alcolique
et aqueuse, ce qui repreésente une méthode reproductible et permet d'extraire

et de séparer, de doser et identifier convenablement les composés glucidiques.

8.2 - Extraction a chaud par diffusion

L'extraction hydroalcoolique montre que I'obtention des sucres
de la chicorée est aisée ; mais il est évident que cette méthode d'extraction
n'est pas adapté a une exploitation a grand volume (jus de fermentation,
production des sucres, etc...), coliteuse et onéreuse.

L'extraction a étd réalisée d'un broyat des racines de chicorée ;
ce broyage donne une pdte suffisamment aqueuse pour permettre une bonne
extraction ; nous l'avons donc rc__e'alisgé'e en ajoutant de l'eau, de maniere a
obtenir des suspensions plus fluides, sans toutefois aboutir a une grande dilution
car cela entrainerait ensuite l|'obtention de solutions trop faibles en sucres,

I'objectif fixé €tait d'attendre une concentration €levée en sucre ; ce mode
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de préparation est le suivant : les racines (carottes) soigneusement lavées,
découpees et broyées, une quantit€é connue de ce broyat (500 a 600 g) dont
la teneur en matiére seche est soigneusement mesurée et complétée a 1 |
a l'aide d'eau distillée ; I'extraction est realisée par pression manuelle et
filtration du broyat dans des enveloppes et de la gaze.

L'emploi d'eau trés chaude a 80° C ou d'eau bouillante permet

de dissoudre les polyfructosanes de masse moléculaire trés élevée.

8.3 - Technique de décoloration de jus obtenus

Nous avons utilisé du charbon actif NORIT S.A.3 pour décolorer
et éliminer d'autres substances contenues dans les carottes d'endives apres
hydrolyse enzymatique ; c'est une méthode €galement utilisée en huiletrie.
Apres centrifugation du liquide obtenu, le surnageant est mis en contact pen-
dant 10 a 15 mn a 50° C avec le charbon actif. Ensuite, celui-ci est éliminé
par centrifugation a 12 000 g durant 15 mn, puis filtré sur papier plissé. La
décoloration est suivie par une prise de densité optique au spectophotometre

a 420 nm contre l'eau.

8.4 - Hydrolyse acide

On ajuste le pH a 2 par addition d'acide orthophosphorique concentré,
puis on porte le jus a 100° C le temps nécessaire a I'hydrolyse. On raméne
le pH a 5 par addition d'ammoniac concentré ; on filtre sous vide pour €li-

miner les précipités formés.
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CHAPITRE I

Etude qualitative et quantitative des glucides

de 1a racine de chicorée
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I. ANALYSES QUALITATIVES

1.1 - Chromatographie de perméation

La séparation des fructosanes et des glucides simples peut s'effec-
tuer par precipitation dans un mélange €thanol - eau de proportions différentes
(GROTELUESCHEN et SMITH, 1968). Elle peut aussi étre obtenue par preci-
pitation différentielle au froid ; c'est ainsi que EDELMAN et DICKERSON
(1966) ont réussi a séparer les fructosanes des glucides simples par précipita-
tion a I'éthanol a 95 % (V/V) suivie d'une centrifugation a 10 000 g ; mais
ces methodes sont peu precises et fastidieuses. Nous avons préféré utiliser
les méthodes chromatographiques sur gel. La méthode que nous avons employée
est soit celle propos€e par PONTIS (1968) pour la sé€paration des séries homo-
logues des oligomeres de fructose, soit celle utilisée par TRAENEL (1968),
puis par DARBYSHIRE et HENRY (1968). Le choix du support a €té€ décidé
aprés €tude préliminaire sur différents gels disponibles au laboratoire. Le G25
et Biogel P2 ont €t€ retenus car ils possedent une zone de fractionnement
qui couvre les masses moléculaires allant de 100 a | 800 et conviennent bien
pour la séparation des-gligefructosanes de degre de .polymérisation (D.P.) compris
entre 1 et 9. Le gel P2 peut étre aussi utilis€ sous pression faible et peut
étre employ€ avec la plupart des solvants habituels. D'autre part, la résolution
des oligosides est améliorée lorsque la température est €levée. La séparation
sur ce gel est suivie d'une détection en réfractométrie sur chromatographie

liquide & haute performance (H.P.L.C.).

I.1.1 - Etalonnage des colonnes

Les colonnes ont €té €talonnées en utilisant un mélange glucidique
contenant 2 mg/ml de différents composés suivants : D-fructose, D-glucose,
saccharose, raffinose et inuline. Les r_e'sultats obtenus sont résumeés dans le
TABLEAU 7 et la FIGUREIO

1.1.2 - Analyse d'un extrait végétal : détermination de la répar-

tition des fructosanes et des glucides simples

La description d'une analyse d'un extrait hydro-alcoolique a 85
de la racine de chicorée montre que la chromatographie sur biogel P2 permet
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COMPOSES POL?&E&E;\)TFEON RETEIE#(I;I%J l()eh;: mn)
Inuline * 35 12
Raffinose 3 27
Saccharose 2 30
Glucose l 33
Fructose L 37

TABLEAU 7 : Séparation d'un mélange standard sur colonne biogel P2 :

paramétre d'élution pour un débit de 0,5 ml/mn et une pression de 27 bars.
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une bonne séparation des oligofructosanes de D.P. compris entre | et 8 tandis
que l'ensemble des fructosanes dont le D.P. est plus €levé dépasse la limite
d'exclusion et de ce fait est €levé en un seul pic (FIGURE 11 ).

Une chromatographie sur gel sephadex G25 permet de voir la répar-
tition des masses moléculaires de ces sucres, le fructose et I'inuline servant
de références (FIGURE 12 ).

On peut constater que la totalit€ des oses (glucose, fructose, sac-
charose) et la majorité des oligofructosanes D.P. < 8 sont facilement extraits en
préfsence d'éthanol a 85 %. La partie restante des fructosanes plus polymé€risés
est extraite uniquement par l'eau. A partir de ces résultats d'extraction et
de fractionnement de fructosanes et des glucides simples, nous avons simplifi€
la méthode d'extraction en préparant seulement deux extraits :

- une premiere extraction est effectuéde par I'€thanol a 85 % (extrait
hydroalcoolique) ;

- une deuxieme par l'eau (solution aqueuse).

La fraction €thanolique contient les oses et les oligofructosanes

de D.P. € 8 et I'extrait aqueux renferme les fructosanes de D.P. > 9.

1.2 - Chromatographie sur couche mince

Parallelement a la chromatographie sur gel, nous avons utilis€
la méthode de chromatographie sur couche mince pour séparer les oligofruc-
tosanes selon leur degré de polymérisation. Cette technique qualitative est
plus rapide que la chromatographie sur papier (BHATIA et COLL., 1974). Elle
a déja €té€ employée pour la séparation des oligomeres du glucose (HANSEN,
1974, 1975 ; KANAYA, 1978). Ainsi (RUTHERFORD et PHILIPS, 1975) ont
réussi a sé€parer les oligofructosanes de racine de chicorée sur plaque de cellu-
lose jusqu'a D.P. = 5, ce qui est toutefois insuffisant. Nous avons utilis€ la
méthode de HANSEN (1974) amdliorée par FIALA (1980) pour obtenir une
bonne separation des oligofructosanes directement sur un extrait hydroalcooli-
que. Une séparation d'une série d'oligofructosanes obtenus a partir d'un extrait
hydroalcoolique de chicorée est représentée par la FIGURE 13 .

Apres séparation des oligofructosanes par gel de filtration, chaque
pic chromatographique peut étre recueilli séparément, puis soumis a une sé-
paration chromatographique sur plaque de selice. La FIGURE 14 représente
la répartition des tdches correspondantes aux pics d'élution obtenus apres

chromatographie sur gel.
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n i ~ 1 - polyfructosanes de D.P. > 8
1 2-6 - oligofructosane de D.P.
variant de 3 a 8

7 - saccharose

8 8 - glucose

9 - fructose

Injection

&

N Y

Temps en mn

FIGURE 11 : Séparation d'un extrait hydroalcoolique a 85 % de racines de

chicorée sur colonne biogel P2 suivie d'une détection au réfractometre.
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FIGURE 12 : Séparation d'un extrait de racine de chicorée sur gel de filtra-

tron G25, suivie d'un dosage des sucres totaux.
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: Identification des pics par chromatographie sur couche mince

apres séparation chromatographique sur colonne biogel P2.
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Nous constatons que chaque pic chromatographique correspond
a une seule tdche, a l'exception du pic n = 1 qui est composé€ de plusieurs
fructosanes de D.P. > 8.

Cette méthode simple, rapide et reproductible peut étre utilisé€e
efficacement pour suivre I'évolution des glucides dans la racine d'endive au

cours de son €volution physiologique avant et aprés forcage (FIGURE 15 ).
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2. ANALYSES QUANTITATIVES

2.1 - Variation de la composition en glucide au cours de la crois-

sance de la racine

Pendant la phase de croissance et de grossissement de la racine
au champ, en général entre aolit et octobre, la racine accumule des oligo-
fructosanes et des fructosanes de degré de polymérisation plus €levé (inuline) ;
sa teneur en sucres simples, saccharose et hexoses (glucose, fructose), demeure
a cette €poque toujours relativement basse (FIGURE 16 )-

L'accumulation maximale des glucides polymérisé€s se produit début
octobre, au plus tard début novembre, avec une variation de quelques jours
suivant les conditions climatiques de ['année. La teneur en glucides totaux
peut presenter jusqu'a 20 % de la matiere fraiche.

Par ailleurs, nous constatons que vers la fin de la phase de grossis-
sement, la teneur en fructosanes diminue et celle en sucres simples augmente ;
il se produit donc une évolution en sens inverse des teneurs en glucides plus
polyméris€s et des teneurs ‘enm “glucides moins polymérisés. Par la suite, les
teneurs de ces deux fractions glucidiques deviennent sensiblement é€gales.

Aprés arrachage, les racines sont conservées a basse temperature, et dans

ces conditions les teneurs en glucides polymérisés qui avaient déja commencé

a diminuer, continuent de baisser pour atteindre, a partir du mois de janvier,
leur valeur minimale. Les teneurs en glucides simples continuent de croftre
pour se stabiliser & un maximum qui se maintient jusqu'a fin mars, €poque

a partir de laquelle les teneurs tendent a baisser.

2.2 - Variation de la composition en glucides de la racine au cours

du forcage

Les forcages sont réalisé€s pendant |8 a 21 jours a 20° C sur des
racines prélevées au cours de leur phase de grossissement. Les dosages des
glucides sont effectués sur des racines avant et apres forgage, en utilisant
les méthodes colorimétriques pour les sucres simples et les sucres totaux,
et I'H.P.L.C. pour les fructosanes. Les résultats, résumés dans la FIGURE 17
mettent en €vidence les observations suivantes :

Le forcage se traduit par une forte baisse des teneurs en glucides

totaux : de 40 a 60 % des teneurs avant forcage. Cette diminution en masse
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FIGURE 16 : Variation des teneurs en glucides de la racine de chicorée au
cours de son évolution physiologique avant forgage.
( ®) glucides totaux ; (v) fructosanes ; ( ®) saccharose ;
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FIGURE 17 : Modifications de la composition glucidique de la racine de chi-

corée sous l'effet du forgage.
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est due principalement a une forte dégradation des fructosanes. Parallélement,
le saccharose form€ et le saccharose préexistant sont aussi fortement utilis€s,
vraisemblablement comme forme de transport de carbone et d'énergie vers |
le chicon, ou comme source de métabolites vari€és comme le CO2 respiratoire et
les hexoses dont la teneur augmente.

L'emploi de substrat marqué au MC, comme le saccharose, devrait
permettre de suivre le devenir du carbone dans la racine au cours de son forgage.

Si le forgage est effectué t6t (septembre - octobre) au début de
la phase de maturité, la teneur en glucides totaux s'éleve légerement, ce qui
suggere que les réactions anaboliques I'emportent encore sur les réactions

cataboliques, le saccharose est moins utilisé ainsi que les hexoses |, les fruc-

tosanes ne subissent qu'une faible dégradation.

