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G E N E R A L I T E S  

1 - LES POLYFRUCTOSANES 

1) Situation des polyfructosanes parmi les polysaccharides 

A l'heiire act i iel le ,  l e s  polysaccharides,  c o m m e  les p ro té ines  e t  

les  a c i d e s  niicléiqiies, r e t i ennen t  l ' a t ten t ion .  Ils const i  t i i en t  l a  m a s s e  e s sen t i e l l e  

d e  l a  m a t i è r e  organiqi ie  d e s  végëtai ix,  d e s  an imaux  et d e s  microorganismes .  

La celliilose, la ch i t i ne ,  I 'hémicelliilose e t  m a n n a n e  se rven t  e s sen -  

t i e l l emen t  d e  s i ibstances d e  s t r i ic t i i re  e t  d e  siipport ; le glycogène  e t  l ' amidon 

sont  d e s  subs tances  d e  réserves.  

Les fonct ions  biologiqiies d e  nombrei ix polysacchar ides ,  siirtoiit  

dans  le règne  végéta l ,  n e  sont  pas  e n t i è r e m e n t  conniies. 

Une meilleiire compréhens ion  d e  l e u r s  rôles  pas se  par  iine connais -  

s a n c e  approfondie  d e  leiir s t r i ic t i i re  fine, d e s  m é c a n i s m e s  d e  leiir s y n t h è s e  

e t  d e  leiir dégradat ion .  

Les é t u d e s  d e  s t r i ic t  i ire d e  nom breilx polysacchar ides  o n t  e t &  f a c i -  

l i t ée s  pa r  I ' i i t i l isation d ' enzymes  dont  la  s p é c i f i c i t é  poiir les  liaisons gliicosi- 

diqiies e s t  t r è s  é t ro i t e .  C ' e s t  l e  cas des  polyfr i ictosanes qiii sont  d e s  polysac-  

cha r ides  possédant  iine s t r i ic t i i re  d 'uni tés  f r i ic tose  , r e l i é e s  e n  m a j o r i t e  p a r  

d e s  l iaisons f3 friictosides. 

Les polysacchar ides  sont  d e s  po lymères  d ' h y d r a t e  d e  c a r b o n e  d o n t  

le poids moléi:ulaire va d e  qiielqiies mil l iers  à pliisieiirs millions. C e s  po lymères  

sont  cons t i t i lés  d e  chaines  l i néa i r e s  oii ramif  iges. La p r e m i e r e  c l a s s i f i ca t ion  

d e s  polysacchar ides  a é t é  f a i t e  selon la s t r i ic t i i re  ch imiqi ie  pa r  UHISTLER 

et SMART (1953) qui distingiient deiix types  principaiix : 

- les homopol ysacchar ides  l inéa i res  qui n e  c o n t i e n n e n t  qii'iine seiile 

e s p è c e  d e  monosacchar ide  : les  glycanes,  les fr i ictosanes,  les mannanes  ; 

- les hétéropolysac<-harides qiii con t i ennen t  d e u x  oii plusieurs  t y p e s  

d ' i ini tés  monosaccharidiqi ies  c o m m e  les  a rabinoxylanes  e t  les g lycomannanes .  

Le  TABLEAU 1 sitiie la posi t ion des  f r i ic tosanes  d a n s  l a  c lass i f ica t ion  d e  

HORTGN e t  UELFROM (1963). 





2) Etudes des polyfructosanes 

Les polyfriictosanes sont des  polymères dii friictose qiie I'on rencon t re  

chez  cer ta ines  bactér ies  e t  chez  diverses plantes. 

2.1 Les polyfructosanes c h e z  l es  bac té r ies  : 

C e s  polymères sont conniis c h e z  les bactgr ies  soiis le nom des "levanes". 

Ils ont  é t é  décr i t s  polir la première  fois c h e z  Bacillus subtilis e t  Azo tobac te r  sp. 

par BEIJERINCK e n  1912. Depiiis, d e  nombreuses espèces  bactériennes o n t  

é t é  décr i tes  comme prodii<:trices d e  levanes (TABLEAU 2 1. 
D'aiitres levanes on t  é t é  mis en  évidence c h e z  cer ta ines  plantes  

(ASPIRAL en  1953) e t  chez ce r ta ins  champignons (GENSHIRO KAU-AI, 1973). 

Les levanes d e  Bacillus subtilis les mieux étridiës sont d e s  polymères de  poids 

moyen poiivant a t t e indre  100 000 e t  sont constitiiés par des  6-D-friictofiiranosyls 

liés e n  $2+6 e t  d e  branchements liés e n  B2+1 (FIGURE 1 ) : leiirs propr ié tés  

physico-chimiqiies sont identiqiies à celles d e s  polyfriictosanes des p lan tes  

(iniiline). 

2.2 Les polyfructosanes c h e z  l e s  p lantes  : 

Les réserves de  natiire pol yf riictofiiranosidasiqiie ont &té  décr i  t e s  

polir la  première  fois par ROSE (1804) c h e z  le topinamboiir (Helianthus tuberosus). 

Depiiis lors, d e  nombreiises siibstan<:es d e  ce t y p e  ont é t é  isolées e t  ét i idiées ; 

la pliis conniie e s t  I'iniiline, qiie I'on rencontre  chez  d e s  plantes appar tenan t  

à qiielqiies familles d e  dicotyledones te l les  qiie les  composées oii les campanu-  

lacées  (TABLEAU 3 ). 

C'es t  dans la famille des  composés qiie I'on trotive les p lan tes  

les pliis riches en  iniiline : topinamboiir, chicorée ,  dahlia, etc... D'aiitres friic- 

tosanes ont é t é  mis en  évidence chez  des plantes  monocotyledones ( famil les  

des  graminées, liliacées, amyrylidées) mais ils ont  é t é  moins bien éti idiés 

(CUGNAC, 1931 ; NORMAN, 1936 ; ARCHOBOLD, 1940 ; HAMMER, 1970 ; 

TOMADA e t  COLL., 1973 a,b). 

La présence des friictosanes dans ces plantes n e  présente  pas  d e  

c o r r d a t t i  évidente  a v e c  letir taxonomie ; aii sein d'iine famille,  on peiit t rouver  

des  plantes possédant des  friictosanes à c ô t é  d e  plantes  n'en possédant pas  

(COLIN, 1942). De même, la présence des  friictosanes ne  peut  ê t r e  liée à l 'absence 

oii à la présence d'aiitres types d e  réserves ; c ' es t  le <-as d e  l'amidon, c h e z  

l'iris (Iris foetidissima) oii les deux types  de  polymères peuvent ê t r e  troiivgs 
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TABLEAU 2 : Répartition e t  propriétés chimiques des  polyfructosanes (levanes) chez les bactéries. 



FIGURE 1 : ~ o l 6 c u l e  de  levane d e  Bacillus subtilis. 

n : 32 -34 residus fructose 

FIGURE 2 : La rnol6c:ule d'inuline. (D'après HIRST, 1950). 



TABLEAU 3 : Plantes dicotyledones contenant de l'inuline (d'après BACON et EDELMAN, 

1951 ; UHISTLER e t  SMART, 1953 ; OTA e t  COLL., 1979). 

FAMILLE 

i 
NOM BOTANIQUE 

Cichorium intybus 

Dahlia sp. 

NOM COMMUN 

Chico rée  

Dahlia  d e s  jardins 

1 Composées Heliantus tuberosus 
t 

Inula - helinium 

Topinam boiir 

Iniile-année 

PissenJi t 

Campanulac&>s 

ORGANE 

R a c i n e  

Tiiberc-iile 

Taraxa cum officinale 

Campanula punctata 

Codonopsis cauceolata 

Platycodon grandiflnum 

TENEUR % MS 

7 5 

7 2 

Ti iberc i i l î  8 O 

R a c i n e  1 32 

R a c i n e  

Campani i le  dii J a p o  

Conodopsi  s grande  

Campii le  R a c i n e  

40 

16 

4 O 

45 1 



dans le même tissii. 

C h e z  d 'autres  plantes, c e s  deux sor tes  d e  polymères sont présents  

mais contenus dans des  organes  di f férents  : I'amidon dans les feiiilles, l e s  

fr i ictosanes dans  les tiiberciiles c h e z  le topinamboiir, les  friictosanes dans les 

feiiilles e t  I'amidon dans les graines chez  le b l é  (EDELMAN et JEFFORD, 

1968). 

3) Propriétés e t  structure des polyfructosanes 

Tous les polyfructosanes ont des  propriétés commiines (UHISTLER 

e t  SMART, 1953). Ils sont composés d e  D-friictoses d e  forme fiiranosidiqiie, 

ont  iin poiivoir rotatoir  négatif e t  lin poiivoir rédiicteiir t r è s  faible oii niil. 

Les polyfriictosanes sont hygroscopiqiies, solubles dans I'eaii chaiide e t  se  c a r a -  

mélisent facilement soiis l 'action d e  la chaleiir. Leiir hydrolyse ac ide  es t  re la-  

t ivement  aisée. Ils ne sont pas a t taqi iés  par I ' invertase d e s  leviires. 

Les techniqiies d e  méthylation siiivie d'hydrolyses ont  permis d 'en- 

t reprendre  I 'étiide de  leiir striictiire qiii e s t  pliis oti moins conniie. C e s  techniqiies 

pe rmet ten t  d 'obtenir  des dimethyl, tr imethyl e t  t é t raméthy l  D-friictose, éven-  

ttiellement des  dérivés d 'ai i tres siicres séparables e t  identif iables par chroma-  

tographie. La présence d e  dérivés tr iméthylés e n  3 ,  4, 6' t radui t  la présence 

d e  liaison 61-2, a lors  qiie celle d e  dérivés 1, 3, 4' tradiiit la liaison f32-6. De pliis, 

i l  e s t  possible d e  savoir si la chaine  e s t  branchée oii non, cela s e  tradiiit par  

iin t a u x  é l e v é  d e  produit di- e t  tétra-méthylés.  On a pii ainsi séparer  les poly- 

frilctosanes e n  deiix grands groiipes selon la na tu re  d e  la liaison friictose- 

fr i ictose : elle peut ê t r e  81-2 (groiipe "iniiline") oii 82-6 (groiipe "levane" oii "phleine"). 

A I'intérieiir d e  c e s  deux groupes, les polyfriictosanes d i f fé ren t s  

par la longiieiir des chaines (degrés d e  polymérisation [D.P.]), leiir éventiiel 

branchement,  la présence d e  D gliicose. 

Le TABLEAU 4: rassemble les principales cara<:téristiqiies d e s  

pol yf rilctosanes. 

4) Biosynthèse des  polyfructosanes 

~ ' é t i i d e  des m&anismes d e  la biosynthèse des  ' polysaccharides 

a c o m m e n c é  a v e c  les t ravaux siir le miiscle (GORI G.T., GORI C.F. e t  CREEN A.A., 

1943). Ces  aiiteiirs ont m o n t r é  qiie la phosphosylase présente  dans  le miiscle 

provoqiiait la synthèse d'iin polysaccharide l inéaire dii type  amylose à par t i r  

de  l'a-glucose-1-phosphate ; c e t t e  réaction &tant d 'ai l leurs réversible. 



TABLEAU 4 : Principales caractéristiques d e  quelques pol yfructosanes. 

(D'après MC DONALD, 1946 ; BELL e t  PALMER, 1952 ; UHISTLER et SMART, 1957 ; 

HIRST, 1957 ; AKAZAU-A, 1965 ; AKELROD, 1965 ; SUZUKI e t  COLL., 1968 ; LINDBERG 

e t  COLL., 1973 ; SMITH, 1973 ; KUHBAUCH, 1974 ; TOMASIC e t  COLL., 1978). 



Un ose, ici le glucose, lié ail phosphate dans l e  glucose-1-phosphate, 

e s t  t r a n s f é r é  polir former un polysac-charide siiivant la réact ion : 

-% 
a-D-glucose-1-phosphate + (amylose) + (amylose) + 1-phosphate 

n n 

Pendant pliisieiirs années, c e t t e  reaction,  r e t rouvée  chez  les p lantes  

(HANES, 19401, les levures (KIESSLINC, 1939), les  bactér ies  (HEHRE, CARLSON 

e t  NEILL, 1947), e s t  appariie c o m m e  le mécanisme général  d e  la synthèse d e s  

polysaccharides, celle-ci s e  faisant essentiel lement à par t i r  d ' e s te r s  phosphori- 

qiies d e s  oses. Aujoiird'hui, cependant,  on ne pense pliis qiie ce type d e  réact ion 

consti t i ie la  voie physiologiqiie normale d e  la synthèse des  polysaccharides. 

Beaiicotip pliis vraisemblablement, la bios-ynthèse d e  la pliipart des  polysacc-harides 

s e  fa i t  à partir  d e  niicléotides-si icre (DEDONDER, 1961). En par tant  d e  c e s  

niicl6otides ,-siicres, on a pli obtenir  la synthèse aussi bien d e  disaccharides 

possédant une liaison riche en  énergie (saccharose,  trehalose-phosphate) q u e  

d e  haiits polymères (ceIliilose, glycogène, amidon, chit ine,  miicopolysaccharides). 

Ainsi, LELOIR et COLL. (1959) ont  mont ré  que  I'inciibation d'iine préparation 

d e  "gl ycogène-synthetase" de  miiscle en  présence d'iiridine-di phosphate-gliicose 

(4-D.P.G.) marqiié par dii carbone1 donne du glycogène radioactif e t  qiie 

I ' incorporat ion dii gliicose e s t  siipérieiire à 80 %. 

Il exis te  (in troisième type d e  réact ion d e  synthèse  des  polyosides, 

dans leqiiel le radical donateiir e s t  iin ose. 

Dans ce dernier cas, iin radical osyl e s t  t r a n s f é r é  d'iin groiipe d e  

na tu re  gliicidiqiie à iin ai i tre groiipe accepteiir,  selon la réact ion : 

4. 4. 

radical radical 
donnateiir t r ans fé ré  

4. 

radical 
accepteiir  

oii A - O - B e s t  l e  pliis soiivent iin disaccharide, t e l  le saccharose  oii le maltose.  

4.1 Biosynthèse d e s  f ructosanes  (levanes) d'origine bactér ienne 

La levane transfriictofiiranosylase, découver te  par HESTRIN et 

COLL. (1943) c h e z  Aerobacter levanicum e t  Bacillus subtilis e s t  nommée par c e s  

aiiteiirs : "levane-ski<-rase". 



La levane-siicrase ca ta lyse  principalement le t ransfer t  dii radical  

B-D-friictofuranosyl à partir du saccharose,  selon les schémas suivants : 

saccharose + enzyme + friictosyl e n z y m e  + glucose 

friictosyl enzyme + saccharose  -+ t r i sacchar ide  + e n z y m e  

tr isaccharide + enzyme + te t rasacchar ide  + enzyme 

(polyfriictosides) + friictosyl - enzyme + (polyfriictoside) + enzyme n n+ 1 
saccharose + levane - e n z y m e  + (levane) + glucose + enzyme 

n+ 1 

Nombreiix substrats  c h e z  Bacillus subtilis ont m o n t r e  que  seiils, le 

saccharose  e t  raffinose pe rmet ta ien t  la synthèse  des levanes. HESTRIN et 

AVINER1 (1944), a v e c  Aerobacter Zevanicurn, ont  confirmé, par analyse d e s  

produits d e  la réaction,  que la synthèse des  levanes poiivait se  fa i re  à par t i r  

dii saccharose  e t  dii raffinose : 

+ 
n raffinose + enzyme +- levane + n melibiose + fr i ictose 

La synthèse de ce polymère e s t  toujoiirs accompagnée d'iine Iibéra- 

tion d e  friictose e t  d'iine format ion d'oligosides rédiicteiirs oii non rédiicteiirs, 

dont le plus important es t  le B-D-friictosyl (DEDONDER, 1953 ; AVIGAD, 

HESTRIN, 1956). 

La réversibil i té d e  la réaction a é t é  démont rée  par PEAUD-* .. 

LENOEL (1956) ; ces  aiiteiirs ont  obtenii la formation d e  saccharose par 

act ion d'iine préparation der levanes-çiicrase d e  Bacillus subtilis siir iin mélange d e  

gliicose e t  de  levane d e  P.M. 6 500 : 

+ 
(levane) + gliicose +- (levane) + saccharose n n- 1 

4.2 Biosynthèse des fructosanes chez les plantes 

Les friictosanes Iocalis6s dans la vaciiole sont d e s  réserves faci lement  

disponibles jouant un rôle physiologiqiie important  dans  l e  métabolisme d e  

la plante.  Ils peuvent ê t r e  dégrad& rapidement e t  iitilisés polir la croissance. 

Ils assiirent iine régiilation osmotique e f f i cace  e t  exercen t  iin rôle ail niveau 

d e  la résistance aii froid. 



Toutes les plantes renfermant  des  polyfructosanes e t ,  e n  particiilier 

le topinamboiir, l a  chicorée e t  le dahlia, acciimiilent ces gliicides d e  réserve,  

soiis la forme d'oligo e t  de  polyfriictoside d e  formiile g6nérale : 

GLc 11' -+ 2 fr i ir to [ l  + + 2 friictoIn 

Le saccharose e s t  l e  t e r m e  le moins polymérisé e t  l'iniiline d e  

D.P. 40 environ, ie pliis polymérisé (BACON et EDELMAN, 1951). Dans les  

tuberciiles de  topinamboiir, c e s  réserves persistent  ail coiirs dii repos hivernal. 

Siiivant les espèces,  iine sér ie  d e  modif ic-ations petit s e  prodiiire. C h e z  c e r t a i n e s  

espèces,  les polymères siipérieiirs peiivent s e  dégrader  aiissitôt la récol te ,  

c h e z  d 'autres ,  des  polymères intermédiaires peiivent aii con t ra i re  s'acciimiiler. 

C e s  rgserves sont essentiel lement soiis forme d e  friictosanes voisins d e  I'iniiline 

pendant l'hiver. Utilisant d e s  e x t r a i t s  d e  tiiberciiles, DEDONDER (1951) a 

m o n t r é  qiie la synthèse des  friictosanes d e  D.P. é l e v é  comprenant  l'iniiline 

s e  faisait  par la réaction : 

n saccharose + GL 1 -t t2 friic-toserl + + 2 friictose] + gliicose n- 1 

a v e c  l ' intervention d'une enzyme appelée  iniilosac-charase (BI-2 friictane-D glucose- 

1 friictosyl transferase).  

EDELMAN (1966) a m o n t r é  l 'existence dans les  tiiberciiles de  topi-  

nambour d'iine enzyme qiii t r a n s f è r e  les res tes  des  f ructosyls  dii t r i sacchar ide  
F 

1 -friictofiiranosyl-saccharase siir saccharose. 

C e t t e  m ê m e  enzyme e s t  par ailleiirs capable  d 'échanger le friictosyl 

terminal dans la sé r ie  D.P. faible, par exemple : 

Le saccharose e s t  la fo rme  normale d e  t r ans fe r t  d e s  siic:res d a n s  

ces plantes; la présence d e  I'iniilosaccharase e t  son rôle  on t  é t é  conf i rmés par 

SCOTT et EDELMAN (1966). Ils on t  mont ré  qiie c h e z  l e  topinamboiir commiin, 



c e t t e  enzyme disparaissait a p r è s  4 semaines d e  conservation d e s  tubercules. 

PONTIS (1966) a m o n t r é  que c e t t e  synthèse é t a i t  soiis la dépendance é t r o i t e  

d'une régulation hormonale. Une d e  fri ictosanes d e  D.P. 6levé, tout-à-fait  

analogiie à celle mise  en  évidence soiis l 'action des  ex t ra i t s  enzymatiqiies 

contenant  I'inulosaccharose, e s t  obteniie e n  ciiltiire d e  tissus soiis I'infliience 

d e  I'addition conjointe d 'acide 2,4-dichl~r~henoxyacétiqiie (2,4 D) e t  d e  ké t ine  ; 

I'addition d e  2,4 D seul ne pe rmet  pas la synthèse  des fructosanes ; c e s  résiil- 

t a t s  confirment ceux  d e  NAIN et COLL. (1964). 

EDELMAN et JAFFORD (1968) o n t  m o n t r é  que  la format ion d e s  

polymères pendant l a  croissance des  tiiberciiles s e  faisait  selon le schéma 

représen té  dans la FIGURE 3 . Le saccharose e s t  t r a n s f o r m é  e n  t r isacchar ide  

par l e  "siicrose-siicro-1 friictosyl transférase". Le friictosyl terminal dii t r i sac-  

char ide  e s t  t r a n s f é r é  à rine moléciile d e  saccharose  par l e  82-1 f ruc tan  1-friictosyl 

transférase,  de  noiiveaiix t r ans fe r t s  sont ensui te  ef fect i iés  par  le m ê m e  mécanisme. 

La dépolymérisation siirvient aii démar rage  d e  la phase végétative.  Les f3 (2-1') 

friictan 1 friictano-hydrolases (iniilinases) t ransforment  les polymères e n  f ruc tose  

e t  saccharose (FIGURE 4 ). 

Par ailleurs, SlNGH et BAHTIN (1971) et SATYANARYANA 

(1976) ont  mont ré  qiie la synthèse s 'ef fectuai t  soiis l 'action d e  deux e n z y m e s  : 

- La saccharose-1-friictosyl t ransférase  (S.F.T.) qiii réalise, à par t i r  

dii saccharose  (G-F), la  synthèse d'un tr isaccharide,  l e  1 friictosyl saccharose  

F2-G, considéré c o m m e  une plaque toiirnante dii métabol isme des fr i ictosanes 
S.S.T. 

- La B (2 - 1) f ructane friictosyl t r ans fé ra îe  (F.F.T.) qui in tervient  

dans la synthèse des  friictosanes d e  D.P. > 3 

F.F.T. 

C e t t e  synthèse dans les feiiilles d e s  di f férentes  espgces d e  la famil le  

des  composées a é t é  . .  démontrée  par iin apport  d e  saccharose  radioactif (COLLINS 

et ChANDORKAR, 1973). Le friictosyl terminal di1 trisac<:haride e s t  t r a n s f é r é  

à ilne moléciile d e  saccharose par la f3 (2 - 1) fr i ictane - friictosyl t r ans fé rase  ; 

d e  noiiveaiix t ransfer ts  sont ensui te  effecti iés par le m ê m e  mécanisme. 





5) Etude des propriétés d'un fructosane : l'inuline 

Parmi les polyfructosanes d'origine végétale,  l'iniiline e s t  particii- 

l ièrement in teressante  ; c 'es t  le premier prodiiit d e  ce t y p e  qiii a é t é  décoii- 

vert  e t  l e  mieiix étiidié. De  plus, c ' e s t  iin prodiiit abondant q u e  l'on t rouve  

dans d e s  plantes t r è s  répandiies. C e  friictosane a é t é  i so lé  par ROSE (18041, 

à partir  di1 topinamboiir, piiis e n  1805 à partir  d e  I'iniiline - a i i ré  (Inula hélénium). 

I l  a é t é  appelé  iniiline par THOMSON (1811) qiii l'a obtenu par précipitat ion 

spontanée à froid d e  la Iiqiieiir d 'extraction à chaiid d e s  tiibercules. En 1893, 

TANRET montre qiie c e  prodiiit e s t  c o n s t i t u é  par lin mélange d e  siibstance 

qii'il sépare  par d i f fgrence d e  soliibilité "l'iniiline" dii topinamboiir en  t r o i s  

f ract ions  qu'il appel le  iniiline, pseiido-iniiline e t  iniilenine. I l  a m o n t r é  éga lement  

qiie les tiiberciiles contiennent d 'ai i tres friictosanes qiie le saccharose,  qii'il 

appelle "héliantine" e t  "çynanthrine" ; i l  l es  décr i t  c o m m e  des in termédiai res  

e n t r e  l'iniiline e t  le saccharose. C e  m ê m e  aiiteiir émi t  éga lement  l 'hypothèse 

que l'iniiline e t  ses  "d&iv&es" contiennent des  résidils di1 gliicose. La str i ict i ire 

d e  c e s  composés a é t é  é tudiée  dès  1928 (HAR U-ORTH e t  LEARNER, 1928), 

i l  a é t é  rapidement démont ré  que l'iniiline (isolée di1 dahlia)  é t a i t  composée 

d e  résidiis d e  D f r i ic tose  liés e n  position 61-2 fo rmant  des  chaines d'environ 30 

iini t é s  (HAR B.ORTH e t  COLL., 1932) l inéaires e t  contenant  des résidiis glucose 

(HIRST et COLL., 1950). 

BACON e t  EDELMAN (1951) ont montré,  par  ailleiirs, qiie c e t t e  

classif ication é t a i t  art if iciel le e t  qiie les  polyfriictosanes dii topinamboiir e t  

des  a u t r e s  composées étaient  consti t i iés e n  fa i t  par iin mélange plus complexe,  

séparable  par chromatographie,  contenant  dii saccharose  e t  des  siibstrats d e  

pliis e n  pliis polymérisés (DEDONDER, 195 1). 

Structure de  I'inuline : 

L'iniiline es t  composée d'lin mélange d e  polymères dont la formiile 

générale  e s t  représentée  dans la FIGURE 2 . 
Lorsqiie n = O, la formiile correspond à celle di1 saccharose. II 

e s t  possible de  séparer  par chromatographie  e n  coiiche mince, pliisieiirs iinités 

d is t inctes  correspondant à di f fé ren t s  degrés  d e  polymérisation, à partir  d e  

la f ract ion friictosaniqiie to ta le  d e  la chicorée  (Cf. Chap i t re  1). 

Ces methodes, c o m m e  d'ailleiirs les techniqiies pliis sophistiqiiées 

tel les qiie la chromatographie e n  phase gaz, le gel f i l trat ion,  la chromatogra-  



phie liquide à hau te  performance (H.P.L.C.) n e  pe rmet ten t  d e  séparer  faci lement  

que les siibstances d e  faibles poids moléciilaires. Le d e g r é  d e  polymérisation 

maximiim d e  I'iniiline s e  sitiie aiix environ d e  34 (POLLOCK et COLL., 1979). 

11 e s t  probable que toiis les degr& d e  polymérisation d e  n = 1 à n = 34 peiivent 

ê t r e  présents dans iine f ract ion friictosaniqiie totale.  En fa i t ,  les techniqiies 

d e  routine ne pe rmet ten t  d e  sëparer  qiie les 8 à 10 premiers  polymères. Selon 

RUTHERFORD et PHILIPS (1975), c e t  ensemble correspond à la fraction soliible 

a lors  qiie les polymères d e  pliis haiits poids moléciilaires correspondent à la  

fraction insoliible. Les deiix ca tégor ies  d e  polymères peiivent ê t r e  separées  

selon leiir solubilité dans une solution boiiillante d'éthanol à 80 %. La configti- 

r a t  ion moléciilaire d e  I'iniiline a é t é  é tudiée  par PHELPS (1965) et MIDDLETON 
O 

(1975). La molécule s e  présente soiis forme d'iine hélice d e  rayon 10 A e t  d e  semi 
O 

longiieiir d'onde 25 A ; chaqiie toiir dth&lice représente  environ 4 moléciiles 

dii friictose. 