Par ailleurs, nous avons suivi I'évolution des composés glucidiques
de la racine au cours du forgage. L'analyse des glucides est réalisée séparément
sur un extrait €thanolique a 85 % renfermant les oligofructosanes de D.P.
faible (3 a 8), le saccharose et les sucres réducteurs . Un extrait aqueux
contenant les fructosanes de degrés de polymérisations supérieurs a 8 a aussi €té suivi.

Les résultats des dosages obtenus, résumés dans la FIGURE 18
confirment que la dégradation des glucides totaux au cours du forgage est
progressive et concerne surtout les fructosanes de D.P. supérieurs ; les oligo-
fructosanes et le saccharose constituent la fraction prédominante. Ces oligo-
fructosanes de D.P. faible sont en proportions sensiblement équivalentes avant
forcage et subissent une diminution parallele au cours du forcage. Il en est
de méme du saccharose. La dégradation de ces composes glucidiques s'accompagne

d'une accumulation progressive des hexoses (TABLEAU g ).
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Nombre de

Composition glucidique mg/g M.F.

jours de
forcage Oligofructosane Saccharose Sucres
de D.P. <8 réducteurs
0 40 22,5 5
7 23,5 16 10
14 11,3 13 16
21 6,5 9 17,9
TABLEAU 8 : Evolution des oses et des oligosides de D.P. < & \au cours du
forcage.

.
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3. CONCENTRATION EN SUCRES TOTAUX DE JUS D'EXTRACTION PAR
DIFFUSION AQUEUSE A HAUTE TEMPERATURE

Il est tres difficile actuellement de réaliser des cultures microbio-
logiques ou des conversionsenzymatiques .en milieu solide constitué d'un broyat
de racines riches en inuline. Il est nécessaire avant d'aborder la transformation
des polyfructosanes de pouvoir les extraire a partir des racines sous forme
de solution concentrée. Nous avons €tudi€ trois parametres influengant cette
extraction et la Composition chimique des jus obtenus : le temps de contact,
la température et le pH du broyat sur l'extraction. Nous avons determiné
dans ces diverses conditions, la concentration en sucre (TABLEAU 9 ) ainsi
que le taux d'hydrolyse exprimé€ par le rapport :

sucres réducteurs
sucres totaux
(FIGURE 19 ) a pH 2 et a pH 5,5.

On constate que la concentration en sucres totaux des jus varie
en fonction des divers parametres (40 a 80 g/l) ; ces chiffres semblent plus
faibles que ceux trouvés par GUIRAUD (1981) chez le topinambour (130 g/i).
Ceci semble li€ aux erreurs expérimentales dues a I'hétérogénéité du broyat,

aux grandes dilutions et surtout a la periode d'extraction.

Dans ces conditions, on a obtenu un rendement de 50 a 60 %,
ces conditions ne permettent évidemment pas de récupérer totalement les

sucres de la racine.

L'extraction des sucres de la chicorée est facile, contrairement
a ce que laisse supposer les propriétés de l'inuline hautement purifi€e (Merck).
Ceci peut s'expliquer par le fait que le jus d'endive contient des sucres de
poids moléculaire faible (D.P. faible) en quantité importante et que l'inuline
in vivo possede des proprietés de solubilité particulieres que ne possede plus
I'inuline ayant cristalise (PHELPS, 1965). Cette propriez'te' est particulierement

intéressante pour la production de sirops sucrés apres hydrolyse enzymatique.

La teneur en sucres réducteurs des jus et donc le pourcentage
d'hydrolyse augmente avec le temps de contact, l'acidite et

la température.
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FIGURE 19 : Hydrolyse intervenant au cours de I'extraction de jus de chicorée

dans diverses conditions de temperature et pH.
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4. Conclusion

Nous avons montré que les réserves des racines ("carottes") d'endives
sont constituées des polyfructosanes dont I'inuline constitue le polymére de
haut poids moléculaire et on rencontre en quantit€ souvent importante le saccha-
rose. De ce fait, la proportion de fructose dans les sucres extraits est plus
faible que ce que I'on pouvait supposer ; ceci est particulierement important
si I'on envisage la production du fructose ; dans ce cas, il sera indispensable
d'avoir un potentiel fructose le plus €levé possible et donc d'utiliser des extraits
contenant le maximum de polymeres a hauts poids moléculaires, necessitant

par la suite un procédé d'hydrolyse enzymatique.

Nous avons isolé une bactérie ayant une activité B fructofuranosidasi-

que extracellulaire que nous allons €tudier dans le chapitre suivant.
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1. MODE DE SELECTION DE LA SOUCHE

Les inulinases sont des enzymes géneralement induites. Aussi,
I'isolement des microorganismes producteurs a ¢€té jusqu'a présent realis€
a l'aide de milieux ne contenant que l'inuline comme seule source de carbone.

Nous avons examiné une série de bactéries capables de croitre
sur des solutions nutritives contenant de I'inuline comme seule source de

carbone, en espérant en trouver quelques unes produisant une inulinase active.

1.1 - Repérage en milieu gélos€

Nous avons essayé trois méthodes :
Premieére méthode : adaptation de la méthode de MENCIER (1972).

On coule, en bofte de P€tri, une premiere couche de gélose renfermant les

éléments minéraux et azotds nécessaires a la croissance des microorganismes ;
ces boftes sont inocul€es par la suspension bactérienne et Il'ensemble est
recouvert d'une couche mince de gélose blanche contenant I'inuline. Une
incubation de ces boftes permet de distinguer les colonies bactériennes qui
dégradent I'inuline, en formant une auréole claire due a I'hydrolyse de I'inuline.
Mais les résultats obtenus sont difficiles a interpréter car il n'apparait que
des microcolonies.

Deuxiéme méthode : adaptation de la méthode de JASAYANKAR
et GRAHM (1969). Il s'agit d'€taler a la surface d'un milieu gélos€ contenant

de I'inuline a 5 g.l-l, une suspension des bact€ries. Apres incubation, on ajoute
une solution aqueuse a | % de bromure de cetyltrimethyl ammonium qui
rend visible le polymere par précipitation. L'apparition d'une zone claire
autour des colonies permettra de visualiser 1'hydrolyse de I'inuline et de repérer
ainst les souches productrices.

Troisiéme methode : nous avons finalement mis au point une méthode

simple et rapide. Un échantillon est ensemencé sur milieu synthétique ne
contenant que l'inuline comme source de carbone. Il est incubé pendant 48 a
72 heures, a 30° C. Sur les colonies apparues, nous versons une solution d'étha-
nol , une auréole claire se forme autour de la colonie montrant la présence
d'un systéeme enzymatique hydrolysant l'inuline.

Cette méthode nous a permis de sélectionner quelques bactéries
capables de dégrader !'inuline (TABLEAU 10 ).
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MICROORGANISMES

ORIGINE

Souche I.A.A.L. -E.M. 278
Souche I.A.A.L. E.M. 295
Bacillus polymixa
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Klebsiella pneumoniae
Serratia

Streptococcus bovis
Streptococcus Siris
Streptococcus ubis
Lactobacilius

Rhizobium meliloti M11

U.S.T., Lille

Institut Pasteur, Paris

U.S.T., Lille

TABLEAU 10 : Souches bactériennes utilisant I'inuline sur milicu gcélosé.




1.2 - Repérage en milieu liquide

Les souches isolées sur milieu gélosé sont cultivées dans un milieu
enrichi, suivi d'une culture sur milieu liquide synthétique contenant de Il'inuline
comme seule source de carbone. Les cultures ont €t€ réalisées tout d'abord
en tubes, ensuite en Erlen Meyer placés sur agitateur rotatif pendant 24 a
48 heures a 30° C. La quantité d'inuline restante dans le milieu est suivie
par H.P.L.C.

Les resultats obtenus sont présent€s dans le TABLEAU 11.

La souche = E.M. 278 a €té définitivement retenu, car il présente
un certain nombre de caractéristiques intéressantes.ellese développe rapidement
et facilement sur milieu minéral synthétique simple contenant de ['inuline
avec un taux de croissance nettement supérieur a celui des autres souches.

Le suivi de I'hydrolyse de ['inuline au cours de la croissance de
cette souche montre qu'elle est totalement hydrolysée aprés 48 heures ; les
autres souches ne produisent qu'une légere hydrolyse .

En outre, cette souche n'est pas pathogene et ne produit pas

de composes toxiques.

1.3 - Etude de la croissance de la souche sélectionnée sur différents

B8 fructosides

Cette é€tude a pour but de définir un certain nombre de parametres,
notamment les caracteristiques de croissance sur différents substrats carbonés.
L'étude a €té€ conduite sur cing substrats, dont quatre contenantau moins

un fructose et le cinquieme contenant du glucose :

Inuline

Raffinose

B fructosides
Saccharose

t

Fructose

1

Glucose

Nous avons €tabli les courbes de croissance sur milieux synthéti-
ques additionnés des substrats carbonés aux concentrations 0,5 % et | %.
Pour é€tablir chaque courbe, nous avons ensemencé une premiere préculture,
puis une deuxieme dont nous suivons la croissance lorsque celle-ci est en

phase exponentielle, nous ensemencons la culture proprement dite ; cette
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technique €vite la phase de latence. Les cultures sont effectuées a 30° C.
La croissance est suivie au biophotometre. Les différentes courbes obtenues
sont représentées dans la FIGURE 20 . Les taux de croissance observés sont

repreésentés dans le TABLEAU 12,

Substrat
Glucose Fructose Saccharose Raffinose Inuline
Concentration
0,5 % 0,25 0,25 0,23 0,20 0,17
I % 0,25 0,25 0,23 0,20 0,18
TABLEAU 12: Taux de croissance exprimé€s en ! de la souche cultivée sur

différents substrats. @ :

Les taux de croissance obtenus sont identiques pour le glucose
et le fructose ; ils sont tres voisins pour le saccharose. Par contre, sur raf-
finose et sur inuline, les taux de croissance sont faibles. Il ne parait pas
y avoir influence de la teneur en substrat carboné sur le taux de croissance

. -1 : s -1
sauf dans le cas de I"inuline : 0,17 h ~ a la concentration 0,5 v et 0,18 h ~ a la
concentration | %. Il faut noter que ce substrat (inuline) ne pénetre pas dans

la cellule.
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2. MISE EN EVIDENCE ET LOCALISATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

Les cultures sont effectuées sur milieu synthétique renfermant
5 g.l_l d'inuline, les tests permettant de mettre en évidence l'activité enzy-
matique ont &té réalisés sur des cultures en fin de phase exponentielle de
croissance. A ce stade, plusieurs fractions sont prépar€es en appliquant le
schéma de la FIGURE 2I .

- la fraction I : correspond au milieu de culture débarrassé€ des
cellules par centrifugation ;

- la fraction Il : correspond au culot cellulaire ;

- la fraction II : fraction insoluble obtenue par centrifugation
suite a une lyse par sonication ;

- la fraction IV : fraction soluble.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le TABLEAU 13 .

L'activité se retrouve essentiellement dans le milieu de culture.
Aucune activité enzymatique n'a pu étre mise en évidence dans les cellules
intactes et dans la fraction insoluble. Au niveau de la fraction soluble, l'ac-
tivit€ est relativement faible, de I'ordre de 7 a 10 % de l'activité maximale.
Nous avons également étudié l'activité des différentes préparations enzyma-
tiques sur le raffinose et sur le saccharose. Ces activité€s sont toujours présentes
a c6té€ de I'activité inulinasique, mais elles sont toujours plus importantes.
Nous avons ainsi déterminé le rapport inuline / saccharose (—IS—) qui est toujours
inférieur a 0,5 ; ceci suggere la présence de deux activités enzymatiques
I'une invertasique et ['autre inulinasique. Nous verrons plus loin qu'il s'agit

d'une seule fraction enzymatique active sur ['inuline et le saccharose.

Conclusion

L'ensemble des résultats otenus sur les différentes fractions mon-
trent que l'activité enzymatique se retrouve dans le surnageant ; ceci suggere
que le systeme B fructofuranosidique chez la bactérie retenue est essentiel-

lement extracellulaire.

30

..
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Culture bactérienne

en fin de phase exponentielle

|

Centrifugation 12 000 x 20 mn

Milieu de culture Culot cellulaire
(1)
Cellules lysées Cellules
par sonication intactes

I | )
I

Fraction Fraction

insoluble soluble @’
() it ~

FIGURE 3| : Schéma des différentes opérations réalis€es pour tester l'activite

enzymatique des différentes fractions.
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Fractions enzymatiques Activite speécifique Activite
exprimée en
Inuline Raffinose }Saccharose L% de 1'acti-
it€ maximalé
Fraction I : milieu de 0,9 1,76 3,6 100 %
culture concentré
Fraction 11 : 0 0 0 0 %
Cellules intactes
Fraction III : cellules 0,065 0,080 0,13 7310 %
broy€es : fraction . soluble
___________________________ - ——— —— Y - ———— - S —— o - ————— " — —— r————-—---_-—-——
4 | [
Fraction 1V : cellules | 0,01 0,03 0,08 _
broy€es : fractioninsoluble

TABLEAU 13 :

Activité enzymatique de différentes fractions exprimée en

pmole/mn.mg de protéines a partir d'inuline, de raffinose ou de saccharose

(@ pH 6 et a 40° C).




CHAPITRE II
Paramétres modifiant 1'apparition de

1'activité enzymatique
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Nous venons de montrer que le systéme enzymatique chez la souche }
sélectionnde présentait la particularité d'étre exclusivement excrété par
les cellules dans le milieu de culture. Dans ce chapitre, nous allons €tudié
les principaux facteurs intervenant dans la régulation de la biosynthese de
I'enzyme.

Du fait du caractere inductible de ces enzymes, les inulinases
étudi€es jusqu'a présent ont toujours €té produites a partir de milieux contenant
de [!'inuline. Les autres composants des milieux varient bien slir avec les
souches €tudiées, mais aussi avec les auteurs. Il ressort de la litterature que
les conditions de cultures et de productions ont €té€ rarement €tudi€es ni

bien definies.

I. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

L'effet de la température sur la croissance bactérienne et 1'appa-
rition de l'activit€ enzymatique a €t€ €tudi€ entre 20° C et 40° C au bain-marie,
sous agitation.

L'activité enzymatique a ét€ suivie pendant la phase stationnaire
de croissance. La température optimale de croissance et d'apparition de l'ac-

tivité maximale se retrouve aux environs de 30° C (FIGURE 22 ).

2. INFLUENCE DU pH

L'effet du pH initial du milieu synthétique a été testé a différen-
tes valeurs entre 4 et 8.
La FIGURE 23 montre que la croissance et la production maxi-

male d'enzyme sont obtenues a pH 6,5 et pH 7.

3. INFLUENCE DE LA SOURCE DE CARBONE SUR L'APPARITION DE L'AC-
TIVITE ENZYMATIQUE

3.1 - En croissance bactérienne

L'étude a €te réalisee en utilisant comme substrats carbonés :
le glucose, le fructose, le raffinose et l'inuline ; ces sucres ont €té ajout€s
au milieu synthétique a raison de 5 g/l. Les cultures ont €té effectuées a

30° C et a pH 7 en Erlen Meyer sous agitation. La présence ou l'absence
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d'activité a €té déterminée sur des cultures en fin de phase exponentielle
de croissance.

Le TABLEAU 14 et la FIGURE 24 rassemblent les résultats obtenus.
Les valeurs exprimées représentent la moyenne des résultats obtenus au cours

de trois expérimentations distinctes pour chaque substrat.

La croissance bactérienne démarre rapidement en présence d'oses
simples ; en présence d'inuline, e temps de latence est plus important. L'activité
est tres faible, et méme nulle, apres culture sur glucose et fructose.

Il apparait que l'activité est fortement induite par I'inuline, alors
qu'elle I'est beaucoup plus faiblement par les autres B fructosides saccharose et
raffinose ; il semble que ['inuline, seule, puisse permettre I'excrétion de l'en-
zyme dans le milieu.

Nous avons effectué ensuite des mesures d'activités sur milieu
contenant de ['inuline additionnée de 0,5 % de glucose, I'ensemencement

étant réalis€ comme décrit précédemment.

3.2 - Essai d'induction de la synthése de I'enzyme par des cellules

en non prolifération

Des essais d'induction ont été€ effectués en non prolifération.
Des cellules obtenues en fin de la phase exponentielle sur milieu synthétique
additionné de 0,5 % de glucose sont transférées dans un tampon phosphate
0,0l M contenant 0,5 % des différents substrats carbonés (FIGURE 25> ) en
Erlen Meyer agités a 30° C et a pH 7. A Il'intervalle du temps régulier, un
prélevement est effectué et dialysé et on détermine I'activité enzymatique
totale. Les résultats obtenus sont présentés sur la FIGURE 26  ; l'activité
étant faible, nous avons exprimé l'activité enzymatique pour 100 mi, en fonction
du temps de contact.

En présence du raffinose, du saccharose, du glucose ou du fructose,
il n'y a pas d'induction de la biosynthese. Lorsque le glucose est utilisé en
présence d'inuline, l'activité trouvée est toujours faible. Par contre, en présence
d'inuline seule, on constate une augmentation de l'apparition de I'activité.
Il faut noter que l'activité enzymatique est inférieure a celle obtenue dans
les conditions de multiplication cellulaire.

L'activité B fructofuranosidasique est donc fortement induite
par la présence d'inuline et, a moindre degre, par celle des autres 8 fructosides.

Le glucose semble méme avoir un effet inhibiteur sur la biosynthése de I'enzyme.
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Taux de Quantité d'enzyme
SUBSTRATS croissance en fin de phase
ah! exponentielle

Glucose 0,25 0,007 unité/ml
Fructose 0,25 0,01
Saccharose 0,23 0,06
Raffinose 0,20 0,08
Inuline 0,19 0,25

TABLEAU 14  : Etude de l'action de substrats carbonés sur les parametres

de croissance et la production d'enzyme.
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( ®) Inuline ( v ) Raffinose
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: Influence de la nature de substrats carbonés sur :
~ la croissance bactérienne (A)

~ I'apparition de I'activité enzymatique (B)

( ® ) Saccharose

( v ) hexoses simples
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Culture sur milieu synthétique

+ glucose 0,5 %

Culot ceilulaire
+

Tp phosphate 0,01 M

\
FRACTION 1 FRACTION I FRACTION III FRAgTION IV FRACTION V
Mise en contact Mise en contact Mise en contact Mise en contact Mise en contact
avec de avec du avec du avec glucose avec de l'inuline
I'inuline (0,5 %) raffinose saccharose ou fructose + du glucose

FIGURE 25 : Schéma géndral de I'étude comparative de I'apparition de I'activité enzymatique

en non prolifération bactérienne.
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4. INFLUENCE DE LA SOURCE D'AZOTE

Nous avons testé un ensemble de substances azotées organiques
et inorganiques.

Les substances ont €té incorporées dans le milieu synthétique
de maniere a obtenir une concentration finale en azote de 0,33 g.l-l. Trois sour-
ces d'azote minéral ont été utilisées, sous forme nitrique : nitrate de sodium,
sous forme ammoniacale, chlorure d'ammonium, phosphate d'ammonium et,
sous forme mixte, nitrate d'ammonium. En ce qui concerne la source d'azote
organique, divers acides aminés ont €té expérimentés : acide glutamique,
asparagine, histidine, threomine, lysine, arginine et serine. Nous n'avons rete-
nu que l'asparagine, les autres acides aminés n'ayant pas donné de resuitat
significatif (FIGURE 27 ).

La meilleure croissance est obtenue avec de l'azote sous forme
nitrique (NaNO3). Le développement est plus réduit en présence de NH,NO; et
NH,Cl, et intermédiaire en présence de&NH[);Oq.

En ce qui concerne la production d'enzyme, on constate une
étroite corrélation entre la croissance bactérienne et l'apparition de l'activité.

En définitif, parmi les sources d'azote testées, le NaNO3 favorise
['apparition de l'activité enzymatique ; I'asparagine seule est ihcapable de

conduire a la biosynthese de I'enzyme.

5. EFFET DES SELS MINERAUX

Cette ¢€tude est effectuée dans le milieu synthétique a pH 7
et a 30° C, additionné de différentes concentrations de sels minéraux,
I'activité enzymatique est déterminée aprés 28 heures de culture et exprimée
en % d'activit€ maximale (TABLEAU 15 ).

Il semble que MgSOu, 5 HZO’ CaCIZ, KZHPOQ, FeSOl*, 7 HZO’ sont
les sels mindraux qui permettent la meilleure production d'enzyme. C'est
ainsi que I'on a abouti a |'élaboration d'un milieu minéral synthétique équilibré,

cité en Matériel et Méthodes.

6. ETUDE DE L'APPARITION D'ACTIVITE ENZYMATIQUE DANS LE MILIEU
DE CULTURE AU COURS DE LA CROISSANCE EN PRESENCE D'INULINE
EN FERMENTEUR

Nous avons €tudié la biosynthese de l'enzyme et I'hydrolyse de

I'inuline au cours de la croissance. La culture a &té effectuée a 30° C en
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Sels minéraux en g/l 0,1 0,5 1 2
CUSOLI.’ 5 HZO 86 90 57 35
MgSOa, 5 HZO 87,7 100 70 55
Mn 504, 7 HVZO &5,2 90 63,75 38,63
Fe Clz 100 90 75 63
Zn 504, 7 HZO 90 92 73 57
KCl &5 87 79 65
Ca Clz 100 &3 78 59
KZ H POQ 85 100 87 77
Fe SO,, 7 H,0 100 87,2 | 70 | 65

TABLEAU |5 : Effet des sels minéraux sur I'apparition de l'activité enzy-

matique. Cultures effectu€es en biophotometre. Activités exprimées en %

d'activité maximale.




réacteur de 3 1, sur milieu synthétique, a pH 7, contenant l'inuline a une
concentration de5g/l-l. La preculture est effectuée soit sur inuline, soit
sur glucose ; dans ce dernier cas, nous avons observé une phase de latence
de 4 a 6 heures, le taux de croissance au cours de la phase exponentielle

est de 0,24 h™l. Les résultats sont présentés dans la FIGURE 28 .

L'hydrolyse de I'inuline s'effectue progressivement dans le début
de la croissance, elle est particulierement rapide durant la phase exponentielle
ou plus de 70 % de I'inuline est hydrolysée. Nous n'avons jamais pu obtenir
I'hydrolyse totale de I'inuline, méme apres 48 h de croissance. Par ailleurs,
l'activit€ enzymatique augmente proportionnellement a la croissance bactérien-
ne et se maintient a la méme activité spécifique tout-au-long de la croissance.
Les oses (fructose et glucose) issus de I'hydrolyse de I'inuline ne s'accumulent
pas au cours de la croissance bactérienne et sont absorbés par les cellules

au fur et a mesure de leur production.

7 -Discussion

Parmi les bactéries se développant bien sur I'inuline comme seule
source de carbone, nous avons retenu une souche douée d'une activité B fructofu-
ranosidique importante.

- Cette enzyme est surtout excrétée par les cellules dans le
milieu de culture ; I'activit€ d'un broyat cellulaire est faible.

- A c6te de son activité sur inuline, la préparation enzymatique
agit aussi fortement sur les autres B fructosides (raffinose et saccharose), avec
un rapport —Ig— (inuline / saccharose) d'environ 0,2.

- La biosynthese de la B fructosidases est fortement induite par
I'inuline et un peu par le raffinose et saccharose ; aucune activité n'est déce-
lable apres culture sur les hexoses simples. Le glucose réprime fortement
sa biosynthese. Le mécanisme de l'induction par une macromolécule resterait
a expliquer. On peut se demander si l'inhibition par le glucose n'est pas le
seul mécanisme de régulation, comme pour de nombreuses enzymes extracel-
lulaires (HARDER, 1979).

- Le nitrate de sodium comme source d'azote et les autres sels
minéraux qui constituent le milieu de culture synthétique jouent un rdte indénia-

ble dans la biosynthese de I'enzyme.

- La biosynthese de l'enzyme s'effectue régulierement au cours
de la croissance bactérienne et se maintient au méme niveau tout au long

de la croissance.
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L'obtention d'une enzyme purifiée est indispensable pour mieux
connaltre ses propriétés catalytiques et les relations existantes entre la struc-

ture de la protéine et I'activité enzymatique.

Dans le chapitre suivant, nous aborderons cette €tude.
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CHAPITRE IV

Purification de 1'enzyme étudiée
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1. OBTENTION DE L'EXTRAIT ENZYMATIQUE

Nous avons montré, dans le chapitre précédent, que les extrait
obtenus a partir de corps bactériens €taient peu actifs. Toute l'activit€ enzy-
matique est obtenue dans le milieu de culture. Nous avons donc préparé l'en-
zyme a partir du milieu de culture.