Les propriétés d e  l ' inuline ont le pliis souvent é t 6  étiidiées sur 

I'iniiline du commerce  qiii n e  con t ien t  en  fa i t  que  les polymères les pliis inso- 

liibles : -lfiniiline cristal l ise soiis f o r m e  étoilée,  en  f o r m e  dtaigiiilles, lorsque 

la cristallisation e s t  génée (HOCHE, 1926); - sa  rota t ion spécifiqiie e n  solution 

aqiieiise es t  comprise e n t r e  - 20 e t  - 40 (MC :DONALD, 1946). 

PHELPS (1965) a ét i id ié  qiielqiies a i i t res  pa ramèt res  physico-chimiques 

des  soliitions d'iniiline : 

- coeff ic ient  de  sédimentation : S = 1,003 x IO3 (solution à 10 g/l), 
n - viscosi té  tntrinsèque : - = 0,079 c m 3  (soliition à 10 g/l), 
C 

- volume spécifique partiel : v = 0,0601 cm3/g,  

- pression osmotiqiie : 5,03 c m  H 2 0  (soliition à 1 g/l), 

- mole<-iile à poiivoir rédiicteiir fa ible  oii niil, 

- poids moléciilaire : // 5 000, 

- la soliibilité rapide de  I'iniiline e s t  pratiquement e n  dessiis d e  40" C. la 

soliibili t é  augmente  a v e c  la températ i i re  mieiix qiie le pH di rniniie. 

Si les expériences d e  soliibilisation se prolongent, e t  siirtoiit e n  milieii ac ide ,  

l 'hydrolyse chimique favorise ar t i f ic ie l lement  la  solubil i té d e  I'iniiline. 



II - ETUDE DES PLANTES RICHES EN POLYFRUCTOSANES 

Les plantes  d e  la famille d e s  composées const i tuent  les  sources  

potentiel les de  pol yfriictosanes les pliis intéressants.  

1) Le topinambour (Heliantus tuberosus) 

Le topinamboiir, originaire d e  I'Amériqiie di1 Nord, peiit se c i ~ l t i v e r  

en France  ; i l  p résente  d e  bons rendements e n  hydrates d e  carbone,  n'a q u e  

peu d'exigence agronomiqiie particiilière. 11 peiit ê t r e  c i i l t ivé  siir sols paiivres, 

acti iel lement mal valorisés, e t  s a  production d e  f a n e  es t  importante.  Il  p résen te  

dans le contexte  français toli tes les caractérist iqiies d e  ce qiie l'on poiirrait 

appeler le siibstrat énergétiqiie. 

1.1 - Aspect agronomique 

Le composé  major i ta i re  dii topinamboiir e s t  I'iniiline : environ 80 % 

de  la mat iè re  sèche.  La p lan te  prodiiit iine pa r t i e  aé r ienne  t r è s  décveloppée 

(une oii plusieiirs t iges  suivant la v a r i e t é  e t  l e  c l imat )  e t  iine par t ie  soii terraine 

(tuberciiles). La fo rme  des tuberciiles change a v e c  la v a r i é t é  e t  l ' é t a t  du sol. 

La coiileiir de  leiir peau var ie  selon la v a r i é t é  : blanche, rose oii v i o l e t t e ;  

leur poids peut var ier  de  20 à 200 g. Le topinamboiir peut  se développer siir 

toiit terrain,  en particiilier sur sols peii profonds ; i l  s ' accomode bien aiix d i f fé -  

r en tes  textures  e t  aiix pH. Les  meilleiirs rendements  sont obteniis cependant  

siir l e s  t e r res  légères.  II siipporte mieiix la  sécheresse q u e  la be t t e rave  e t  

la pomme d e  t e r r e  e t  craint moins le froid. 

L'iisage, à grande échelle, du topinamboiir nécess i te  cependant  

d e  nombreiises ét i ides ail niveau agricole poiir amél iorer  les condit ions d e  prodiiction 

e t  I'iitilisation dii prodiiit (concentration e t  condit ionnement).  Les principaiix 

t ravaux effecti iés siir le topinamboiir sont ceiix d e  BOSUELL e t  COLL. (1936), 

BAILLERCE (1942), TSVETOUKHINE (1960), MOULE e t  COLL. (1967) e t ,  pliis 

récemment ,  de  GUIRAUD e t  COLL. (1981). 

1.2 - Composition chimique e t  rendement e n  inuline 

Si la plante e n t i è r e  e s t  in téressante  poiir son iitilisation en t a n t  

qiie foiirrage, seuls les tiiberciiles l e  sont polir la production d'intiline. Le rende-  

ment e n  tiiberciile e s t  donc- à prendre e n  consid6ration. Divers travaiix o n t  

é t é  e f fec tués  poiir étiidier les conditions d e  ciiltiire e t  d e  réco l te  donnant 



l e  meilleur rendement.  Celiii-ci e s t  obtenu lorsqiie la  p lante  e s t  a r r i v é e  à 

complè te  mat i i r i té  e t  qiie les fanes  sont sèches, c'est-à-dire à par t i r  d e  d é c e m -  

bre (MOULE et COLL., 1967). Dans les conditions optimales,  le rendement  

en  tiiberciiles petit a t t e indre  50 à 60 tonnes par hec ta re  (BAILLAGE, 1942 ; 

MARILLER, 1943). 

Les tiiberciiles d e  topinamboiir contiennent une grande q u a n t i t é  

d'iniiline, des  protéines, d e  la celliilose, des se ls  minéraiix e t  d i f férents  ac ides  : 

c heoriogéniqiie, parahydroxybenzoïqiie, vanilliqiie, gent isiqiie, commariqiie,  

traféiqiie e t  fériiliqiie. 

GUIRAUD (1981) a repris  l 'étude d e  la composition chimiqiie d e  

tirberciiles d e  topinamboiir vari&t< "violet de,Rennesf1<, r6coltés à la fin d e  l 'hiver 

(TABLEAU 5 ). 

Les valeiirs obtenues sont d 'a~l le i i rs  e n  accord a v e c  cel les  données 

par la l i t téra t i i re  poiir diverses var ié tés  (BAILLARGE, 1942 ; MOULE e t  COLL., 

1967). 

Les sucres  totaiix di1 topinamboiir représentent 78 à 83 % d e  la 

mat iè re  sèche ou 20 % d e  la m a t i è r e  humide, ce qiii donne une prodiiction 

théoriqiie d e  10 a 12 tonnes d e  si icre/hectare.  La teneiir e n  siicres des  tiiberciiles 

e t  leiir na tu re  varient  selon la d a t e  d e  réco l te  e t  les conditions d e  s tockage  

(RUTHERFORD e t  UESTON, 1968 ; DORREL e t  CHUBEY, 1977). La pliis 

haiite teneiir en  siicre coïncide e n  général a v e c  le pliis haiit rendement  e n  

tubercilies. Les variat ions en  siicre portent  aiissi siir les degrés  d e  polymérisa- 

tion, e t  l 'apparition pliis ou moins importante  des  siicres réducteiirs (BACON 

e t  LOXLEY, 1952). La baisse di1 d e g r é  d e  polymérisation en t ra îne  iine var ia-  

ion du rapport  glucose , c e s  siicres é t a n t  exprim6s e n  valeiirs potent ie l -  
friictose 

les, déterminées  après  hydrolyse, e t  correspondant à la moyenne des  rappor t s  

a f fé ren t s  d e  chaqiie polymère G 
F . C e  rapport var ie  d e  à 0,38 poiir d e s  

tubercules à matur i té ,  ce qui indique la présence des qiianti tés impor tan tes  

d e  polymères d e  pe t i t e s  tailles c h e z  le topinamboiir (HABER e t  COLL., 1941 ; 

CHUBEY, 1977). C e s  observations sont importantes  dans I'opt iqiie d'iine prodiic- 

tion d e  friictose à par t i r  de  c e t t e  p lante  par hydrolyse enzymatiqiie. 

2) Le dahlia 

II s 'agit d'une plante d'origine mexicaine, introdiiite e n  F r a n c e  

vers 1800, e t  iitilisée comme plante  ornementale.  Elle possède d e s  tiiberciiles 



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

COMPOSANTS 

Siicres totaiix 

Matière grasse  

CeIliilose 

N. Kjeldahl 

Proté ines  

Cendres 

Phosphore 

Soiifre 

Calcliim 

Matière s è c h e  x 100 
m a t i è r e  humide 

QUANTITE EN % DE LA MATIERE SECHE 

78 à 83  

0,42 à 0,60 

2,8 à 3,9 

1,7 à 2,2 

6,3 à 8,7 

4,l à 8 

0,88 à 0,48 

0,15 à 0,20 

0,20 à 0,24 

20,5 à 24 





par 1 000 e t  1 500 kg d 'engrais composé, plus 100 à 150 kg d e  n i t ra te  par  

hectare.  Il s ' e f fectue  soit a v e c  d e s  graines enrobées  ou nues, à l 'aide d e  semoirs  

d e  précision en  lignes é c a r t é e s  d e  0,40 à 0,45 m à raison d e  30 à 35 grains  

ail m è t r e  linéaire. La ciil tu re  nécess i te  des  binages et désherbages. Lorsque 

la cult i ire e s t  ef fect i iée  pour la racine, la r é c o l t e  s ' e f fec tue  fin oc tobre  à 

I'aide d'un matériel  i i i i  assiire à l a  fois le décol tage,  l 'arrachage e t  le char -  

gement.  Les rendements moyens à l 'hectare  sont  d e  35 à 40 tonnes d e  racines  

contenant  20 % d e  mat iè re  sèche,  e t  10 à 12 tonnes d e  feiiilles (MOULE, 

1972). Cependant, noiis ne  retroiivons pas ce poids apr& forçage  c a r  i l  y a une 

per te  d e  5 à 25 % d e  la mat ière  sèche. 

3.2 - Technique de  forçage de l'endive 

La ca ro t t e ,  bien développée, e s t  ar rachée,  coupée  ail collet ,  puis 

forcée.  L'opération d e  forçage peiit ê t r e  f a i t e  d e  maniè re  tradit ionnelle : 

la c a r o t t e  d'endive e s t  remise e n  ter re ,  en  coiiloir, r e c o ~ i v e r t e d ' l i n  mélange 

d e  t e r r e  f ine  e t  d e  paille, le tou t  soiis plastiqiie ou tô le  ondul&e, pilis mainte-  

nue à une températi ire d e  20" C pendant 18 à 21 joiirs. D e  nombreiises recher-  

ches  permirent,  dès  1970, ilne vsr i table  industrialisation di1 forçage e n  salle, 

sans t e r r e  d e  coiivertiire, e t  notamment  en  ciiltiire hydroponiqiie. C e  dernier  

procédé, qui s 'avère  le plils rentable,  consiste à ranger l e s  ca ro t t es  dans d e s  

bacs é tanches  (métaliqiies oii plastif i&s) polir que I ' ex t rémi t6  d e  la racine  baigne 

dans 4 à 5 c m  d'eau ou, mieux, d e  soliition nutri t ive.  Le "chicon" (par t ie  feuil- 

Iiie) s e  développe ainsi en salle obscure e t  thermo-régulée.  Les "chicons" sont  

ensui te  commercialis6s tandis qiie les "carottes" sont généralement uti l isées 

e n  a l imentat ion animale oii abandonnées en  t a s  potirrissants à ~ r o x i m i t é  d e s  

zones d e  prodiiction, ce qui représente  lin danger d e  proliférationd'agent infec- 

t ieiix e t  notamment  le Sclerotinia sclémtiorum. 

3.3 - Composition physico-chimique 

Les racines d e  <:hicorée possèdent ilne composit ion voisine d e  <:elles 

di1 topinambotir. 

La composition <-himiqiie d e  la rac ine  d'endive après  forçage (TA- 

BLEAU 6 ) (Rapport C.E.R.T.I.A., 1973), nous indique qiie les teneurs  e n  

celliilose e t  mat iè re  a z o t é e  to ta le  (M.A.T.) sont faibles, d e  m ê m e  que la teneiir 

en  minéraux, à l 'exception dii potassirim. En i in i té  foiirragère (U.F.), la rac ine  

d'endive représente  à poids égal ,  t rois fois la valeiir d e  celle d e  la bet terave,  



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

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

ELEMENTS ORGANIQUES 

Hiimidi t é  

Mat ière  sèche 

Azote  to ta l  

Protéines to ta les  

Liqiiides totaiix 

Glucides totaiix (exp. en  friictose) 

Siicres r6diicteiirs 

Iniiline 

Indigest i ble glucidiqiie 

Celliilose weed 

Mat ières  pectiqiies 

ELEMENTS MINERAUX 

Cendre  to ta le  à 550" C 

Calcium 

Phosphore 

Sodiiim 

Potassiiim 

Fer  

Magnési iirn 

Cuivre  

ACIDE AMINES LIBRES 

Arginine 

Cyst ine  

Histidine 

Isoleiicine 

Leiicine 

Lysine 

Méthionine 

Phenyl alanine 

Thionine - serine 

Valine 

POUR 100 GRAMMES DE 
PRODUIT BRUT 

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. 