Les bactéries sont cultivées en cuve de 3 | sur milieu minéral
additionnée de 5 g.l_1 d'inuline. La culture est arrétée en fin de la phase expo-
nentielle. Les bacteries sont éliminées par centrifugation (1 200 g pendant
20 mn).

La purification est effectuée par relargage au sulfate d'ammonium,
chromatographie d'échange d'ions et par filtration moléculaire. Les opérations

sont toutes réalisées a + 4° C.

2. PRECIPITATION AU SULFATE D'AMMONIUM

La précipitation fractionnée par paliers de concentration de 10
de saturation au sulfate d'ammonium révele une courbe d'activité enzymatique
présentant un seul pic au niveau de la fraction 60 - 70 %, alors que la teneur
maximale en protéine est décelée dans la fraction 50 a 60 %.

La fraction inférieure a 30 % de saturation et celle supérieure
a 90 % renferment peu d'enzyme. La fraction 30 - 80 % permet de récupérer
plus de 80 % de I'activité (FIGURE 29').

Dans la suite du travail, toutes les expérimentations ont ¢&té

conduites avec l'extrait ainsi préparé.

3. PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR D.E.A.E. CELLULOSE

Aprés passage de l'extrait obtenu par précipitation au sulfate
d'ammonium dialyseé et tamponné a pH 6, sur une colonne de D.E.A.E. cellulose,
la fixation de l'activité enzymatique, aussi bien sur saccharose, raffinose,
que sur inuline, a €té observée ; I'élution a €té ensuite effectuée a l'aide
du tampon phosphate 0,01 M utilisé pour la fixation, additionné de quantitées
croissantes de NaCl (gradient lin€aire de 0 a 0,5 M).

Le dosage de I'activité dans les fractions obtenues a montré
que I'activité enzymatique était €luée en une seule fois pour les concen-
trations en NaCl a 0,25 M (FIGURE 30 ),

Nous avons verifié a chaque stade l'absence d'activité enzymatique

en dehors du pic d'activité.
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FIGURE 31 : Purification par filtration sur ultrogel ACA 34; ’

( ®)inuline ; (v )Raffinose ; ( ®) Saccharose ;
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Les activités sur inuline, raffinose et saccharose se retrouvent

parallelement en une seule fraction.

4. FILTRATION MOLECULAIRE SUR ULTROGEL A.C.A.34

La zone de fractionnement de ce gel étant plus étroite (20 000 -
400, 000), la séparation des protéines est meilleure. Cette chromatographie
par filtration a €été effectuée comme précédemment al'aide de I'extrait obtenu
par précipitation au sulfate d'ammonium dialysé et tamponné a pH 6. Le
profil d'élution montre ici aussi un seul pic d'activité, l'activité sur inuline,

raffinose et saccharose se retrouvent dans une méme fraction (FIGURE 31 ).

5. SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Les fractions actives issues de la colonne "gel de filtration, ul-
trogel A.C.A.34", sont chargées sur une colonne garnie de con A - Sepharose
4B qui fixe pratiquement l'activité enzymatique. L'élution s'effectue avec
un tampon phosphate 0,05 M a pH 6 contenant Mg++, MnJ”% et Ca'' et NaCl 0,15 M.
Le décrochage est fait avec le méme tampon dans lequel on ajoute une concen-
tration 0,3 M en a D méthyl glucoside. C'est ce dernier mode d'élution qui

donne le meilleur rendement de purification et la meilleure activité spécifiques

6. BILAN DE LA PURIFICATION

Nous venons de montrer que le stade de purification le plus €levé
est obtenu apres passage sur gel de filtration suivi d'une chromatographie
d'affinité (con A - Sepharose 4B). Par ailleurs, I'électrophorése sur gel de
polyacrylamide de lI'extrait obtenu purifié ne permet d'obtenir qu'une seule
bande apres coloration en bleu de coomassie.

Les caractéristiques des extraits obtenus a chaque stade de puri-
fication sont regroupees dans le TABLEAU 16 .

Apres ces opérations, nous pensons que cet extrait ne contient

qu'une seule prot€ine enzymatique active.
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CHAPITRE V

Propriétés de 1'enzyme purifiée

—000—



Les propri€t€s de la B fructofuranosidase ainsi purifiée ont été

€tudi€es vis-a-vis de trois substrats : inuline, raffinose et saccharose.

I. VARIATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE EN FONCTION DU pH

Les réactions enzymatiques sont tres sensibles au pH du milieu
et ceci tient a trois facteurs :

- les pH extrémes modifient irréversiblement la structure de
I'enzyme en dénaturant la protéine ;

- le pH modifie !'tonisation du substrat dans un grand nombre
de cas ;

- le pH intervient sur la réaction enzyme - substrat et sur la
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catalyse en particulier en modifiant la dissociation des acides aminés et des

sites actifs.

Ainsi, I'étude de !'influence de la concentration en ion HY sur l'acti-
vit€ enzymatique a €té realisée en faisant varier le pH depuis pH 4 jusqu'a
pH 10.

* Pour les pH compris entre pH & et pH 6, nous avons utilisé
un tampon citrate ;

* Pour les pH variant de 5 a 8, un tampon phosphate ;

* Au-dela du pH 7,5, nous employons un tampon acide borique -
borate.

Dans tous les cas, la reaction a été€ conduite pendant 20 mn
a 40° C quand le substrat est l'inuline, 10 mn quand le substrat est le raffinose
et 5 mn quand le substrat est le saccharose.

La FIGURE 32 (a), présente les resultats obtenus ; nous avons
exprimé le pourcentage de l'activité trouvée aux différentes valeurs de pH
par rapport au pH donnant la meilleure activite. Le pH optimum de la reaction
pour les trois substrats se situe a pH 6. Pour des pH compris entre 5,5 et
7,5, I'activité reste supérieure a 70 %. A pH 4 et pH 9, l'activité enzymatique
est nulle.

La courbe de dénaturation par le pH montre que l'enzyme reste
stable au-dela du pH 4,5 [FIGURE 32 (b)].
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FIGURE 32 :
a) Influence du pH sur l'activité enzymatique en % d'acti-
vité au pH optimum.
(®) Inuline ; (V) Raffinose ; (@) Saccharose
b) Influence du pH sur la stabilit€ de I'enzyme.
( O ) % d'activité résiduelle estimée apres incubation de la suspension

enzymatique a différent pH, pendant 30 mn a 40° C.
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2. VARIATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE EN FONCTION DE LA TEMPERATURE

2.1 - Action de la température sur la vitesse d'activité

L'action de la température sur la réaction enzymatique est la

résultante de deux phénomenes :

- d'une part, l'accroissement normal de toute vitesse de réaction,
lorsque la température s'éleve. L'élévation de la température augmente le
mouvement des molecules et, en conséquence, la vitesse des réactions chimiques ;
en géndral, la vitesse de la rdaction augmente exponentiellement avec la
temperature.

- d'autre part, les enzymes étant des protéines, elles sont dénaturées

par les temperatures €levées.

Dans les conditions expérimentales retenues, les vitesses de cata-
lyse présentent une activité optimale pour les trois substrats a une tempeéra-
ture voisine de 50° C. A 30° C, la vitesse de catalyse correspond a la moiti€
de la vitesse maximale (FIGURE 33. ). Les activités spécifiques obtenues
‘a pH 6 sont de 3,42 pumoles/mn.mg de protéines sur inuline, de 3,85 pmoles/mn.mg

sur raffinose et de 15,80 pmole/mn.mg sur saccharose avec un rapport —IS— de 0,22.

2.2 - Etude de la stabilité thermique

a) Stabilité aux températures basses :

La stabilité des protéines aux basses temperatures depend du
rapport entre les liaisons hydrogenes plus stables aux basses températures
et les liaisons hydrophobes plus habiles, cette dénaturation réversible peut
conduire soit a une dissociation de la protéine (SHIRAHASHI et COLL., 1978),
soit a des changements conformationnels faisant apparaitre une augmentation
du nombre de sites hydrophobes a la surface externe de I'enzyme ou l'exposi-
tion du groupement thiols (CHOLLET et ANDERSON, 1977).

Dans nos conditions expérimentales, des fractions d'extraits
enzymatiques purifi€s, placées a basse température (+ 4° C) sont prélevées
tous les huit jours pour mesure de I'activité enzymatique r(f.'siduelle.

Au cours des 20 premiers jours, l'activit€ reste constante ; elle
baisse ensuite lentement, au moins 85 % de l'activité est retrouveée apres
un mois, puis la dénaturation s'accé€lere. Par contre, en présence de glycérol
a 2 %, I'enzyme garde sa stabilité€ pendant deux mois (FIGURE 34 ) ; l'enzyme

peut alors étre stockée a - 20° C et reste stable pendant au moins 6 mois.
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glycerol. Le substrat utilisé est le saccharose.



b) Stabilité aux températures élevées :

Les extraits protéiques enzymatiqués sont portés a des tempéra-
tures de 50° C, 60° C, 65° C et 70° C pendant des durées variables, puis
sont refroidis rapidement dans la glace avant d'effectuer les mesures de
l'activité enzymatique. )

La FIGURE 35

en fonction du temps d'exposition. L'enzyme maintenue pendant 30 mn a

1
i

. représente l'effet de la dénaturation thermique

50° C conserve pratiquement toute son activité ; portée a 60° C, elle perd
prés de 50 % ; a 70° C, la protéine est rapidement dénaturée. Nous observons
que I'influence de la dénaturation est plus faible lorsque le substrat est le
raffinose ou le saccharose. Les constantes de I'inactivation thermique (Ki)
obtenues par la méthode d'Arrhenius (FIGURE 36 ) ont permis de calculer
les €nergies d'activations apparentes (E.a.) déterminées d'apres la formule

K2 T x T2
Ea = 1,93 x 2,3 Lo x — X £
& KT T2 = Tl

Ces €nergies sont de 9 KCal/mole quand le substrat est I'inuline,
12 KCal/mole quand le substrat est le raffinose et 15 KCal/mole quand le

oo

substrat est le saccharose, avec QIO = 1,6.

Ces énergies sont faibles par rapport a celles trouvées par GUIRAUD (1981)
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chez les levures (E.a > 30 KCal/mole). Par contre, METREBERG (1964) indique

une €nergie d'activation de 10,8 KCal/mole pour I'hydrolyse de saccharose

par I'invertase purifi€e de Saccharomyces et de Neurospora crassa.

3. ACTION DES EFFECTEURS SUR L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

L'action de divers inhibiteurs sur ['aptitude a hydrolyser les
trois substrats a ete €tudide (TABLEAU 17 ) ; le but de cette manipulation
est plus la comparaison de l'action des inhibiteurs sur l'activité vis-a-vis
des trois substrats, que la mise en évidence des groupements Intervenant
dans le site actif. Nous avons toutefois choisi, a ¢6té de quelques metaux
lourds, des inhibiteurs actifs sur divers résidus protéiques (FIGURE 37 ).

- Les cations monovalents (K+, Na®) sont sans action sur l'activité
enzymatique.

- CaClz, MgSOq sont des activateurs ; ils augmentent légerement
la vitesse de la réaction enzymatique.

- Les autres cations bivalents sont fortement inhibiteurs a une

concentration supérieure a 102 M
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Substrats : Saccharose - Raffinose Inuline
Conl?_ent_ra_tions de 1072 1075 1072 1073 1073 10-5'
inhibiteur

KCl 100 100 100 100 100 100
NacCl 100 100 100 100 100 100
NHqu 100 100 100 100 100 100
COCIZ 106 110 100 100 100 100
MgSO[‘L 107 115 110 110 100 100
ZnCl2 25 57 20 52 & 44
Mr‘ICl2 98 100 93 100 &8 100
Sn Cl2 100 100 100 100 100 100
CaC12 100 100 100 100 98 100
FeClz 52 98 44,5 93 22,3 l 88
/\gNO3 00 40 00 33 00 23
HgC]2 00 83 00 638 00 78
CuCl, 00 93 00 85 00 | 88
IZ 21 98 00 92,5 00 87,3
Pyridoxal 100 100 100 100 100 100
Acrylonitrile 92 100 &0 100 77 100
N.B.S. 36 93 25 90 &0 23
Anhydride acétique 90 100 83 100 77 100
Malonitrile 100 100 100 100 100 100
Diacetyle 100 100 100 100 90 100

I N.E.M. 00 25 G0 12 00 8
lodo-acétate 00 65 00 42 00 28

| P.hydroxymercurobenzoate 00 52 00 43 00 33
ED.T.A. 100 100 100 100 100 100

QB;U)
TABLEAU 17 : Action des inhibiteurs sur I'activité enzymatique (exprimée en

% d'activité relative).
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Les ponts disulfures se réduisent facilement en thiols (- SH)
avec bien souvent perte de |'activité enzymatique. Tout composé€ réagissant
avec les groupements - SH sera un inhibiteur potentiel ; tel est le cas de
I'iodoacétate, le N.E.M., le P-hydroxy-mercuro-benzoate et les métaux lourds
(Ag+, Hg++).