1 1,OO g. 

0,12 g. 

QUANTITE EN MG 

820 

6 5 

4 8 

12 rapport { C a / P  = 1,35 
44 3 K / N a  = 

1 35,9 

2 1 

0,2 

QUANTITE EN MG 

6 6 

t r a c e s  

5,4 

9,82 

4,72 

8,92 

t r a c e s  

9,OO 

75,OO 

7,OO 



mais e l l e  ne cont ient  pas plus d e  mat iè re  a z o t é e  digestible (M.A.D.) ; c ' e s t  

donc un aliment essentiel lement énergétiqiie. La valetir foiirragère (V.F.) d'iin 

h e c t a r e  d e  racines forcées équivaut à 92 % d e  celle d'un h e c t a r e  d e  betterave.  

L'apport en  protéine des racines  d'endive n e  représente  qiie 40 % d e  l 'apport  

des betteraves,  l 'extractif non a z o t é  (E.N.A.) e s t  essent ie l lement  représen té  

par l'inuline. 

Comme poiir le topinambour, la teneur  e t  la natiire des  sucres  

varient  selon I'époqiie de la réco l te  e t  le s tockage (BHATIA et COLL., 1974 ; 

PHILIPS et RUTHERFORD, 1976). 

Le potentiel  en gliicose e t  friictose e s t  éga lement  étiidié, le rapport  

var ie  d e  0 , l  à 0,35 (HABER et COLL., 1941 ; CHUBEY et DORREL, F 
1977). Une récol te  tardive e n t r a î n e  une aiigmentation sensible d e  ce rapport ,  

c o m m e  poiir le topinamboiir. 

3.4 - Valeur alimentaire des carottes d'endives après forçage 

Les c a r o t t e s  d 'endives peiivent servir  à l 'al imentation di] bétail ,  

mais leiir iitilisation doit fa i re  l 'objet d e  qiielqiies précaiitions, ce qiii consti t i ie 

lin f re in  à leur emploi. En e f f e t ,  une dose modérée  engendre  des  fermentat ions  

aii niveaii dii rumen, de  type biityriqiie, c e r t e s  favorables à la prodiiction lai- 

t ière,  mais  pouvant provoqiier aussi des  troiibles (cétose). 

A dose excessive, I'iniiline favorise l 'acidose lactiqiie e t  l 'appari- 

tion d e  troubles digestifs e t  d e s  complications générales l iées à la résorption 

d 'acide lactiqiie e t  d'histamine. Les propriétés d iarrhét  iqiies bien connues 

d e  la racine  d'endive peiivent ê t r e  rel iées à la présence d'iniiline, mais  également  

à la richesse en potassiiim, en  principe amers,  e t  e n  latex. 

4) Conservation des racines 

L'usage actuel lement  envisagé polir c e s  p lantes  r iches  en  hydro- 

carbones,  e t  en  particulier poiir la "chicorée", nécess i te  encore  d e  nombreiises 

é tudes  ail niveaii agricole. Les  conditions d e  prodriction, la mécanisation d e  

la cii l ture e t  toiis les aspects  liés à l 'utilisation des  produits, e n  particiilier 

la conservation e t  le condit ionnement,  doivent ê t r e  améliorées.  La conserva- 

tion d e s  racines hors di1 sol pose un problème important : celles-ci s e  f létr is-  

sent  e t  pourrissent assez rapidement  ; leur iitilisation indiistrielle n k e s s i t e  

des  t ravaux d e  recherches e t  la mise ail point des  techniques d e  fermentat ion 

à par t i r  d e  ces  plantes, nécess i te  un approvisionnement permanent  e n  m a t i è r e  



première difficilement compat ible  a v e c  la campagne  de  prodiiction qui s 'échelon- 

n e  souvent d e  septembre à fin avril.  Il f au t  donc  m e t t r e  ail point des  procédés 

satisfaisants d e  stockage e t  d e  conservation d e  c e s  racines. Pliisieiirs modes  

d e  s tockage ont déjà é t é  étiidiés : 

- La conservation es t ,  cer tes ,  t r è s  e f f i cace  mais  n'est pas envisa- 

geable poiir utilisation à grande éche l l e  ; 

- La conservation e n  chambre froide,  à + 4" C, présente d e  bons 

résiiltats, même après  iJn séjoiir d e  6 mois, à condition qiie les racines n 'aient  

pas é t é  lavées aii préalable ; 

- D'aiitres modes d e  conservation, t e l s  que la préparation d e  jiis 

concentrés  oii acidifiés, sont à l ' é tude à l ' Inst i tut  Français  du Pétrole  (1982), 

en  particiilier un extra i t  dont le pH e s t  a m e n é  à 1,5. Ces  ex t ra i t s  se  conservent 

bien à t empéra tu re  ambiante  pendant 25 à 30 joiirs, sans apparition d e  con ta -  

mination. L'inuline e s t  a lors  presqiie to ta lement  hydrolysée. 

Poiir iine production indiistrielle, le s tockage doit  ê t r e  le pliis s imple  

possible, par exemple sous fo rme  d e  silos siir le champ, e t  isolgs par des couches  

d e  t e r r e  oii iine bache e n  plastiqiie. C e t t e  méthode  d e  s tockage e s t  à I'étiide 

aii C e n t r e  d e  I'Energie Solaire (TQRANaJAZ, 1983) ; 

- Poiir les s tockages  a u  laboratoi re  e t  dans iin biit d'iitilisation 

rapide, noiis avons broyé les c a r o t t e s  d'endives ~ r & a l a b l e m e n t  lavées (b roye i~r  

d e  végétailx D 38 Black e t  Decker). La piirée obtenue e s t  homogénéisée piiis 

placée ail congélateiir à - 20" C, e n  sache t s  d e  plastiqiie individiiels. 

Lors dii stockage des  racines e n  chambre  f roide  à + 4" C ,  noiis avons pli obser-  

ver un ramollissement rendant le broyage diffici le,  iine dépolymérisat ion d e s  

polyfriictosanes, iine ai igmentation des sucres  rédiicteurs e t  notamment  le 

glucose. RUTHERFORD et UESTON (1968) ava ien t  déjà déc-ri t ce phgnomène. 

5) Exploitation d e s  plantes  r iches e n  polyfructosanes 

Si l'exploitation d e s  plantes r iches e n  iniiline a beaiic-oiip regres-  

s6e a p r è s  la seconde giierre mondiale, la technologie siicrière a bien évolii6, . 
L'adaptation des  techniqiies siicri&res ail topinamboiir e s t  à I'étiide à I'lnstitiit 

Français  di1 Petrôle  e t  s e  présente  favorablement a v e c  iin rendement d 'ext ract ion 

des  sircres de  95  %. Par  ailleiirs, pliisieiirs ailtetirs ont  i i t i l isé le jiis d 'ext ract ion 

c o m m e  milieii d e  base poiir la prodiiction -d'al<-ool oti d e  protéines (DUVNJAK, 

1981 ; GUIRAUD, 1981 ; UILLIAMS, 1982 ; MARGERITIS, 1981). Mais peii 

d e  microorganismes sont capables  d e  (:onvertir d i r e c t e m e n t  I'iniiline en  é thanol  ; 



iine hydrolyse préalable, soit chimiqiie, soit  enzymatique,  e s t  nécessaire à 

l 'obtention d e  moîits fermentescibles. 

5.1 - L'hydrolyse chimique 

Déjà d e s  aiiteiirs t e l s  que KIERTAN (1980), GUIRAUD (1981) o n t  

t e n t é  d'hydrolyser l'inuline conteniie dans des  plantes c o m m e  le topinambour, 

oii la chicorée par hydrolyse chimiqiie. C e t t e  hydrolyse s e  fa i t  à pH a c i d e  

e t  à températi ire &levée. Poiir une même température ,  pliis le pH e s t  bas, 

plus l'hydrolyse e s t  rapide : à 85" C, iine heitre environ à pH 1,5 e t  3 heiires 

à pH 3,5 (FLEMING, 1979). L'hydrolyse e s t  r a rement  complète ,  la liaison t e rmi -  

nale gliicose - fr i ictose é t a n t  part iculièrement résistante.  Ce procéd& engendre  

soiivent des  composés indésirables par dégradation des moléciiles re la t ivement  

fragiles. ZITTAN (1981) a n o t é  l 'apparition d e  5 % d e  dianhydride d e  friictose. 

La neiitralisation d e s  hydrolysats peut s 'effecti ier  à la soude, la potasse, I 'am- 

moniaqiie, la chaiix e t  l e  carbonate  d e  calciiim. 

L'emploi d e  soiide e t  d e  potasse en t ra ine  iine augmentation d e  

la fo rce  ionique qiii n'est pas toiijoiirs compat ible  a v e c  iine croissance micro- 

bienne ultérieure. L'emploi d'ammoniaqiie e s t  d'lin prix prohibitif. La précipi- 

tat ion des  complexes d e  calciiim, lorsqii'elle e s t  incomplète,  peut géner l a  

suite d e s  opérations. 

En défini tif,  c e s  procédés physico-chimiqiies se sont av&s peii 

rentables. 

5.2 - L'hydrolyse enzymatique 

L'hydrolyse enzymat ique présente  iine a l t e rna t ive  in teressante  . 
Pliisieiirs f3 friictofuranosidases capables d'hydrolyser les f3 friictosanes o n t  é t é  d é -  

cri tes.  Dans le chap i t re  suivant, nolis analyserons les donnees bibliographiques 

s e  rappor tant  aux di f férentes  8 friictofiiranosidases rencontrees  chez  les miçroor- 

ganismes. 



III - ETUDE DES FRUCTOFURANOSIDASES 

AVIGAD e t  BAUER (1966) ont c l a s s é  les iniilinases dans le groupe 

des  fructane-hydrolases qui regroupent les enzymes  ac t ives  siir les polymères 

 di^ fructose.  Ils distinguent trois catégories,  selon la nature  d e  la liaison f ruc tose  - 

f ructose  hydrolysée. 

1) Les enzymes sptkifiques de  la liaison B2-6 

Elles sont appelées levane-hydrolases ou levane-6-friictanohydrolases. 

Elles hydrolysent les levanes e n  libérant des  ol igofr~ic tos ides  d e  tailles var ia-  

bles e t ,  dans cer ta ins  cas, du f ructose  ou di) difriictose. On rencontre ces 

enzymes  c h e z  d e  nombreuses bactér ies  : Azotobacter,  Aerobac te r  levanicum (HES- 

TRIN e t  GOLDBLUM, 19531, Ar th robac te r  tumenscens  (ZELIKSON e t  HESTRIN, 

1961), Pseudomonas sp. (AVIGAD et ZELIKSON, 1963). Il e s t  interessant d e  noter ,  

c o m m e  nous l'avons s ignalé  dans le paragraphe 1, qiie toli tes c e s  bac té r ies  

produisent également  des levanes. C e s  enzymes sont  sans act ion sur le saccha- 

rose, le raffinose e t  l'inuline, bien que, dans ce r ta ins  cas, une légère hydrolyse 

( 3  %) a pu ê t r e  consta tée  (ZELIKSON et HESTRIN, 1961). 

2) Les enzymes spécifiques de la liaison 81-2 - 

Elles sont appelées  inuline-hydrolases oii inuline-1-friictanohydro- 

lase. 11 s 'agit  d 'enzymes hydrolysant I'iniiline, le raffinose e t  le saccharose  

mais n'ayant pas d'action sur les levanes. Elles se rencontrent  chez  les plantes, 

les leviires e t  les moisissiires. 

2.1 - Chez les  plantes 

C e s  types d 'enzymes sont présents dans  les tiiberc-iiles d e  topinam- 

boiir (EDELMAN e t  MCON, 1951 ; EDELMAN e t  JEFFORD, 1964). C e s  aiiteiirs 

ont m o n t r é  qu'il existai t  en  fa i t  t ro is  types d 'enzymes : iine invertase, agis-  

sant  sur  le saccharose mais  sans ac t ion  siir I'iniiline, e t  deux iniilinases appe-  

lées hydrolases A e t  B (EDELMAN e t  JEFFORD, 1964). C e s  dernières sont  

pratiquement inactives siir le saccharose,  mais hydrolysent I'iniiline en  l ibérant 

dii fr i ictose e t  lin résidu non rédiicteur. C e s  enzymes  n'agissent pas sur les  

levanes d'origine bactérienne (62-6), ni sur I'irisine B2-6, 8 1-2. Les pH optimaux 

d'action sont respectivement d e  5 e t  5,5. C e s  deux enzymes  sont séparées  



facilement par chromatographie sur D.E.A.E. celliilose. D'aiitres plantes, r iches  

en  iniiline, possèdent dans leiirs racines un système enzymatiqiie identique, 

comportant  iine invertase e t  deux hydrolases ac t ives  siir I'iniiline ; c ' es t  l e  

c a s  du pissenlit (Taraxacum officinalis) (RUTHERFORD e t  BEACON, 1962 a, b) 

e t  d e  l a  chicorée (Cichorium intybus) (FLOOD e t  COLL., 1970 ; RUTHERFORD 

e t  PHILIPS, 1970). 

2.2 - Chez les moisissures 

Des iniiline-hydrolases ont  é t é  décr i t e s  chez  les moisissiires : Aspergil- 

lus niger  possède une iniilinase ac t ive  siir I'iniiline, mais  sans act ion siir le 

saccharose  e t  le raffinose (NAKUMARA e t  COLL, 1978 a). C e t t e  e n z y m e  

e s t  iine endo-enzyme e t  prodiiit des  oligofriictosides à par t i r  d e  I'iniiline (inii- 

lotriose, iniilotetraose, iniilopentose), son a c t i v i t é  maximale se situe à pH = 5,3 

e t  à 45" C, son Km siir l'inuline e s t  d e  1,25.10-~ M. 

Une a i i t re  espèce dfAspergil lus p o s s è d e  iine iniilinase, mais qiii 

a iin mode d 'action to ta lement  d i f férent  (NAKAMURA e t  COLL., 1978 b). 

C e t t e  enzyme hydrolyse à la fois l'inuline e t  l e  saccharose  e t  libère du fri ictose 

par l ' ex t rémi té  d e  la chaine e n  laissant iin rësidii non rédiicteiir ; son a c t i v i t é  

maximale se situe à pH = 5 et 55" C ; son Km siir iniiline e s t  d e  1,87.10-~ M. 

2.3 - Chez les levures 

De nombreiises leviires possèdent d e s  enzymes ac t ives  siir Ifiniiline ; 

c e s  enzymes  sont e n  général d e  BI-2 friictofiiranosidases. 11 a é t é  d é m o n t r é  

qiie c h e z  les leviires (contra i rement  à cel les  des  plantes), l ' ac t iv i té  siir le 

saccharose  e t  celle siir I'iniiline sont diies à iine même enzyme (YURKEVICH 

e t  COLL., 1972 ; YURKEVICH et KOVALJOVA, 1972 a ; KOVALJOVA et 

YURKEVICK, 1973 ; NEGORO e t  KITO, 1973 a). 

2.3.1 - Chez Sacchammyces cervisiae 

Elle possède iine inver tase  faiblement ac t ive  siir iniiline e t  dont  
1 le rapport  - (iniiline/saccharose) e s t  t r è s  fa ible  (SNYDER e t  PHAFF, 1960). S 

C e t t e  enzyme es t  capable d e  dégrader  les levanes  ; son pH optimiim se s i t u e  

polir le saccharose e t  le raffinose e n t r e  4,5 e t  5,5. L'enzyme res te  t r è s  a c t i v e  

à pH acide.  Elle ex i s te  sous deiix formes : i n t r a  e t  ext racel lu la i re  (GASCON 

e t  COLL., 1968). Elle es t  par t ie l lement  indiictible ca r  sa biosynthèse e t  son 



excrét ion dans le milieu sont stimiilées par la présence d e  saccharose FRBIS 

et OTOLENGHI, 19591, Des 6 friictosidases d e  m ê m e  type, à fa ible  a c t i v i t é  

iniilinasiqiie, ont  été décr i tes  poiir d 'ai i tres leviires : Saccharomyces paradosus 

(YURKEVICH et KOVALJOVA, 1972 b), c h e z  Candida utilis (NEGORO, 1978). 

Par ailleiirs, UILFRED (1974) a mis e n  évidence c h e z  Saccharomyces  

rouxii, iine f3 friictofiiranosidase cryptique hydrolysant le raffinose et le saccha-  

rose, possédant iin pH optimiim d e  5,5 e t  un Km d e  83  mM ; elle n e  devient  

a c t i v e  qii'après [in t ra i tement  des  celliiles pendant deux minutes  par 0 , l  voliime 

d ' a c é t a t e  d'éthyl dans iin tampon a c e t a t e  pH 6. 

2.3.2 - Chez Kluywmmyces fmgilis 

Des enzymes ont des  propriétés t r è s  voisines des précédentes ,  
1 mais letir a c t i v i t é  siir iniiline e s t  beaiicoiip pliis impor tan te  ; leiir rapport  - e s t  
S 

t r è s  élevé. C e t t e  caractér is t ique petit justifier leiir appellation "iniilinase", 

mais il e s t  diff ici le d e  les classer e n  E.C. : 3.2.1.26 (invertase) oii e n  e n z y m e  
' 

E.C. 3.2.1.7 ( indinase)  e t  vice-versa. La B friictofiiranosidase d e  ce t y p e  la mieiix 

connue e t  la mieiix étiidiée est ce l l e  d e  Kluyveromyces fragil is  (SNYNDER et PHAFF, 

1960, 1962 ; YURKEVICH et KOVALJOUA, 1972 a ; NAHM et BYUN, 1977 ; 

NEGORO, 1978 ; GROOT FASSINK et FLEMING, 1980 ; HE UITT et GROOTU-ASSIN, 

1984). 11 s'agit d'iine enzyme inductible par I'iniiline e t  à moindre d e g r é  pa r  

d 'ai i tres f3 friictosides, fac i lement  e x c r é t é e  dans le milieu de  ciiltiire, m a i s  

également  présente  dans la cellule ; les enzymes  e x t r a  e t  intracelliilaires 

ont l e s  mêmes propriétés. Les caractérist iqiies décr i t e s  varient legèrement  

selon les  aiiteiirs. SNYDER et PHAFF (1960) et YURKEVICH et KOVALJOUA 

(1972 a) ont m o n t r é  qiie l ' ac t iv i t é  maximale siir iniiline e s t  à pH 5 e t  celle 

dii saccharose à pH 4. NAHM et BYUN (1977) signalent les  ac t iv i tés  respecti-  

vement  à pH 5,5 e t  3, a lors  qiie NEGORO (1978) indique qiie le pH opt imal  

es t  identique polir les deux si ibstrats  à pH 4,5 e t  à 55" C. D'après NEGORO, 

l ' enzyme es t  s table  à 55"C, mais dénati irée rapidement à 60' C, sans  d i f fé rence  

notable  selon le siibstrat. Par con t re ,  NAHM et BYUN (1977) signalent iine 

pe r te  notable d ' ac t iv i t é  à 55" C. C e s  aiiteiirs on t  d é t e r m i n é  les Km : le K m  

iniiline e s t  d e  8 .10-~ M e t  celiii di] saccharose e s t  d e  6,7.10-~ M. C e t t e  enzyme 

agi t  e n  libérant dii friictose libre à par t i r  d e  I'iniiline e n  laissant iin résidii 

non rédiicteiir. Le gliicose n'est l i b é r é  qiie lorsqiie toli te la moléciile d e  I'iniiline 

e s t  dégradée. SNYDER et PHAFF (1962) ont  m o n t r é  qii'il s 'agit d'iin mécanisme 

pr6férentiel lement "single chaine". Pliisieiirs ai i teurs considérent qiie c e t t e  

e n z y m e  possède tolites les caractér is t iques  favorables poiir iine application 

indiist r iel le (GROOT U-ASSINK, 1982 ; HE UlTT and GROOT UASSINK, 1984). 



2.3.3 - Chez les  autres levures 

- Kluyveromyces lactis : 

YURKEVICH e t  COLL. (1972) ont  m o n t r é  qiie c e t t e  leviire posse- 

dant iine 6 friictosidase unique ac t ive  siir l'inuline e t  sur le saccharose. L e  

s i t e  a c t i f  e s t  le m ê m e  poiir les  deux subst ra ts  (KOULJOUA et YURKEVICH, 

1973). Les pH o p t  imaiix siir l'iniil ine e t  le saccharose sont respect ivement  

d e  4,l  e t  3,3.  

- Kluyveromycss marxianus : 

Elle gossède iine inrilinase fo r tement  indiiite par I'iniiline, m a i s  

aiissi par le saccharose,  le fri ictose e t  le glucose. Selon SARAD PAREKH et 

MARGARITIS (19851, K .  marxiamus prodiiit dans les conditions d e  ciiitrire iine 

quan t i t é  beaiicoiip pliis impor tan te  d 'enzyme qiie K .  fragilis. 

- Candida kefyr : 

I l  s ' agi t  également  d'iine enzyme indiictible exis tant  sous f o r m e  

e x t r a  et intra celliilaire e t  e x c r é t é e  faci lement  dans l e  milieu d e  ciiltiire 

(NEGORO e t  KITO, 1973 b). Les enzymes e x t r a  e t  in t ra  celliilaires ont d e s  

propriétés similaires (NEGORO e t  KITO, 1973 b). Le pH optimal d ' ac t iv i t é  

s e  s i tue  à 4,5 e t  la températ i i re  opt imale  à 50" C, l 'enzyme e s t  re la t ivement  

s table  à 55" C. 

- Candida salmenticensis e t  Debaryomyces phaffii : 

Isolés e n  1980, 1981 par GUIRAUD et COLL., el les possèdent iin 

sys tème enzymat ique actif  siir I'iniiline, le saccharose e t  le raffinose. Indiic- 

tibles, c o m m e  celle d e  K .  fmgilis, Par  la présence d'inuline, aiiciine a c t i v i t é  

enzymatiqiie n 'est  poii;tant décelable après  ciiltiire siir gliicose, bien qu'il 

n 'existe pas d ' e f fe t  gliicose. L ' ac t iv i t é  iniilinasique d e  deux soiiches dépend 

d'iine seille enzyme poiir les  trois siibstrats. La températ i i re  d ' ac t iv i t e  va r ie  
1 

e n t r e  45" C e t  50" C avec iin pH optimal d e  4, e t  le rapport  - e s t  d e  0 , l l .  S 
- Pichia polymorpha : 

Elle posssde deux enzymes dis t inctes  (CHAUTARD et COLL., 

1981). C e s  aiiteiirs on t  observé, en  é tudiant  l ' e f fe t  dii pH, qii'il y avai t  d e u x  

ac t iv i t és  maximales respectivement à pH 2 - 2,5 e t  pH 4 - 5,5. La séparat ion 

chromatographiqiie (D.E.A.E. cellulose) a permis d'ailleurs d e  m e t t r e  e n  évidence 

e f fec t ivement  deux types d 'enzymes qii'ils ont  appelées  E l  e t  E2. 

Les propriétés d e  E l  sont l e s  siiivantes : pH 2,5, t empéra tu re  maximale  d e  

45" C ,  Km siir iniiline = 2,5.10-) M. 

Les propriétés d e  E2 sont : pH opt imale  4,5 - 5, températ i i re  opt imale  d e  

45" C, a v e c  iin Km sur iniiline d e  1,3.10-~ M. 

Ici, contra i rement  aiix inulinases, la s tab i l i t é  d e  l ' enzyme E2 conservée à 

+ 4" C oii par congélation à - 18" C e s t  faible (une semaine). 



3) 8 fructosidasiques non sp&ifiques 

Il s'agit d 'enzymes a c t i v e s  à la fois sur iniiline (81-2) e t  les levanes 

(132-6). De  tel les enzymes ont 6 t é  décr i t e s  c h e z  les leviires (SNYDER e t  PHAFF, 

1960) e t  c h e z  les moisissiires. Penicilium possède e n  fa i t  t ro is  enzymes ex t ra -  

celliilaires qiii hydrolysent I'iniiline, le saccharose  e t  les levanes en  l ibérant 

dii friictose (NAKUMARA e t  COLL., 1977). Ces enzymes sont séparables sur 

D.E.A.E. c:elliilose oii sephadex ; leiirs pH opt imaux sont respectivement d e  

4, 4,5 e t  5 e t  leur Km : 1,73.10-~ M, 2,33.10-~, 1,57.10-~ sur inuline. - 

Des mi<:roorganismes dii riimen possèdent également  une a c t i v i t é  

fr i ictane hydrolase (THOMAS, 1960). Les protozoaires ci l iés holotriches on t  

iine a c t i v i t é  de  type "exo" e t  dégradent I'iniiline e t  l e s  levanes en  donnant 

dii friictose (PUNJ e t  COLL., 1970). 

4) La B fructofuranosidase chez les bactéries 

L'étiide deta i l lée  des  iniilinases (61-2 friictosidase) bactériennes n 'a pas 

é t é  t r è s  développée dans la l i t terati ire,  à l 'exception des  travaux entrepr is  

par TANAKA e t  COLL. (1972). C e s  derniers o n t  isolé iin Arthrobacter possédant 

iine iniilinase, libérant dii difriictose anhydre à partir  d e  I'iniiline ; ils l 'ont  

nommée inulinase secondaire. C e t t e  enzyme a une a c t i v i t é  maximale à p H 6  

e t  à 50" C (UCHIMAYAMA e t  COLL., 1973). Elle e s t  a c t i v e  siirles oligofriicto- 

sanes ayan t  au  moins deiix résidiis friictose e t  non siirle saccharose,  le raffinose 

e t  les levanes. TANAKA e t  COLL. (1981) on t  pu m e t t r e  e n  évidence iine a c t i -  

v i t é  siirles levanes, en  Iibërant là aiissi iin difriictose anhydre. Par  ailleiirs, 

NAKAYAMA e t  COLL. (1983) ont  m o n t r é  qiie la  m ê m e  bactér ie  possédait iine 

inuline friictotransférase. 

Pliisieiirs ai i tres bactér ies  possédant des  levanes-hydrolases spëc-ifi- 

qiies d e  la liaison 62-6 Ont é t é  décr i t e s  : Azotobacter, Aerobacter iewznicum 

(HESTRIN e t  COLDBLUM, 1953), Pseuaomonas (AVIGAD e t  ZELIKSON, 1963), 

Actinomyces viscosus (MILLER e t  SOMERS, 1978), Bacillus polymixa (FUCHS, 

1959), Streptococcus sp. (DACOSTA e t  GIBBON, 19620, Streptococcus sanguins e t  

Streptococcus muteurs (U-ALKER e t  COLL., 1983) possèdent selon c e s  aiiteiirs pro- 

bablement lin exolevanase ayant une légère a c t i o n  sur l'inuline. 