Le N-bromosuccinimide (N.B.S.) est un composé agissant sur
le groupement cyclique des acides aminés. Nous constatons que les divers inhibiteurs
ont une action sur l'activité enzymatique vis-a-vis des 3 substrats ; cependant,
I'action inhibitrice est un peu plus importante sur l'inuline qu'en présence

de raffinose et de saccharose.

4. MODE D'ACTION DE L'ENZYME

Cette étude a été effectude en présence d'une solution d'inuline
a 2,5 % et une solution de raffinose a3 %. Dans 100 ml de chaque solution
est ajouté l'extrait enzymatique a raison de 2 U.l./m];la réaction est realis€e
au bain-marie a40° C et a pH 6, sous agitations ; des prélevements sont
effectués régulierement. La cinétique d'hydrolyse a €t€ suivie par H.P.L.C.
et par dosage des sucres reéducteurs.

L'analyse en H.P.L.C. et le dosage specifique du glucose et fructose
ont €té effectu€s au cours de I'hydrolyse de Il'inuline [FIGURE 38 (@)]. Le
fructose apparait régulierement au cours du temps et sa cinétique d'apparition
correspond a celle du sucre réducteur ; le glucose apparait tardivement.
Par ailleurs, I'hydrolyse de raffinose se traduit par la libération du fructose
avec une accumulation de mélibiose [FIGURE 38 (b)].

Ces résultats montrent que 'enzyme est une B fructofuranosidase qui

libere du fructose et qui laisse subsister un residu non réducteur.

5. DETERMINATION DES CONSTANTES DE MICHAELIS (FIGURE 39 )

La détermination des constantes de Michaelis pour les trois substrats

par la méthode lineweaver a donné€ les résultats suivants :

- Inuline : Km = 0,25.10 ? Molaire avec vitesse maximale de 9 ymole/mn.mg
- Raffinose : Km = 4.10 2 Molaire avec vitesse maximale de 12 pmole/mn.mg

- Saccharose : Km = 1,2.10 * Molaire avec vitesse maximale de 30 pmole/mn.mg.
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Cinétique d'apparition des sucres
réducteurs en fonction du temps
au cours de I'hydrolyse de I"inuline
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CHAPITRE VI

Structure de 1'enzyme purifife
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1. DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE

Nous avons tenté de déterminer la masse moléculaire (M.M)
de I'enzyme purifiée par deux techniques : la filtration moléculaire sur gel
de Sepharose 6B et par électrophorese sur gel de polyacrylamide a différentes
concentrations d'apres la méthode de HEDRICK et SMITH (1968).

1.1 - Filtration sur gel de Sepharose ¢B

La détermination de la M.M est effectuée sur un extrait purifié
par chromatographie sur ultrogel A.C.A. 34.

L'extrait est ensuite concentré dans un tube de dialyse immergé
dans du polyethylene glycocol, puis dialysé contre de I'eau distillée. La position
de l'enzyme par rapport aux autres protéines témoins a la sortie de la colonne

de Sepharose 6B indique une valeur de 130 000 (FIGURE 40 ).

1.2 - Electrophorese sur gel de polyacrylamide

Les €lectrophoreses ont €té rdalisdes dansdes gels a des concentra-
tions de 3, 4, 5, 6, 7 % en Acrylamide; nous avons utilis€ comme témoin la
catalase (M.M 240 000) et la ferritine (M.M 480 000). La M.M estimée de
notre enzyme est de 127 000 ; cette valeur ainsi obtenue concorde avec celle

déterminée par filtration (FIGURE 41 ).

2. MASSE MOLECULAIRE DES SOUS-UNITES

Les masses moléculaires des sous-unités de ['enzyme sont déter-
minées par €lectrophorese sur gel de polyacrylamide en S.D.S., selon la méthode
décrite dans le chapitre Matériel et Méthodes. Dans le gel a 8 % d'acrylamide,
la M.M de la sous-unité la plus importante se situe aux environs de 65 000

(FIGURE 42 ). Ce qui suggere la présence de deux sous-unités.

3. RECHERCHE D'UN GROUPEMENT PROSTHETIQUE

L'activité catalytique de I'enzyme mesurée par la libération
du fructose n'est pas modifiée par dialyse prolongde, méme en présence d'un
agent complexant tel que ['éthylene-diamine-tetraacétate de sodium 1 mM,
ce qui exclut I'existence d'un cofacteur dissociable masqué ou non par un

metal.
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FIGURE %C : Détermination de la M.M de la B fructofuranosidase par filtration

sur gel de sépharose 6 B.
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FIGURE #1 : Détermination de la M.M de I'enzyme en électrophorése sur

gel de polyacrylamide a différentes concentrations d'acrylamide selon la
méthode HEDRICK et SMITH (1968).
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4. RECHERCHE DES SUCRES DANS LA PREPARATION ENZYMATIQUE
PURIFIEE |
Un certain nombre de transférases agissant sur les oses contiennent
des quantités importantes de sucres ; c'est le cas de l'invertase de levure
qui renferme 70 % de polysaccharide (FISCHER, KOHTES et FLEMING, 1951),
de l'invertase de Neurospora crassa (METZENBERG, 1963) qui est contaminée par
une hexosamine (2 %), de I'hexokinase cristallisée de levure qui contient 50 9% de
mannose (BOSER,[955),/ et également de la B galactosidase (WALLENFELS, 1950).
Lors de la purification de notre enzyme par chromatographie
d'affinité (conA - Sepharose 4B), nous avons pu obtenir la fixation de l'en-
zyme sur le conA . Cette derniere se combine avec les molécules qui comportent
des reésidus o D mannopyranosyl et o D glycopyranosyl, donc un absorbant spécifi-
que des polysaccharides, des glycoprotéines et des glycolipides. Par ailleurs,
nous avons cherché la presence d'aldose dans I'enzyme purifiée par la méthode
de WINGLER modifiee par FRANCOIS et COLL. (1962) qui révele la présence
d'hexose dans la molécule de I'enzyme. Par conséquent, notre B fructofuranosi-
dase est probablement une glycoprotéine, mais une étude plus approfondie

serait souhaitable.

5. COMPOSITION QUALITATIVE EN ACIDES AMINES

Un certain nombre de transosylases ont ¢été obtenus a I'état
pur et leur composition en amino -acides a €t€ determinée ; c'est le cas notam-
ment de la phosphorylase (VELIK et WICKS, 1951), de I'a amylase de diverses
origines (FISCHER, 1964) et de la B galactosidase d'E. coli (WALLENFELS, 1950).

L'analyse qualitative des acides aminés de notre enzyme réalisée
apres hydrolyse totale (HCl 6 N, 100° C), suivie d'une électrophorese des

acides aminés, montre la composition en acide aminés indiquée ci-dessous.

- Asparagine - Cystine

- Threonine - Leucine

- Serine - Isoleucine

- Glutamine - Tyrosine

- Proline - Phenylalanine
- Glycine - Lysine

- Alanine - Histidine

- Methionine - Arginine

Valine

Tryptophane
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Spectre d'absorption de I'enzyme purifiée (0,1 mg/ml) en

solution dans un tampon phosphate 0,1 M, pH = 7.



Par ailleurs, le spectre d'absorption en ultraviolet de !'enzyme
purifiee a pH 7 présente un minimum a 260 NM et yn maximum a 278 nm
(FIGURE 43°).

Abs 280
Abs 260
L'absorption maximale a 278 nm suggere la présence d'acides

Le rapport est de 1,2.
aminés aromatiques. Nous avons ensuite obtenu une valeur du point iso€lec-
trique de l'enzyme au-dessous de pH #4, ce qui laisse penser qu'il y a une

forte proportion d'acides aminds diacides.
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6. ETUDE DES GROUPEMENTS INTERVENANT DANS L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

L'€tude des groupements qui interviennent dans l'activité enzyma-
tique a débuté par I'observation des courbes d'activité en fonction du pH
les valeurs du pH correspondant aux points d'inflexions de telles courbes
ont fourni tres tdt des indications interessantes sur la nature des groupes
impliqués dans le site actif.

Actuellement, cette €tude couvre un domaine extrémement vaste ;
elle peut étre abordée par l'emploi de méthodes physiques (spectre ultraviolet,
de dispersion rotatoire optique de R.M.N. ou par [I'utilisation de réactifs
spécifiques d'amino-acides en passant par I'étude in vivo de la cellule productri-
ce de l'enzyme (remplacement des amino-acides par des analogues). Pour
des raisons purement techniques, nous nous sommes limités a I'étude de ['in-
fluence du pH surles constantes de la réaction.

Sur notre B fructofuranosidase, nous avons suivi la variation
de la vitesse maximale (Vmax) et des constantes d'affinités pour le saccharose
(Ks) et I'inuline (Ki) en fonction du pH.

Les valeurs de pK des acides aminés susceptibles d'intervenir
dans l'activité d'une protéine enzymatique sont rappelées ci-dessous (DIXON
et WEBB, 1964) (TABLEAU 18 ).

D'apres KOSLAND (1960) un pK situé aux environs du pH 4 corres-
pond a un groupement carboxyl, situé aux environs du pH 6,5 ; il correspond
vraisemblablement a un groupement imidazole.

Nous avons déterminé€ la constante de Michaelis et Menten
pour chaque valeur du pH en suivant la cinétique de libération des sucres
réducteurs, ceci a partir de 4 concentrations en saccharose : 0,0125 M,
0,025 M, 0,075 M et 0,1 M. Pour les pH compris entre 4 et 7, nous avons
utilisé un tampon phosphate disodique-acide acetique, entre pH 6 et 9 : un

tampon phosphate avec des concentrations de 0,02 M.
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GROUPEMENT pK
Carboxyl (o) 3,0 - 3,2
Carboxyl (aspartyl) 3,0 - 47
Carboxyl (glutamy!) - -4l
Hydroxy! phenolique 9,8 - 10,4
Sulfhydryl 8,3 - 8,6
Imidazol (histidine) 5,6 - 7,0
a' aminé 7,6 - 8,4
a aminé (Cystine) 6,5 - 8,5
e aminé (lysine) 9,4 - 10,6
Guanidiny! (arginine) 11,6 - 12,6

)

TABLEAU 18 : Valeurs de pK des acides aminés susceptibles d'intervenir

dans l'activité d'une protéine enzymatique.




Le calcul de la vitesse maximale a €té directement effectué a I'aide des
courbes de Lineweaver et Burk. Nous avons mesuré I'activité enzymatique
aux différents pH au cours d'une seule et méme expérience. Les variations
de Km et Vm sont exprimées dans la FIGURE #4 . Nous constatons que le
pH optimum est situé aux environs de 6, ce qui confirme la valeur précédem-
ment trouvée avec la preparation partiellement purifiée. La diminution d'ac-
tivit€ au-dessus du pH 6 n'est pas due a une dénaturation de l'enzyme du
moins jusqu'a pH 9 car l'activité est entierement récupérée lorsqu'on rameéne
I'enzyme par dialyse de pH 9 a pH 6. Au-dela de pH 9, une dénaturation
de I'enzyme se produit. Au pH optimum, la valeur du Km est de 1,6.10 2 M, ce
qui concorde bien avec les résultats trouvés précédemment (1,2.10 2 M). Nous
avons utilis€é la représentation de DIXON (1953) pour déterminer de facon
plus précise, a partir des courbes Km et Vm, le pKm des groupes intervenant
dans l'activite enzymatique. Sur les courbes de LongaX et pKm en fonction du
pH (FIGURE 45 ), nous trouvons un pKl entre 4,5 et 5 et pK2 entre 6,5
et 7,5. La variation de la constante d'affinité Ki de I'enzyme pour ['inuline
en fonction du pH a ¢té également suivie. Les résultats sont conformes a
ceux trouv€s précédemment.

De ces travaux, nous pouvons deduire qu'il y a probablement
un groupe carboxyl ou un groupe imidazol (ou a aminé) ou les deux a la fois, qui

intervient dans l'activité enzymatique.
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FIGURE 45 : Effet du pH sur la vitesse maximum et la constante d'affi-

nit€ de la B fructofuranosidase pour le saccharose. Représentation selon

DIXON (1953).
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CONCLUSION ET DISCUSSION

Nous avons utilis€ des méthodes simples de purification de la
B fructofuranosidase de la souche I isolde jet étudié quelques unes de ses
propri€tés. La pureté de notre préparation étudiee par chromatographie d'échan-
ge d'ions, gel de filtration, chromatographie d'affinité et électrophorese,

nous semble satisfaisante.

L'activité B fructofuranosidasique de la souche retenue depend
de la présence d'une seule enzyme, comme pour les levures, telles K. fragilis et
Candida kefyr.

La préparation enzymatique obtenue dégrade I'inuline en liberant
du fructose et un résidu non réducteur ; elle est active également surle sac-

charose et le raffinose. Il s'agit donc d'une inulinase de type B fructofuranosidase.

Le rapport inuline/saccharose (LS) obtenu est élevé, de I'ordre
de 0,2, ce qui différencie toutefois Cette‘enzyme des invertases classiques
comme celle de Saccharomycess cerevisiae. On peut cependant admettre
que ces inulinases ne sont que des invertases ayant des propri€té€s particulieres
puisqu'elles jouent le rdle d'invertase. La B fructofuranosidase €tudiée, tout comme
celle de Candida kefyr (NEGORO et KITO, 1973 b) et de K. fragilis (NEGORO,
1978) est une glycoprotéine, ce qui est également le cas des invertases
(NEUMAN et LAMPEN, 1967 ; HIZUKA et COLL., 1977). La plupart des carbo-
hydratases sont des glycoprotéines (PAZUR et COLL., 1963).

Si I'on examine les proprietés de l'enzyme isolée, nous pouvons

faire les observations suivantes :

- L'enzyme reste généralement active a des pH supérieurs a
4,5 ; elle est inactivee a pH trés acide. Le pH optimum est de l'ordre de
6 pour les trois substrats : inuline, raffinose et saccharose. Ce pH optimum
est voisin de ceux observées chez les bactéries productrices d'a-amylase telles que
Bacillus subtilis (GREENWOOD, 1968) ou Bacillus licheniformis (THIRUNA, 1984).

Le pH optimum des inulinases de levures est souvent inférieur a 5.
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- La température optimale d'activité varie entre 45° C et 50° C,

est legerement plus faiile que celle de . i’ragilié qui se situe a 55° C (NEGORO, 1978).
L'enzyme est stable aux alentours de la température optimale (50° C), mais
elle est plus ou moins sensible aux fortes températures et se dénature rapide-
ment & 70° C. Cependant un comportement particulier, d'ailleurs décrit chez
plusieurs levures, telles que K. fragilis (NAHM et BYUN, 1977) a été mis en évi-
dence pour la souche €tudi€e : la dénaturation thermique a des conséquences
variables selon le substrat. La baisse d'activité par dénaturation thermique
est toujours plus importante avec l'inuline qu'avec le raffinose et surtout
le saccharose , comme le montrent les valeurs d'énergie d'activation obtenues
pour chacun de ces substrats. Ce fait peut étre expliqué par la dénaturation
progressive de I'enzyme et de son site actif sous l'influence de la temperature,

la deénaturation ayant des conséquences variables selon le substrat en raison
de son encombrement ste/rique. L'acces de I'inuline dont la taille est impor-

tante, doit étre géné plus facilement que celui du saccharose.

- L'étude de I'influence de divers inhibiteurs a montré que le

comportement €tait pratiquement identique sur les différents substrats.

- Les cations monovalents sont sans action sur l'activit€ enzy-

matique.

- Co Cl, MgSO# augmente la vitesse de la reaction ; ce sont
des activateurs. Les autres cations bivalents inhibent ['activité enzymatique

a des concentrations supérieures a 1072 M.

- Les sels des metaux lourds (Agt Hg++) inhibent fortement l'activité

enzymatique.

- L'inhibition par le N.E.M. et le P-hydroxymercubenzoate, ou
I'iode-acétate, indique la présence du groupement thiol dans le sile actif

de l'enzyme.

- Les constantes de Michaelis de notre enzyme sont de 0,25.10 2 M
pour l'inuline, 1,25.10 2 M pour le saccharose et 4.10"2 M pour le raffinose. Ces

valeurs sont voisines de celles trouvé€es chez la plupart des levures, alors




que celles des champignons sont en général plus faibles et présentent

une meilleure affinit€ : c'est le cas d'AspergilluS'niger (NAKUMARA, 1978) dont
le Km est de l'ordre de 10 °. Rappelons que la constante de Michaelis
de l'invertase de Saccharomyces cerevisige pour le saccharose est de 2.10°2 M,
valeur voisine de celle que nous avons trouvee et aussi de celle de I'inulinase

du topinambour (Km # 1072 M).

- La B fructofuranosidase possede une masse moléculaire (M.M)
de l'ordre de 130 000. L'activité spécifique peut étre de 220 moles d'inuline

transformées par minute et par mole d'enzyme.

Comme pour la plupart des saccharases, l'enzyme possede un
pH optimum acide (pH 6) et 2 pK, I'un a 4,5 - 5 et l'autre a 7 - 7,5. Un groupe
carboxyl, ou un groupe imidazole, ou o aminé, ou les deux, interviennent proba-

blement dans I'activité enzymatique.
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CHAPITRE VI

Régulation de la hiosynthése de
1a 8 fructofuranosidase extracellulaire

—000—




1. ETUDE DE L'EFFET GLUCOSE SUR LA BIOSYNTHESE DE L'ENZYME

1.1 - Effet du glucose en présence des différents B fructosides

Nous avons montré, dans le Chapitre Il, que la biosynthése de
la B fructofuranosidase semble étre fortement induite par la présence d'inu-
line et a moindre degre, par la présence des autres B fructosides, alors que la
présence du glucose réprime l'activité enzymatique au cours de la croissance.

Afin de bien déterminer le rdle du glucose, nous avons effectué
une série de cultures contenant divers B fructosides (inuline, raffinose, saccha-
rose) en présence du glucose. Les cultures ont été effectuées dans le milieu
synthétique renfermant, en plus du substrat carboné a tester a la concentra-
tion de 0,5 %, du glucose de 0,2 %. Nous avons suivi l'apparition de l'enzyme
en présence et en absence de glucose pour les trois substrats. La FIGURE 46
rapporte les résultats obtenus : nous constatons que, quelque soit le substrat
utilis€, la présence du glucose bloque totalement l'apparition de l'activité

enzymatique.
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1.2 - Effet du glucose dans différentes conditions en présence d'inuline

1.2.1 - Effet du glucose a différentes concentrations
Nous avons ensuite recherché la concentration limitante du glucose
réprimant la biosynthese de l'enzyme. La FIGURE 47 résume les résultats
obtenus.
Nous constatons que, quelle que soit la concentration, le glucose
bloque la biosynthese de I'enzyme et ce n'est qu'apres l'utilisation totale

du glucose que la libération de I'enzyme s'effectue dans le milieu.

1.2.2 -Effet du glucose ajouté en phase exponentielle de croissance

Par ailleurs, pendant la phase exponentielle de la division cellu-
laire, lors de la biosynthese intense de l'enzyme, nous avons additionné au
milieu de culture une concentration de 0,2 % de glucose.

Des I'addition du glucose (FIGURE #% ), nous constatons un arrét
aussi bien de I'apparition de l'activité enzymatique que de I'hydrolyse de
I'inuline. Parallelement, la consommation de glucose par les cellules commence
des son addition dans le milieu de culture.

Ce test confirme l'effet inhibiteur du glucose.
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FIGURE 47 : Effet de la concentration de glucose sur I'apparition de
I'activité enzymatique.

( A ) concentration de glucose exprimée en %

( 8 ) apparition de I'activité enzymatique

(m)0,05% ; (©)0,1% ; (v)0,25% ; (B)0,5%

. - . .. -1 . .
culture effectuee sur milieu synthetique contenant 0,5 g.1 = d'inuline, dans un

Erlen-Meyer, a 30° G, sous agitation, et apH 7.
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FIGURE 48 : Effet du glucose (0,2 %) additionné en phase exponentielle

(¥) sur la biosynthese de I'enzyme :
A) ( O ) croissance bactérienne exprimée en D.O. a 600 nm

(®m) concentration en inuline exprimée en % de consommation

( v ) concentration du glucose

B) Biosynthese de I'enzyme :
( ® ) témoin sans addition de glucose

( @) apres addition de glucose



1.2.3 - Mise en évidence d'une diauxie

Cette €tude est inspirée de travaux antéerieurs effectués au la-
boratoire (THEODOROPOULOS, 1985). Pour obtenir une courbe diauxique,
il faut que le glucose réprime la biosynthése de Il'enzyme, et ['inuline ne
pourra pas étre utilisée avant que le glucose ait disparu du milieu.

Dans la culture en fermenteur, en plus de I'appréciation de la
consommation des substrats, le phénomeéne de diauxie est mis en évidence
par la mesure de I'oxygene dissous dans le milieu de culture.

Nous avons réalis€ des cultures de 3 | en fermenteur Setric avec
un Kla de 15 h_1 obtenu par une aération constante de 2 | d'air/mn, avec
une agitation de 50 r.p.m. La culture est réalisée sur milieu synthétique en
présence de glucose (0,1 %) et d'inuline (0,5 %). Nous avons effectue des
prelevements a des moments précis de la croissance bactérienne afin de suivre
I'évolution de la D.O., la consommation simultanée du glucose, de l'inuline
et I'apparition de l'activité B fructofuranosidique.:

La courbe diauxique se traduit par deux phases
dans le suivi de l'oxygene dissous(FIGURE 49 ) :

- durant la premiere phase, le milieu reste saturé en oxygene,
durant la phase exponentielle le taux de I'oxygene dissous diminue. Une fois
le glucose consommé, le milieu se resature en oxygene. 7

- durant la deuxieme phase, le taux d'oxygene diminue avec
un début d'hydrolyse de I'inuline ; puis, en phase stationnaire, il y a a nouveau
saturation.

Durant la premiere phase de croissance, la concentration d'inu-
line dans le milieu reste inchangée et l'activité enzymatique reste faible
ou quasi nulle ; elle est comparable a celle observée en présence de glicose
seul. Par contre, a partir du début de la phase stationnaire intermédiaire
et durant la seconde phase de croissance, la consommation du glucose est
totale, alors que la concentration en inuline diminue dans le milieu et s'accom-

pagne d'une augmentation importante de l'activité enzymatique. |

1.3 - Discussion
Les résultats obtenus montrent que le glucose excerce une r_e'pres-
sion de la biosynthese de I'enzyme ; en effet, quelle que soit la concentration
en glucose, la seule présence du produit dans la solution bloque totalement

['apparition de I'activité enzymatique et ce n'est qu'apres son utilisation
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compléte que la synthese et la libération de I'enzyme sont de nouveau observées.

Cette répression par le glucose semble &tre un phénomeéne essen-
tiel de la régulation de la B fructofuranosidase extracellulaire de la souche ]
isolde | comme d'ailleurs pour la plupart des enzymes extracellulaires (HARDER,
1979).

2. ISOLEMENT D'UN MUTANT RESISTANT A L'EFFET GLUCOSE

2.1 - Mutagénese

Les radiations U.V. peuvent étre utilisees pour les sélections
de mutants ; nous considérons que cette methode simple ne peut pas étre
efficace dans notre cas, car elle provoque des mutations réversibles qui peuvent
étre photoréactives.

Nous avons préféré utiliser les agents mutagénes chimiques.
Nous avons choisi la nitrosoguanidine 5N-methyl N'N nitro-nitrosoguanidine)

qui peut induire des insertions ou des délétions dans le géndme.