Conclusion 

Pliisieiirs enzymes capables  d'hydrolyser les liaisons 13 friictosides o n t  

é t é  d é c r i t e s  chez les microorganismes (moisissiires, leviires) e t  chez  les plantes. 



S'il e s t  possible d e  m e t t r e  à part  les  levanes hydrolases, la distinc- 

tion des  iniilines hydrolases e t  des  f3 f r i i c tos idases  non spécifiqiies e s t  t r è s  

art if iciel le.  On trotive en  e f f e t  d e  nombreiix types  d 'enzymes poiivant dégrader  

I'iniiline e t  i l  e s t  diff ici le d'en é tab l i r  iine classification. Toiitefois, les f3 friictosi- 

dases ac t ives  siirl'inuline et les inver tases  ont d e s  propri&e's voisines. 



IV - ETUDE DE LA REGULATION DU SYSTEME ENZYMATIQUE EXTRACELLULAIRE 

1) Effet glucose 

Pliisieiirs travaiix, notamment  c e u x  d e  HARDER (1979) portant  

siir les mécanismes d e  la biosynthèse des  enzymes  extracelliilaires, ont  m o n t r e  

qiie le glucose joiiait un rôle régulateiir important.  C e  phénomène a é t é  large- 

ment g t i id ié  chez l es  bactéries prodiict r ices d'a-am ylase e t  d e  @-glucosidase e x t r a -  

cellulaire (U-ALKER, 1963 ; COLMAN, 1967 ; MEERS, 1972 ; NARISAMA, 

1974). Ainsi, COLMAN a r e m a r q u é  qiie la biosynthèse d e  l'a-amylase extracelliilai- 

r e  d e  Bacillus subtilis est  maximale  vers la fin d e  la phase exponentielle e t  la pha- 

s e  stat ionnaire,  ce qiii a permis  à d 'autres  aiiteiirs SCHAEFFER, 1969 : MEERS. 

1972) d e  concliire qiie c e t t e  enzyme é t a i t  e f fec t ivement  soiis la dépendance 

dii glii<-ose,' du fait  qiie I'enzyrne n 'apparait  dans  le milieii qii'après iitilisation 

complè te  du gliicose l ibéré dans  le milieii d e  ciiltiire. 

Une a u t r e  étiide r é c e n t e  de  MOHINDERGIT (1984) siir la @ gliicosidase 

extracellulaire d e  Trichoderma harzianum mont re  qiie là aussi la répression 

d e  I 'enzyme extracellulaire e n  présence du gliicose dans  le milieii ex i s te  e t  

ce n 'es t  qu'après utilisation complè te  dii gliicose qiie la synthèse  e t  la l ibération 

d e  I'enzyrne sont d e  noiiveau observées. II  appara i t  qiie ce phénomène d ' e f fe t  

gliicose siir la prodiiction d e  I 'enzyme désigne le mécanisme selon lequel le 

gliicose inhibe l ' en t rée  de  si ibstrats  complexes (polymères) dont l 'utilisation 

nécess i te  la synthèse d 'enzyme indiictible, oii en t ra ine  leiir sor t ie  dii cytoplasme. 

D'aiitres aiiteiirs siiggèrent qiie l ' e f fe t  gliicose e s t  iin phénomène selon lequel 

le gliicose inhibe immédiatement ,  mais t ransi to i rement ,  la synthèse d e  I 'enzyme 

qiiand i l  e s t  addit ionné à iine ciiltiire iitilisant iin si ibstrat  complexe qiii e s t  

consommé pliis lentement.  

2) Rôle d e  l'A.M.P. cyclique 

D'aiitres travaiix, effecrtiiés ré<-emment,  o n t  permis d e  définir  

le mécanisme d e  la répression cataboliqiie dépendante  d e  I'AMPc (ELOROZA, 

1977 ; BOSTFORD, 1981). I l  apparai t  qiie les si ibstrats  rapidement métaboli-  

sables provoqiient la  diminiition d e  1' AMPc intracelliilaire, ce qiii en t ra îne  

iine inhibition d e  l'expression d e  cer ta ins  gènes  indiictibles oii consti tilt i f s ,  

c e t t e  inhibition e s t  levée par addit ion d e  1' AMPc qiii, e n  s'associant a v e c  "cyclic 

AMP receptor  protein oii C.R.P..", agi t  ail niveaii d e  l'ADN en  facil i tant  la 



f ixation de  I 'ARN polyme'rase e t ,  d e  ce fa i t ,  la transcription. Cependant,  ce 

phénomène a 6t6 c o n t e s t é  par ULLMANN (1985)qiii montre  qiie I'AMPc n'est  

pas l e  seul modiilateiir, le taux intracelltilaire d e  ce nii<:léotide es t  pliitôt 

la consgqiience et non l a  cause  d e  la  re'pression cataboliqiie, e t  l'expression 

des gènes es t  régulée soit  négat ivement  par d e s  cataboli tes,  soit positivement 

par le complexe AMPc - C.P.R. 

Les iniilinases qui on t  é t é  é tud iées  sont for tement  induites par 

I'iniiline e t  à moindre d e g r é  par d'aiitres B friictosides a lors  qii'après c u l t u r e  

sur glucose la tenetir en e n z y m e  e s t  t r è s  faible e t  i l  n'y a pratiquement jamais 

d 'enzyme dans le milieii d e  ciiltiire. Rappelons que la synthèse d e  I ' invertase 

d e  Saccharomyces  cerevisaeest  répr imée par le gliicose (GASSON et CTDXENGHI, 

1972 ; EL ORZA et COLL., 1977) ; des  r&ul ta ts  similaires ont é t é  observés  

chez  les  leviires prodiictrices d'iniilinase no tamment  chez  K. fmgilis  (SNYDER et 

PHAFF, 1960 ; GROOTU-ASSINK, 1980).., Chezcandida  kefyr (NEGORO et KITO, 

1973 a) e t  chez Pichia polymorpha (BAJON, 1983). 

Le siibstrat d e  croissance semble avoir  iine infliience siir I'exct-6- 

tion e t  l'inuline é t a n t  le stimiilant d e  l 'excrétion l e  pliis actif  e t  là aussi le 

gliicose réprime complètement  la biosynthèse d e  l'enzyme. C e  type  de  r6gula- 

tion parai t  f réquent  chez l es  enzymes extracell i i laires (HARDER, 1979). 

3) Amélioration de la production de l'enzyme 

De nombreiix t ravaux portent  acti iel lement sur l 'amélioration e t  

le rendement d e  la production par voie génétiqiie. . 
. 

La miitagénèse devrai t  p e r m e t t r e  l 'obtention des  mutan t s  const i tu-  

tifs, d e  telle s o r t e  qiie la cilltiire des  microorganismes prodiicteiirs puisse s e  

faire sans indiicteilr,  ou bien la synthèse d e  l 'enzyme n e  soit pas  réprimge. 

De plus, les m u t a n t s  rés is tants  à la répression cataboliqiie peiivent parfois  

produire des qiianti tës importantes  d 'enzymes ; ils sont intéressants dans  la 

mesiire oii ils peiivent ê t r e  c-iiltives dans des  milieux complexes dans lesqiiels 

la source  de  ca rbone  es t  bon marché6 Un te l  mutan t  a é t é  obtenii c h e z  Saccharo-  

myces  cervisiae par  LAMPEN et "NEUMAN (1967), i l  prodiii t près d e  2 % de ses 

p r o t h e s  sous f o r m e  d'invertase. 



T R A  

L e  biit d e  ce t ravai l  e s t  d 'é t i id ier  l a  poss ib i l i té  d e  prodiiire d u  

f r u c t o s e  e n  valorisant  c e r t a i n e s  product ions  ag r i co le s  t e l l e s  qiie les endives ,  

ciilt i ire typique  d e  la région Nord -Pas-de-Calais. En e f f e t ,  c e t t e  p l an te  c o n t i e n t  

d e s  r e s e r v e s  in t e re s san te s  d e  polymères  d e  f r i ic tose  : I'iniiline e t  s e s  dér ivés .  

Act i ie l lement  les possibilit6s d ' i i t i l isat ion sont  v a r i é e s  : 

- Prodiiction d e  s i rop  à haii te  t e n e u r  e n  f r i ic tose  : I'iniiline e s t  

iin po lymère  dii f r i ic tose  e t  cons t i t i ie  ilne so i i rce  po ten t i e l l e  d e  ce siicre. II 

e x i s t e  iin m a r c h é  impor t an t  poiir d e s  s irops à hai i te  tenei ir  e n  f r i ic tose  o b t e n u  

pa r  convers ion  d e  l 'amidon d e  ma ï s  qiii s ' e f f ec t i i e  par l ' i n t e rméd ia i r e  d e  t r o i s  

t ypes  d ' enzymes  : l 'amylase,  la gl i icoamylase e t  la gliicoisome'rase. 

- Util isat ion e n  t a n t  qiie soiirce d e  ca rbone  e n  f e rmen ta t ion  poiir 

la prodiiction d e  pro té ines  pa r  c u l t u r e  d e s  mic roorgan i smes ,  e n  part ici i l ier  

l e s  leviires, sur  d e s  e x t r a i t s  r iches  e n  polyfr i ictosanes , e t  la . prodiict ion 

d 'alcool  qiii ac t i ie l lement  e s t  iin d e s  prodiiits éne rgé t iques  pre!conise!s polir r e m -  

p lacer ,  ail moins par t ie l lement ,  les  carbi irants .  

La prodiiction dii f r i ic tose  pa ra i t  la pliis i n t e re s san te .  Pliisieiirs 

ai i tei i rs  o n t  t r a v a i l l é  siir ce siijet e t  o n t  p r é s e n t é  d ivers  moyens  polir produi re  

dii friic-tose à p a r t i r  d e  I'iniiline par  hydrolyse a c i d e  ; d 'a i i t res  ai i tei i rs  o n t  

g t i i d i é  d e s  iniilinases d 'origine fongiqiie e t  d e  levures. C e s  e n z y m e s  sont  gén&- 

r a l e m e n t  endocell i i la ires ,  diff ici les  à obteni r  ; il falit iin t r a i t e m e n t  prga la-  

ble  d e s  ce l lu les  qiii l e s  cont iennent  a v a n t  d e  les ext ra i re . ,  

Aii niveau indiistriel, les e n z y m e s  habi t i ie l lement  iit i l isëes son t  

d e s  e n z y m e s  exoc-elliilaires. N o t r e  t a c h e  cons i s t a i t  à t roi lver  d e s  bac-tér ies  

a p t e s  à prodiiire d e s  enzymes  ext race l l i i la i res ,  capab le s  d 'hydrolyser  c e s  poly- 

fr i ictosanes.  



Dans la  première  pa r t i e  d e  notre  travail ,  qiii consiste à l 'obtention 

d 'une f3 fructofiiranosidase, i l  a e t 6  nécessaire d'approfondir la mise ail point 

d 'une méthode d e  screening, des  conditions d e  c~ i l t i i r e  des  microorganismes p ro-  

dli<:teilrs, des  étiides des  di f férents  pa ramèt res  physico-chimiqiies influençant 

l 'apparition d e  l ' ac t iv i t é  enzymatiqiie e t  d'une méthode d e  piirification grossière. 

Dans iine deiixième part ie,  l 'obtention d'iine enzyme purifiée é t a i t  

indispensable, d 'une part  poiir approfondir la connaissance d e  ses  propriétés 

catalytiqiies e t ,  d 'aut re  par t ,  poiir pe rmet t re  l'&tilde d e  la relat ion ex i s tan t  

e n t r e  la striictiire d e  la e t  l ' ac t iv i t é  enzymatique.  Nous avons donc 

f rac t ionné  nos ex t ra i t s  enzymatiques jiisqii'à I'obtention d'iine pr6paration 

n e  contenant  qii'un setil type d e  protéine suivant pliisieiirs c r i t è res  (homogénéi té  

par chromatographie sur colonne, siir H.P.L.C., éle<:trophoritse, etc...). C e  

résul ta t  nolis a permis d 'ent reprendre  l'analyse qiialitative d e  la protéine (com- 

position en  acides  aminés  e t  en  sucres)  e t  ensii i te le problème d e  la determina-  

tion des  groupes impliqii&s dans l ' ac t iv i t é  enzymatiqiie. Noiis avons pli ainsi 

ent revoir  l ' importance des  groiipes carboxyl, imidazole, thiols. 

Ençiiite, dans une t ro is ième partie, une étiide portant  sur la régiila- 

tion d e  la  biosynthèse d e  l 'enzyme a montré  q u e  l e  glucose lnhibaitlfortement 

c e t  t e  biosynthèse. 

Dans un objectif d'optimiser la prodiiction d e  l 'enzyme, i l  nous a semblé jiistifi6 

d 'améliorer la résistance d e  la bactér ie  à <:et e f f e t  gliicose. La miitag6nèse 

noiis a permis l 'obtention d'iin mutant  pliis rcs is tant  que  la soiiche sauvage.  

Enfin, dans iine qua t r i ème  part ie,  nous avons a b o r d é  la possibil i té 

d e  prodiiction d e  f ructose  à partir  d e  polyfriictosanes d e  hauts  poids mol&ii- 

laires (I'iniiline commercia le)  e t  à partir  d e  l ' ext ra i t  d 'endive riche en  oligo 

e t  polyfriictosanes par hydrolyse enzymatiqiie. 