2.2 - Courbe de survie

A une culture en Erlen-Meyer de la souche en phase exponentielle
de croissance; nous avons ajouté une solution de N.T.G. en tampon tris -
malique 0,5 M a la concentration finale de 0,1 ou 0,5 g.l-l. La culture est mise
a incuber et des prélevements sont effectuds a des intervalles de temps réguliers,
ces €chantillons sont centrifugés le plus rapidement possible pour stopper
le contact entre le N.T.G. et les cellules. Le culot cellulaire est lavé€ deux fois
avec un tampon phosphate 0,1 M, puis remis en suspension dans le méme
volume de sérum physiologique. On procéde ensuite aux dilutions nécessaires
(10 2 107% et a un comptage des colonies sur milieu synthétique solide.

Apres cing jours d'incubation, on peut compter les colonies apparues
et calculer le rapport du nombre de cellules viables a un temps t de contact
et au temps t = C . On obtient ainsi le pourcentage de survie en fonction
du temps de contact pour les deux concentrations d'agent mutagene (FIGURE 50
Une concentration en N.T.G. de 0,1 g/l permet encore, apres une heure de
contact, 40 % de survie. Les conditions retenues pour la mutagenese etant

10 % de survie, la solution de N.T.G. a 0,5 g.l'1 sera utilisée pendant 10 mn.
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2.3 - Enrichissement

Nous avons utilisé la technique d'inoculation cyclique avec ou
sans inducteur, inspirée de la méthode de COHEN (1953), utilis€e pour la
sélection de mutants d'E. coli pouvant synthétiser de I'a-amylase et de la B-galac-
tosidase.

Au départ, en présence du répresseur (le glucose), les mutants
constitutifs ont le méme taux de croissance que les autres cellules, mais
quand on remplace le represseur par l'inducteur (I'inuline), les mutants consti-
tutifs sont favoris€s par rapport aux mutants inductibles ; ils n'ont pas de
phase de latence. Aprés un certain nombre de cycles, la population bactérien-
ne contient une trés forte proportion des mutants constitutifs. Nous avons
appliqué cette méthode a notre souche. - Apres 24 heures de culture sur mi-
licu synthétique contenant le glucose a une concentration de 0,5 %, les cel-
lules sont transférées sur milieu contenant 0,5 % d'inuline ; nous avons d{

faire cing séries pour obtenir un résultat satisfaisant.

2.4 - Sélection du mutant

Nous avons utilis€ la méthode simple et fiable de LEPESANT (1968).
Aprés mutagénese a la N.T.G. et enrichissement, les bactéries sont &talées
sur milieu synthétique contenant 0,1 % de glycérol. Apres 48 heures de culture
a 30° C, on pulvérise a la surface des boftes une solution stérile de saccharose
a 50 % ; on incube a nouveau pendant 2 heures a 30° C. On pulvérise ensuite
les réactifs du "glucostat". Une auréole rouge correspondant a une formation
plus abondante de glucose apparait alors a la température ambiante. Les
colonies mutantes produisent beaucoup plus de B fructofuranosidase que celles de
la souche sauvage.

Parmi les cing colonies detectées par cette methode, nous en

avons retenue une qui a montré une réaction fortement positive.

2.5 - Caractéristique du mutant retenu

Les différentes caracteristiques de ce mutant ont €té €tudi€es
par comparaison avec la souche sauvage. La durée de la stabilité de la mutation

a été vérifice au cours de la croissance apres une centaine de génerations.

2.6 - Croissance et production de l'enzyme par le mutant
P! Yy p

2.6.1 - Etude en Erlen-Meyer sur différentes sources de carbone
Nous avons suivi, comme pour la souche sauvage, la croissance

bactérienne et lI'apparition de l'activit€ enzymatique dans les milieux de




cultures synthétiques contenant les différentes sources de carbones : glucose
0,5 %, saccharose 0,5 %, inuline 0,5 % et inuline (0,85 %) + glucose (0,25 %).
Cette dtude a été€ réalisée en Erlen Meyer a 30° C, sous agitation et pH

Les résultats obtenus sont résumés dans la FIGURE 51 . Avec
le glucose comme seule source de carbone, I'activité enzymatique de la souche
sauvage est pratiquement nulle, la synthése de I'enzyme est fortement répri-
mée. Par contre, chez le mutant, nous constatons que l'activité enzymatique
est importante vers la fin de la phase exponentielle et durant la phase station-
naire, elle est estimée a 0,4 pmole/mn/ml, apres 30 heures de croissance
[FIGURE 51 @)]. 1l en est de méme quand le substrat est le saccharose,
avec une activité de l'ordre de 0,5 pmole/mn/ml [FIGURE 51 (b)l.

Dans le milieu ne contenant que de l'inuline comme seule source

de carbone, l'induction de I'activit€ est de 1,2 upmole/mn/ml [FIGURE 51 (c)]

et trois a quatre fois plus importante que la souche sauvage (0,35 pmole/
mn/ml).

Le rapport -—IS— est le méme que celul de la souche sauvage,
environ 0,22.

En présence d'inuline et de glucose [FIGURE 51 (d)], la souche
mutante ne montre aucun phénomene de diauxie, et la biosynthese s'effectue
régulierement au cours de la croissance bactérienne, avec une accumulation

maximale pendant la phase exponentielle et la phase stationnaire.

2.6.2 - Etude en fermenteur
Nous avons réalis€ des cultures de la souche mutante en fermen-
teur (Kla de 15 h™!) en présence de glucose et d'inuline, I'évolution de [l'oxy-

gene dissous (FIGURE 52 ) montre que :

durant la phase de latence, le milieu reste saturé en oxygene

Gissous 3

- durant la phase exponentielle de croissance, le taux d'oxygene
diminue ;

- au début de la phase stationnaire, le milieu se resature en
oxygene.

Parallélement, nous constatons au cours de la croissance bacte-
rienne, une hydrolyse progressive de l'inuline avec libération de I'enzyme

au fur et a mesure de la division cellulaire ; I'effet inhibiteur de glucose

est totalement absent dans ces conditions.
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2.7 - Influence de la mutation sur la nature du systéeme

enzymatique

Nous avons vérifié toutes les caractéristiques et les parametres

physico-chimiques de l'enzyme €tudide ; nous n'avons pas pu constater de diffe-

rence particuliére avec I'enzyme de la souche sauvage. La FIGURE ;3 ' montre
une séparation chromatographique sur ultrogel ACA 34.

Nous constatons que I'activité enzymatique vis-a-vis de ['inuline
et du saccharose dépend d'une seule fraction active, constituée d'une seule
protéine enzymatique.

Comme pour Saccharomyces cerivisiae (ABRAMS et COLL; 1978)
productrice d'invertase, la mutation ne semble pas affecter la nature du

systeme enzymatique.

2.8 - Discussion

Avec la souche mutante isolée, nous avons
obtenu une importante amélioration de la production de Al'activite' enzymatique.
Cette activité demeure importante en présence du substrat répressif (glucose).
Malgre la présence d'inuline dans le milieu de culture, le phénoméne de diauxie
est leve et I'effet inhibiteur du glucose est fortement diminué.

La mutation n'a pas affecté les propri€tés et les caractéristiques

physico-chimiques de la préparation enzymatique.
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tion 60 - 80 % de saturation en sulfate d'ammonium).

(—s—) densité optique a 280 nm

( ® ) substrat le saccharose ‘ EB; U’
( W ) substrat I'inuline




CHAPITRE vl
Essai de production du fructose par

hydrolyse enzymatique
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L'utilisation des enzymes pour la production du fructose a été
envisagée des 1943 par HEMMI et TOMITA, puis INAGAKI et HONJO (1949),
par KIM (1975) a partir d'inulinase fongique. BRAWN et NAHM (1978) ont
montré que l'inulinase de K. fragilis pouvait é&tre utilisée pour hydrolyser
les polyfructosanes du topinambour, et FLEMING et GROOTWASSIN (1979)

ont montré que ce procédé €tait plus avantageux que I'hydrolyse chimique. |

KIERSTAN (1980) préconise ce type d'hydrolyse pour la fabrication
de sirops a haute teneur en fructose. Récemment, GUIRAUD (1981) a €tudié
la possibilite d'utilisation des inulinases de diverses levures pour la production
de fructose a partir d'extrait de topinambour. Nous allons montré dans ce

chapitre que l'enzyme de la souche Sélectionnde peut étre utilisée dans ce but.

L'enzyme a €t€ recueillie apres culture sur milieu contenant 0,5 %
d'inuline dans un réacteur de 3 I. Aprés élimination des cellules par centrifuga-
tion suivie d'une filtration stérilisante, le milieu a €te dialysé, puis concentré
par précipitation au sulfate d'ammonium (70 % de saturation). L'enzyme

n'a pas €t€ purifiée davantage.

1. ETUDE DE LA CINETIQUE D'HYDROLYSE DE L'INULINE PURE

Nous avons utilisé une préparation enzymatique obtenue selon
la méthode décrite précedemment. Le milieu réactionnel contient 50 mg/ml
d'inuline pure du commerce (Merck) et contenant 20 U.L. pour 100 ml.

La réaction est réalisée en Erlen-Meyer et au bain-marie agité,
a température et pH optimal de l'enzyme (50° C, pH 6). Des prélevements
sont effectués régulierement toutes les deux heures pendant 24 heures. La
cin€tique d'hydrolyse a €té suivie par H.P.L.C. et par dosages des sucres
réducteurs. La FIGURE 54 rassemble les résultats obtenus.

Dans nos conditions expérimentales, nous observons d'abord une
chute brutale de I'inuline au cours des deux premieres heures (environ 60
pendant ce méme temps les sucres réducteurs augmentent régulierement

de facon importante. Apres cette periode, I'hydrolyse de I'inuline est relative-
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ment lente, alors que les sucres continuent a augmenter. La cinétique d'apparition

du fructose se superpose a celle des sucres réducteurs ; le glucose apparait

tardivement.
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FIGURE 54 : Cinétique d'hydrolyse enzymatique de I'inuline pure.
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Par ailleurs, nous avons €tudié l'hydrolyse des solutions d'inuline
a 20 g/t et 200 g/t ; nous avons utilisé des solutions enzymatiques permettant
d'obtenir une concentration de 0,2 U.L./ml (soit 206 U.I/l) et 0,4 U.L./ml (soit

400 U.1/1).  L'expérience a €té réalisée comme précédemment.

Comme on pouvait s'y attendre (FIGURE 55 ), la baisse de la
concentration en inuline et l'augmentation de la concentration en enzyme
sont favorables a I'hydrolyse.

Une hydrolyse totale a été obtenue avec la solution d'inuline
a 20 g/l et avec la solution enzymatique a 0,4 unité/ml en 6 heures. Pour
la solution contenant 200 g/l d'inuline, 80 % d'hydrolyse ne sont obtenus

qu'apreés 24 heures d'incubation avec la solution enzymatique a 0,4 U.L./ml.

2. CINETIQUE D'HYDROLYSE D'UN EXTRAIT DE RACINE D'ENDIVE

Nous avons ensuite €tudi€, dans les mémes conditions, I'hydrolyse
d'un extrait de chicorée obtenu par diffusion a 80° C et contenant 80 g/l

de sucres totaux.

L'hydrolyse s'effectue a l'aide d'un extrait enzymatique a 0,4 U.l./ml.

La FIGURE 56 et le TABLEAU 19 rassemblent les résultats obtenus. La
aussi, I'hydrolyse est intense pendant les six premieres heures d'incubation,
avec une apparition progressive des sucres réducteurs.

Les résultats sont meilleurs que ceux obtenus avec l'inuline pure,
ceci est normal dans la mesure ot l'activité de la B fructofuranosidase isolée
est meilleure sur le saccharose que sur l'inuline. L'extrait d'endive contient
une quantité importante de saccharose et de polymeéres de faibles poids mo-
léculaires, ce qui explique le taux important de glucose apparu au cours de
I'hydrolyse. BYUN et NAHM (1978) ont trouvé des résultats semblables avec

['enzyme de K. fragilis.

3. COMPARAISON ENTRE L'HYDROLYSE CHIMIQUE ET L'HYDROLYSE
ENZYMATIQUE

Il nous a paru intéressant de comparer I'hydrolyse chimique et
I'hydrolyse enzymatique.
Le TABLEAU 19 et la FIGURE 57 présentent les cinétiques

de ces deux types d'hydrolyses effectués dans les conditions décrites en Matériel
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et Méthodes. Le pourcentage d'hydrolyse est défini par le rapport des sucres
réducteurs sur les sucres totaux.