Les donnees bibliographiqiies re la t ives  à c e s  di f férents  

seront abordées dans les chapi t res  correspondants. 

Une par t ie  des  réstiltats a déjà f a i t  l 'objet d e  deiix communications 

e t  lin a r t i c le  e s t  en  coiirs d e  rédaction. 



M A T E R I E L  e t  M E T H O D E S  

- 0 0 0 -  



1 .  MATERIEL BIOLOGIQUE 

P a r m i  une c e n t a i n e  d e  souches  bac tér iennes ,  nolis avonv sélec-t ion-  

n& Cine soiirhe I.A.A.L. - C.M. 275 (IJ.\.T.L. Flandrcc Artois)  e t  qiii ren ib la i t  

avo i r  iine a c t i v i t é  f3 friictotiirariosidiqtie i ~ i ~ p o r t a r i t e .  

Les soiic-hes sont  con ie rv6es  so i t  siir rnilieii Iiqiiidc glii<-osé à - 20" C 

cri prccscnc-c d c  glyc (;roi à 20 96 (.oriinic an t igc l  pour ga rde r  I ; i  c iil t u r c  i?~ 1 '6tat  

liqiiidc, soit dan5 iiii milicii sol idc : t ryp tone  c-aiéine soja oii par l yophylisat ion. 

2. MATERIEL VECETAL 

Nolis avons  titi l i5é d e s  c a r o t t e r  d 'endive  (Cichorium intybus) ,  v a r i 6 t é  

Zoom, avant  e t  a p r è s  forçage .  Dans l a  rnei i i re  di1 po\\ible, les c -a ro t t e i  o n t  

été iitiiis6es f r a i ches  mais, d a n s  ce r t a ins  c a s ,  Ieiir conserva t ion  a & t é  o b t e n u e  

pa r  ré f r igéra t ion  à + 4' C (moins d e  10 joiirs) oii par  c-ongélation e n  s a c h e t s  

plastiqiie, a p r è s  leiir broyage. 

3. MILIEUX D E  CULTURE 

3.1 - Milieu synthétique non taniponn6 

CaCI2  ................................................. 
................................. ............ MgS04  .. 

.................................... F e S 0 4 ,  7 H O 2 
Eau dist i l l6e q.5.p. 1 I PH 7 

p h  a j i i s tg  par iine soliition soiide (NsOH 2N) 

3.2 - Milieii synthétique tamponné 

NH H PO 4...................................... 
4 2 

(NH ) I>d4 ........................................ 4 2 
.................................. MgS04,  7 H 2 0  

Eaii drst i l lëe q.5.p. 1 I 

PH 7 



3.3 - Milieu de culture riche 

Peptone ............................................. 
Extrait  d e  leviire ............................... 
MgSO 7 H 2 0  .................................... 4 

........................................... K2HP04 

................................................ CaCI 

N a N 0  3........................................... ... 
FeC12 ............................................... 
Eaii dist i l lée q.s.p. 1 1 

PH 7 

5 g  

1 g  

0,2 g 

1 g  

0,5 g 

2,o g 

t r a c e  

3.4 - Milieux g6losés 

- Les milieiix gélosgs on t  la m ê m e  composition avec  addition d e  

15 g.l-l d 'agar a g a r  (Difco) 

- Gélose blanche : elle renferme 7,5 g de  bacto-agar (Difco) par  

l i t re  d'eaii. 

3.5 - Milieu de  conservation e t  entretien des souches bact6riennes 

3.5.1 - Milieu solide 
.. 

Peptone d e  caseine ............................ 
Peptone d e  soja ................................. 
Chloriire d e  sodiiim ............................ 

........................................ Agar-agar 

Eaii dist i l lée q.s.p. 1 1 

pH final 7,3 a 25" C 

3.5.2 - Milieu liquide 

........................................... K 2 H P 0 4  

K H 2 P 0 4  ............................................. 
C i t r a t e  d e  Na ..................................... 
MgS04, 7 H O ................................... 2 
Eaii dist i l lée q.s.p. 1 1 

........................................... Glycérol 

Tous les milieux sont  ste'rilisés à 120" C pendant 20 mn. La source  

d e  carbone e s t  addit ionnée à la concentra t ion finale correspondante soiis 

fo rme  d e  solution stéri l isée à 105" C pendant 30 mn. 



3.6 - Solutions diverses 

- Serilm physiologique 

................................................. NaCl 

Eaii dist i l lée q.s.p. 1 1 

PH 7 

- Tampon phosphate 

Na H P 0 4  .......................................... 2 0,2 M 

............................... NaH2P0 4.... ...... .. 0,2 M 

Tampon c i t r a t e  phosphate 

C i t r a t e  d e  sodium .............................. 0 , l  M 

KH2P04" .......................................... 0,I M 

Tampon t r i s  maliqiie 

...................................... Soliition t r i s  0,5 M 

Acide malique ................................... 0,5 M 

4. PROCEDES DE CULTURES DES BACTERIES 

Nos Gtiides de  croissance des  di f fgrentes  soiiches sur les milieiix 

reteniis ont  é té ,  dans  iin premier  temps,  rc!alis&es en  tiibes, e n  flacons soiis 

agi ta t ion ; noiis avons  eii ensii i te la possibil i té d'iitiliser iin biophotomètre 

original ; les ciiltiires ont enf in  ë t &  entrepr ises  en  fermenteur  d e  laboratoire. 

4.1 - Cultures en tubes 

Elles o n t  toiites & t g  réalisëes dans des  tiibes d e  20 x 220 ml conte-  

nant chacun 8 ml ; chaque tiibe e s t  inociiler par 0 , l  ml d'iine siispension conte-  
9 nant 10 bacte'ries/ml. Les cult i ires sont maintenues a 30" C, e n  agi ta t ion 

ro ta to i re  continiie. L'iitilisation d e  la table  d 'agitat ion (105 rotations/mn) 

permet  d'otenir iine aération convenable dri milieii. La croissance e s t  contrôlée  

par d e s  mesiires rëgiilières d e  l'absorbante à 600 nm. 

4.2 - Cultures en flacons 

La grande major i tg  des  ctiltiires a 6 t é  aiissi réalis& e n  flacons 

d e  500 ml ; c e s  f lacons ne cont iennent  qiie 100 ml d e  milieii, sont ensemen<-& 

a v e c  1 ml d e  s\ispension bactérienne.  

Les cult i ires sont maintenues  à 30" C sotis agitat ion rotative,  

identique à celle iitilisée polir l e s  <iiiltiires e n  tubes. 



Un prélèement de  5 ml e s t  e f f e c t i ~ é  r6giilièrement polir apprécier  

d'iine pa r t  I'absorbance à 600 nm e t  l e  nombre d e  celliiles viables e t ,  d ' au t re  

part ,  c e s  prélèvements seront centrifiig6s e t  s tockés  à - 20" C poiir les dosages  

des  siicres e t  I1&tiide d e  I'appari tion d e  I'activi t é  enzymatiqiie. 

4.3 - Culture en biophotomètre 

Certa ines  ciiltiires comparatives sont réalisées dans des tiibes 

qiii sont placés dans iin appareil,  le biophotomètre (MARAIS e t  COLL., 1981). 

Celiii-ci permet  le siiivi d e  la croissance par la mesiire aiitomatiqiie d e  la 

dens i t é  optiqiie (D.O.) dans des  conditions précises d 'agitat ion e t  d e  temp6ra-  

tiire. Les ciiltiires sont réalisées e n  inciibant 10 ml d e  mi lieii synthét i q i ~ e  

à 30" C, l 'agitat ion e s t  d e  type "Vortex" d e  500 r.p.m.. La D.O. e s t  mesurée  

aiitomatiqiiement à 700 nm toutes  les 15 mn ; les si ibstrats  sont ajoiités à 

des  concentra t ions  variables. 

4.4 - Culture en fermenteur 

Noiis avons c o n s t a t é  qii'aii coiirs des  çiiltiires e n  tiibes e t  en fioles,  

la croissance e t  l 'apparition d ' ac t iv i tg  enzymat ique sont l imitées ; en e f f e t ,  

dans c e s  conditions d e  ciiltiires, les  celliiles sont  dans lin é t a t  physiologique 

maiivais. Polir c e t t e  raison, mais &galement a f in  d e  poiivoir contrôler c e r t a i n s  

pa ramèt res  d e  ciil tiires, on a réa l i sé  des  ciiltiires bactériennes e n  fermenteiir.  

4.4.1 - Description du materiel 

Nous avons iit i lis6 le pet i t  fermenteiir  "Setric" ayant  iin voliime 

uti le d e  3 1 (FIGURE 5 ). Il  e s t  const i t i ié  d'iine ciive d e  3 1 c-oiffée d'iine 

platine où  sont fixes les capteiirs siiivants : 

- iine é lect rode dii pH, 

- iine sonde d e  temp&atiire, 

- iin declin d e  moiisse, 

- une sonde d'oxygène dissous. 

L'appareil e s t  miini d'iine r6giilation d e  tempgrati ire e t  d e  pH 

e t  d'lin enregis t rement  siir papier d e  I'6voliition de  l'oxygène dissoiis e t  dii 

pH. L'aération s 'effecti ie par injection d'air à iine pression d'un bar ; le pH 

e s t  régii l6 par des  soliitions concentrées  d e  H3POp (ZN) e t  NaOH (ZN). 

Les prélèvement s 'e f fectuent  par une ponction à la seringiie, à 

t r avers  lin tiiyaii d e  caoiichoiic dur, iine pompe péristatiqiie assiirant iin déb i t  

continii à t ravers  le conduit. 





4.4.2 - Conduite d e  la fermentation 

a)  réparation 

Trois l i t r e s  dii milieii s a n s  inuline sont  p répa res  ; 2 700 ml son t  

induits  d a n s  la  ciive d e  f e r m e n t e u r  ; 300 m l  dans  une  f io l e  d ' incubation d e  

500 ml. La s té r i l i sa t ion  e s t  assiir6e pa r  a i i toc lavage  à 120" C pendant  1 heure. 

Les solut ions s i icrées p répa rées  e t  s t é r i l i s éés  s é p a r e m e n t  sont in t rodui tes  

dans  la f io l e  e t  d a n s  l e  f e r m e n t e u r  juste  a v a n t  l 'inociilation. 

b) Préculture 

Elle s ' e f fec t i ie  e n  f io le  d e  500 ml, qiii con t i en t  300 ml dii milieii, 

e n s e m e n c é  a v e c  5 ml d e  siispension bac tér ienne .  Le  f l acon  ainsi inociilé e s t  

mis  à incuber  siir ag i ta te i i r  ro t a t i f  à 105 toiirs/mn pendant  24 heures. 

c) Inoculation du fermenteur 

Le milieii préchaiiff6'  à 30" C e s t  inociilé asept iq i iement  a v e c  

la préci i l t i i re  q i i ~  r ep résen te  10 % du  volume to t a l .  Noiis avons  e f f e c t i i s  la 

numéra t ion  d e s  b a c t é r i e s  par  diliit ion sur  gé lose  ni i t r i t ive,  l e  nombre  d e  bac t é r i e s  
8 

ail t e m p s  t = O e s t  sens ib lement  éga l  à 10 /ml. 

d) Déroulement e t  surveillance de la fermentation 

5 à 10 ml d e  cul t i i re  sont  p ré l evés  asept iq i iement  à in te rva l le  

d e  t e m p s  rëgiilier, poiir : 

- l a  vér i f ica t ion  d e  l a  p i i r e t é  d e  I'inociiliim, 

- la m e s u r e  d e  I 'absorbance à 600 nm,  

- la vér i f ica t ion  dii pH, 

- la dé te rmina t ion  dii nombre  d e  cel l i i les  viables/ml,  

- la dé te rmina t ion  di1 t emps  d e  géné ra t ion ,  

- la consommat ion  d 'oxygène ail coi irs  d e  la c ro i s sance ,  

- la cent r i f i iga t ion  poiir dosage  di1 suc re ,  

- I 'évoliition d e  l 'appari t ion d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique .  

5. MUTAGENESE CHIMIQUE 

On iitil ise l e  N-methyl-N'-nitro-N-nitrosogiianidine (N.T.G.) à l a  

c o n c e n t r a t i o n  d e  740 &ml d a n s  l e  t ampon  t r i s  maliqi ie  : 

Acide maliqiie O, 1 M ......................... 5 ml 

Tris  (hydroxymethyl-amino-mëthane) 0, I M  9 ML 

Eaii d is t i l lée  q.s.p. 1 1 



L'agent mutagène e s t  dissoiis dans  le tampon phosphate par  agitat ion,  

2 heiires à 37" C. Le c-iilot d e  c-entrifugation d e  la c-ultiire bac-tgrienne es t  

l a v é  e t  remis e n  siispension dans  10 ml d e  tampon tris-mal&iqiie aiixqiiels 

on a jou te  l e  même volume d e  soliition d e  N.T.G. ; on laisse agir  l 'agent mutagène 

30 mn à 30" C e n  agitation, piiis on centr i fuge,  on l a v e  e t  on reprend les 

celliiles dans dii tampon phosphate. Les ge rmes  viables sont  dénombrés avan t  

e t  a p r è s  act ion d e  la  N.T.G. 

6. TECHNIQUE ENZYMATIQUE 

6.1 - Purification d'enzyme 

6.1.1 - Dialyse 

Les pr6parations enzymatiqiies ont  é t é  dialyseés c o n t r e  d e  I'eaii 

oii dii tampon phosphate 0,01 M à pH 6, àl 'aide d e  b$din d e  dialyse géne'ralement 

pendant iine niii t. 