L'hydrolyse acide est rapide, complete apres 3 heures ; mais
I'hydrolyse acide est responsable d'une dégradation partielle du fructose avec
formation d'environ 5 % de dianhydride de fructose (ZITTAN, 1981).

Une chromatographie sur couche mince met en évidence la présen-
ce de saccharose dont la liaison est difficilement hydrolysable et de ses dérives
pendant toute la durée de la réaction. Apres 3 heures d'hydrolyse acide,
on note la formation d'un composé dont la migration est beaucoup plus rapide
que celle des oses, qui ne disparait pas pour des temps plus longs de reaction
et qui pourrait étre de nature furfuralique.

L'hydrolyse enzymatique pour la production du fructose est possible

mais ne donne pas de meilleurs résultats que I'hydrolyse acide a pH 2et3 166° C.

faut cependant noter une différence essentielle entre les deux types d'hydro-
lyse : I'hydrolyse chimique affecte d'abord les hauts polymeres et, en dernier
ressort, le saccharose ; c'est I'inverse qui se produit pour I'hydrolyse enzymatique.
Pour un méme pourcentage d'hydrolyse, la teneur en monomeres
est plus €levée par hydrolyse enzymatique. L'hydrolyse enzymatique n'entraine
pas la formation de colorations, ni de produits secondaires, et affecte donc

beaucoup moins ['aspect et les qualités du produit final.

L'enzyme a permis, dans nos conditions expérimentales, d'obtenir

une hydrolyse complete apres 24 a 28 heures.
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CONCLUSION GENERALE

Les plantes dont les rédserves sont constitudes de polyfructosanes
de type inuline constituent une importante source potentielle de substrats
carbonds utilisables industriellement. La chicorée, culture de la ré"gi0n Nord -
Pas de -Calais, est de ce type.

Dans le cadre de la valorisation des racines d'endive apres qu'elles
aient donné par forcgage la "salade d'endives", nous avons orienté notre travail
vers une meilleure connaissance de ['évolution de la masse principale des
réserves glucidiques lors de leur stockage. Comme pour un grand nombre d'es-
peces de la famille des Composées, l'inuline est le principal hydrate de carbone.
C'est un glucofructosane dont la molécule, constitude de 35 a 40 molécules
de fructose reli€es par des liaisons glucosidiques B (2+1), se termine par un diholo-
side non réducteur, le saccharose. Ces fructosanes sont localisés dans les
vacuoles des cellules végétales représentant des réserves facilement disponibles.
Leurs variations qualitatives et quantitatives au cours de la croissance, avant
et apres forgage de la racine, ont pu étre suivies grdce a la mise au point
préalable, au laboratoire, de techniques fines d'analyses des glucides (H.P.L.C.,
chromatographie de perméation, -etc...). La constitution, en glucides de la
racine, est variable en fonction de l'ége de la racine, beaucoup d'inuline haute-
ment polymérisée est obtenue dans des tubercules jeunes et frais alors qu'une
disparition progressive survient au cours de la maturation et du stockage.
Il est donc évident que l'on pourra obtenir des solutions d'autant plus riches
en polyfructosanes que le produjt sera jeune et frais ; ceci est fondamental
pour la production de sirop de fructose de haute qualité. Par contre, la richesse
relative des excédents des produits re'coltés tardivement ou mal conservés,
sera plus faible. La valorisation de ces polyfructosanes passe obligatoirement

par I'"hvdrolyse.

L'hydrolyse chimique, que nous avons dgalement dtudide, peut
présenter des inconvénients en fonction des buts recherchés. Certains auteurs
ont utilis€ des inulinases fongiques et des levures. Ces inulinases sont généra-
lement endocellulaires, leur emploi dans l'industrie est limité par leur isolement
qui nécessite des traitements préalables des cellules qui les contiennent. Une
partie essentielle de notre travail a donc consist€ a rechercher des bactéries
a B fructofuranosidases exocellulaires, convenant parfaitement a la réalisation

d'une opération industrielle, et a dtudier les propriétds rdgissant son fonctionnement.
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Parmi les bactéries se développant sur inuline comme unique source
de carbone, nous avons montrd que la souche séiectionnée excrete dans le milieu
de culture des quantitds importantes duB fructofuranosidase, active sur inuline et
dgalement sur d'autres B fructosides (raffinose et saccharose) avec un rapport
inuline/saccharose (—IS- ) d'environ 0,22. La biosynthése de la B fructofuranosida -
se est fortement induite par [l'inuline et, a moindre degré, par les autres
B fructosides ; aucune activité n'est décelable apres culture sur hexoses. Elle
s'effectue re"guliérement au cours de la croissance bactérienne ; l'optimum
d'activit€ est obtenu en fin de phase exponentielle. Elle est favorisée par
'action du nitrate de sodium comme source d'azote, le sulfate de magnésium,
le fer et le calcium. La synthese de l'enzyme est inhibée par le glucose, 'utili -
sation de la N.T.G. a permis d'obtenir un mutant résistant a cet effet glucose.

Cette souche produit trois a cing fois plus d'enzymes que la souche sauvage.

La B fructofuranosidase a €té purifi€e a partir du milieu de culture
par différentes précipitations au sulfate d'ammonium et passages sur colonnes:
(D.E.A.E. cellulose, Ultrogel, ACA 34, chromatographie d'affinité, électropho -
rése). On a obtenu une solution enzymatique ne contenant gqu'une seule protéine.
Si I'on examine les propri€t€s de I'enzyme isolde, nous pouvons faire les observa -
tions suivantes : l'enzyme fonctionne jusqu'a des pH supérieurs a 4,5 ; elle
est ddnaturée a des pH inférieurs a & ; le pH optimum est de l'ordre de 6
sur les trois substrats : inuline, raffinose et saccharose. La température opti-
male d'activité varie entre 45° C et 50° C ; l'enzyme reste stable au moins
30 mn a la température optimale 50° C ; mais au<dela, elle se dénature d'autant
plus rapidement que la tempédrature s'dleve jusqu'a 70° C. La baisse d'activite
par dénaturation thermique est toujours plus importante avec l'inuline qu'avec
le raffinose et surtout le saccharose, comme le montrent les valeurs d'énergies
d'activations obtenues pour chacun des substrats.

L'étude de Il'influence de divers inhibiteurs a montré que, malgré des petites
différences, le comportement est identique lorsque l'on utilise diffdrents substrats
(inuline, raffinose et saccharose). Les inhibiteurs de l'activitd enzymatique
sont essentiellement Ag+, ng. L'inhibition par le N.E.M.. !'iodoacctate et
le parahydroxymercurobenzoate. indique la présence de groupements thiols
dans le site actif de l'enzyme. L'enzyme possede une action de type 8 fructofura-

"

nosidasique, action de type "exo" selon le mécanisme “single chain" attaquant
préférentiellement le cdt€ composé de fructose de la molécule de l'inuline.
Les constantes d'affinitds de I'enzyme purifide sont 0,25.10 ? M pour !'inuline,

1,25.10 2 M pour le saccharose, et 4.10 % pour le raffinose. La 8 fructofuranosidase



est une glycoprotédine possédant une masse moldculaire de I'ordre de 130 000
(constitu€e de deux sous-unitds) et une activité moldculaire spdcifique de
220 moles d'inuline transformédes par minute et par mole d'enzyme.

La courbe de pKm et de Vm en fonction du pH indique que les groupements
qui interviennent dans l'affinité pour le saccharose et l'inuline sont vraisembla-
blement identiques. Le premier pK est situé aux environs de 4,5 et correspond

certainement a un groupement carboxyl. Le deuxieme pK est situé€ aux environs
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de 6,5, ce qui correspondrait a l'intervention d'un groupement imidazole ou a aminé

ou des deux.

Nous avons enfin étudié la possibilité d'utiliser la B fructofuranosidase
de la souche isolde pour la production de fructose par l'hydrolyse enzyma -
tique des extraits contenant les polyfructosanes.

A Partir d'inuline pure, nous avons obtenu une hydrolyse totale avec la solution
d'inuline pure a 20 g/l et une solution enzymatique de 0,4 U.[/ml en 6 heures.
Pour une solution contenant 200 g/l d'inuline, 80 % d'hydrolyse ne sont obtenus
qu'apres 24 a 28heures d'incubation a\lvec la méme solution enzymatique.
A partir d'extraits de chicorée riches en inuline obtenue par diffusion a 80° C
et contenant 80 g/l de sucres Totaix, les résultats obtenus dans les

memes conditions d'hydrolyse sont meilleurs que ceux Obtenus avec

I'inuline pure, ceci est normal dans la mesure ou l'activité de la B fructofuranosi
dase isolée est meilleure sur le saccharose que sur l'inuline ; I'extrait d'endive
contient une quantité importante de saccharose et de polymeres de faibles
poids moléculaires. Par ailleurs, nous avons réalis€ une étude comParative
entre I'hydrolyse enzymatique et acide. Les meilleurs résultats sont obtenus
par hydrolyse acide a pH 2 et a 100° C si l'on se réfere a la vitesse et au
taux final d'hydrolyse. Il faut noter cependant une différence de nature entre
les deux tvpes d'hydrolyse. S: I'hydrolyse chimique affecte d'abord les hauts
poids moléculaires et. en dernier ressort, le saccharose. c¢'est l'inverse qui
se produit pour l'hydrolyse enzymatique. A taux d'hydrolyse partielle egale,
la teneur en monomere est plus €levde apreés hydrolyse enzymatique qu'apres
hydrolyse chimique. De plus. l'hydrolyse enzymatique présente un ¢énorme
avantage : elle n'entraine pas la formation de coloration, ni de¢ produits secon-
daires, et affecte donc beaucoup moins que |'hydrolyse chimique, l'aspect
et la qualit€ du produit. L'hvdrolyse enzymatique est donc préférable a I'hydro-

lyse chimique.




Au cours de cette dtude, nous avons donc démontrd qu'il était
possible de valoriser la production de plantes a inuline apres hydrolyse enzyma -
tique de ce polymeére. Il nous a paru intdressant de prdsenter les applications
possibles. En principe, les jus obtenus par diffusion a partir des cobssetes peuvent
étre valorisés de différentes facons :

- fabrication d'un sirop a haute teneur en fructose capable de
concurrencer l'isomédrose ;

- production d'aliments concentrds liquides ou ddshydratds : les
pellets qui permettraient |'utilisation du potentiel €nergétique des carottes
d'endive ;

- obtention de substrats carbo¢nds directement fermentessibles
pouvant fournir la source de carbone pour la production de levure, la production

d'alcool et la production de biogaz.

[l existe donc une grande diversité d'applications possibles pour
la valorisation des carottes d'endives par hydrolyse enzymatique. Ces appli-

cations énoncdes devront faire l'objet d'études techniques et &conomiques.
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RESUME

Dans le cadre de la valorisation de racines d'endive apres forcage,
qui contiennent encore une quantité tres importante d'inuline (15 a 25 % de
la matiere seche), nous avons recherché chez les bactéries une enzyme capable

d'hydrolyser ce polymere.

Une B fructofuranosidase extracellulaire a €té extraite des milieux
de culture d'une bactérie du sol ; cette enzyme a une spécificitd large, elle
est active sur plusieurs B fructosides (inuline, raffinose et saccharose). La synthese
de l'enzyme est induite par l'inuline et 3 moindre degré par les autres B fructosides ;
elle s'effectue régulierement au cours de la croissance bactdrienne et I'optimum

est obtenu en fin de phase exponentielle.

La synthese de l'enzyme est inhibde en présence de glucose. Nous
avons isolé apres utilisation de la N-méthyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidine (N.T.G.)
un mutant résistant a cet effet glucose, dont la production d'enzyme est de

plus améliorée.

L'enzyme a été purifide par relargage suivi d'une séparation chroma -

tographique classique.

Ses propriétés physico-chimiques ont été mesurdes (Km, activité

= f (pH), activitd = f (t° C), rdle des effecteurs, poids moléculaire, etc...).

L'étude de la possibilité d'utiliser I'enzyme décrite, pour la production
du fructose a -partir des extraits racinaires riches en inuline, a montré que

I'enzyme est adaptée & cet objectif.