6.1.2 - Précipitation au sulfate d'ammonium 

Le si i lfate d'ammoniiirn constitiie iine force ionique d e v g e ,  capable 

d e  prgcipiter  les protéines, donc d e  les concentrer  e t  d i m i n e r  la  pliipart 

des pe t i t e s  moléciiles contaminantes  (SCOPES, 1973). A c e t t e  fin, le siilfate 

d 'ammonium a é t é  iitilisé suivant le monogramme de  DIXON (1953) qui donne 

la qiianti té d e  si i lfate solide à ajoiiter poiir a m e n e r  les e x t r a i t s  bruts  aii poiir- 

c e n t a g e  d e  concentration dgsirée. Les ex t ra i t s  sont soiimis à iine préci  pi tat ion 

f ract ionnée par palier de concentra t ion de  10 % jiisqii'à 90  % d e  satiiration. 

Les préc:ipitations s 'ef fect i ient  pendant 30 mn pendant iine niiit à + 4O C soiis 

agi ta t ion magnc!tiqiie dorice. Les précipitées sont rëciipér6es par 

centrifugation à 12 000 g pendant 25 mn. Le ciilot e s t  remis e n  siispension 

par un voliime minimum de  tampon phosphate a pH 6. Le  siilfate dfammoni\im 

res tan t  dans l ' ext ra i t  prot&qiie e s t  é l iminé par dialyse siir bodin d e  dialyse 

con t re  I'eaii pendant iine niiit. 

6.1.3 - Filtration moléculaire 

Le principe de  la f i l trat ion siir gel e s t  basé siir les capac i t és  diffé-  

r en tes  des  moléciiles à pénétrer dans les pores d e  la phase  stat ionnaire.  Les 

t r ès  grosses moléciiles ne pénètrent  jamais dans  le gel e t  t raversent  pliis 

rapidement le siipport chromatographiqiie. Les pliis p e t i t e s  en t ren t  dans l e s  

pores dii gel e t  s e  déplacent pliis lentement.  Les moléciiles sont donc éliiées 

dans  l 'ordre des masses  moléciiilaires d6c:roissantes. 



a) Gel d e  Sephadex G25 

Le si i lfate d'ammoniiim res tant  dans  l 'extrait  protéiqire e s t  él iminer 

aiissi par f i l trat ion mol6ciilaire siir gel d e  Sephadex G25 (Pharmatra  F ine  

Chimicale) équilibrc! dans iin tampon phosphate 0,01 M, pH 6. 

Le gel d e  Sephadex e s t  irn gel d e  dextrane modifi6, dont les  macro- 

moléciiles réticirlées forments  un réseail tridimentionnel. Les pet i tes  graniiles 

d e  Séphadex gonflent dans I'eaii e t  s e  t ransforment  en gel (Vg : voliime propre 

d e  la mat ière  d e  gel ; Vi : voliime intérieur e n  gel). La phase aqiieiise ex-  

tériei ire aii gel e s t  appelée eaii interst iciel le (VO : voliime mort). Une colonne 

de  gel e s t  caractërisc!e par les pa ramèt res  qui obecissent à la relation : 

Vt = Vg + Vi.  Les moléciiles dont la tai l le e s t  siip&-ieirre à celle d e s  mailles 

d e  r&eaii circiilent e n t r e  les sphères di1 gel e t  sor tent  d e  la colonne a v e c  

le f ront  dii tampon d'ëliition. Les pe t i t e s  moléciiles pénètrent  dans les p o r e s ,  

diffusent à t ravers  les mailles e t  s ' a i i en t  pliis tardivement.  

La l imi te  inférieiire d 'excl i i~ion s e  sitiie à iine taille d e  5 000. 

Dans la  pratique, la valeiir VO e s t  dgterminee par iine soliition d e  bleu d e  

dex t ran  0 , l  %. Poiir évi ter  toli te pe r te  d e  protéines enzymatiqiies, le voliime 

reciieilli après  le VO e t  d e  celiii déposé dans  la colonne. 

Les ac t iv i t és  globales sont détermin&s à ce s t a d e  de  piirification. 

b) Gel de  filtration "Ultrogel ACA 34" 

L'iiltrogel es t  f o r m é  d e  pe t i t e s  sphères  de  polyacrylamide agarose  

réticiilc? d e  60 à 100 p d e  diamètre .  L'ultrogel LKB ACA 34 a & t é  choisi c a r  

sa zone  d e  fractionnement (20 000 - 400000) convient à l 'enzyme 6tiidiée. 

Le gel, prgalablement d e g a z é  a la t rompe à eau,  e s t  versé  dans  

iine colonne d e  verre,  puis éqiiilibré dans iin tampon phosphate 0,01 M, pH 6. 

Le niveaii di1 gel dans  la colonne e s t  rapidement stabil isé e t  le dgbit e s t  maintenu 

à 30 ml/h à l 'aide d'iine pompe pgristatiqiie. Le voliime dii gel e s t  d e  l 'ordre 

d e  900 gels (1 m d e  haiiteiir e t  2 c m  d e  large). Noiis avons de te rminé  les 

caractér.i,stiqiies d e  la colonne : VO = 35 ; Vi = 68  ml ; V e  d e  I 'enzyme = 69 ; 



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

Principe : Sur la celliilose iitilisée c o m m e  support sont fixés l e s  

groiipes diéthyl-amino-6thyl (D.E.A.E.) chargês  positivement aiix valeiirs de  

pH utilis6, sur milieii faiblement alcalin, des  liaisons é lect ros ta t iques  s'&ta- 

blissent e n t r e  les charges négatives des  protgines e t  les groupements ammoniiim 

quaternaire  d e  l'absorbant. Les protéines qiii d i f fèrent  par l e  nombre de  l eur  

charge oii leiir d e n s i t é  d e  charge seront sépareés  lors d e  I'élliition par un gradient 

d e  f o r c e  ionique croissante. 

Prgparation d e  la colonne : Noiis avons  utilise! une ciolonne d e  

30 c m  d e  haiiteur e t  d e  2,5 c m  d e  large, garnie d e  D.E.A.E. celltilose Fa thman  

équi l ibré  par tampon phosphate 0,01 M, pH 7,5 (haiiteiir dii gel : 15 cm).  ~ ' é q i i i -  

libration es t  réalisée par passage d e  ce tampon pendant pliisieiirs heiires. 

L 'extra i t  protéique en solution dans le m ê m e  tampon e s t  dgposé a u  sommet  

dii siipport chromatographiqiie. Les siibstances non fixées sont éliminées pa r  

r inçage à l 'aide du même tampon, puis les protéines sont ëliiées par iin gradient 

l inéaire d e  force  ionique croissante  e n  NaCl d e  O à 0,5 M. Le débit e s t  main- 

tenu à 26 ml/h à l 'aide d'iine pompe pgristatiqiie e t  I'effliient e s t  co l l ec t6  

par f ract ions  g râce  a u  co l l ec te~ i r .  

6.1.5 - Chromatographie d'affinité 

La concanavaline A (con A) s e  com5ine à des mol&ules qui compor- 

t en t  d e s  résidus a -D !nanopyranosyl e t  a-D glycopyranosyl. La con A sepharose 4B 

contenai t  8 mg environ d e  lec t ine  coiipl6 par 1 ml de  gel e t  donc absorbant 

spécifiqiie d e  polysaccharide, des glycoprotéines e t  des glycolipides. La <-apa- 

c l é  d e  la con A - sépharose B e s t  donnge par environ 8,5 mg d e  thyroglo- 

btiline (P.M. : 670 000) par ml d e  gel ; I'éliition s 'effecti ie avec  tampon acg- 

t a t e  0,05 M à pH 6 contenant  M ~ + + ,  ~ n + + ,  c a f +  à 1 mM e t  NaCl 0,15 M. Le 

décrochage s 'ef fect i ie  a v e c  le m ê m e  tampon aliqiiel on a jou te  une concentra-  

tion d e  0,3 M e n  a-D méthyl gliicoslde. Une colonne d e  3 ml d e  con A sépharose 

4B a é t é  utilise'e, stabilisée dans le tampon d'éltition dégazée.  

6.1.6 - Electrophorèse sur gel de polysaccharide 

Avec c e t t e  technique, les macromol6ciiles sont solimises simiilta- 

nément  à iine f i l trat ion moléciilaire e t  à une migration dans  un c h a m p  élec- 
' 

triqiie. La technique employëe e s t  celle d e  DAVIS (1964). 



- Les gels  utilises on t  la composition d e  7,5 % dans  des tubes  

d e  0,5 c m  e t  d e  7 c m  d e  longiieiir. 

- L'ampérage, qiii e s t  lin facteiir  l imitant ,  a é t é  f ixé  à 4 mA/tiibes. 

- Le tampon d'électrophorèse iiti l i se  e s t  iin tampon tris-glycine 

pH 8,3 ( t r i s  0,5 mM, glycine 128 mM). On a ajoiité le glyc&rol à l ' ext ra i t  

a f in  d'aiigmenter sa  densité e t  dii bleu d e  bromoph6nol poiir marqiier le f r o n t  

d e  migration. 

- Révélation des proteines : poiir dckeler les  protéines, les gels  

sont colorés  en les introdiiisant dans  iine soliition d e  bleii d e  coomassie (coomas- 

sie brillant bleii R. sigma) : 

Coomassie bleu R. ..................... 275 mg 

Acide a c é t  iqiie ........................... 10 ml 

.... Met hano ................................ 50 ml 

Eaii d i ~ t i l l ~ e  q.s.p. 1 1 

La décoloration e s t  polirsuivie jiisqu'à ce qrie les bandes bleiies 

d e  proteines apparaissent. 

6.1.7 - Détermination de la masse mol6culaire 

a) Par filtration moléculaire sur sépharose 6B 

Le gel (Pharmacia Fine Chimical) e s t  introdiiit dans iine colonne 

(diamètre  2,5 c m  ; haiiteiir 70 cm),  piiis éqiiilibrg par iin tampon phosphate 

0,05 M, pH 6. Un ml d e  5oliition contenant  1 m g  d e  chaqiie protgine " t h o i n "  

e s t  d é p o s é  au sommet  de  la colonne. Lt6liition es t  assiir6e par iine pompe 

péristatiqiie qiii montrent  un débit  d e  15 ml/h. La dens i t é  optique à 205 nm 

d e  chaqiie fraction e s t  mestirée. Pratiqiiement,  on procède d'abord aii cali- 

brage d e  la colonne à l 'aide d e  protéines témoins,  piiis on introdiiit la protecine 

enzymat ique recherchée dont on repère  sa  position par son act iv i té .  La masse  

moléculaire sera  évaliiée par ré fé rence  à la coilrbe d'étalonnage (FIGURE 6 ). 

b) Electrophorèse sur gel de polyacrylamide à diffërentes 

concent rat ions 

Des électrophorèses d'iine enzyme purifiée sont réalisées siir d e s  

gels à différentes  concentrations e n  polyacrylamide selon le procédé  classiqiie, 

e n  maintenant  toti tefois le rapport  acrylamide siir méthylène bisacrylamide 

(égal à 30) poiir iin gel à 7 %, cont ient  28 g d 'acrylamide e t  32 g d e  bisacrylamide. 

Lorsqiie l'on exprime le log du R.F. en  fonction d e  la concen- 

t ra t ion dii gel, on obtient  iine d r o i t e  dont la pente  permet  d e  dé te rminer  
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FIGURE 6 : Courbe d'gtalonnage pour la d6termination des masses molé- 

culaires par filtration sur colonne de sephadex 6B. 



la masse moléctilaire par r6fërence à la coiirbe d'étalonnage t r a c é e  par HEDRICK 

e t  SMITH (1968). A t i t r e  d e  vérif ication d e  la méthode,  deux témoins o n t  

é t é  r6alis6s e n  pr&ence d e  ca ta lases  (240 000) e t  d e  ferr i t ine  (480 000) (FI- 

GURE 7 ). 

6.1.8 - D&termination de la masse mol&culaire des sous-unités 

La determination e s t  &galement f a i t e  sur lin produit d e  gel acrylamide 

e n  plaqiie (P.A.A. 4 / 30 pharmacia) ; I1&hantillon, ainsi que les prot&nes 

marqiieiirs, sont dissous dans  le tampon suivant : 

Tris .......................................... 0,01 M 

..................................... E.D.T.A 0,001 M 

S.D.S. ...................................... 2,5 % 

Marcaptoét  hanol ....................... 5 % 

PH 8 

Le mglange e s t  chaiiffé 10 mn ail bain marie  à 100" C ; l 'étalon- 

nage d e  la plaqiie e s t  e f fec t i ig  a v e c  les protéines "marqiieiirs" suivantes : 

sëriim albumine bovine (67 000) ; ovalbumine (4.3 000) ; anhydrise carbonique 

(30 000) ; a-lacta-albumine (144 000) (FIGURE 33 ). 

Le tampon d'6lectrophorèse i i t i l isé-est  le siiivant : 

Tris ......................................... 0,04 M 

Acé ta te  d e  Na ......................... 0,02 M 

.................................. E.D.T.A. 0,002 M 

Sodiiim dodecylsiilfate ............... 0,2 % 

PH 8,s 

Les plaqiies sont pr&&qiiilibrées pendant 1 heure  à 70 volts, sans  

èchanti l lon,  puis le matér ie l  addi t ionné du bleu d e  bromophénol e t  d e  gly<:&-ol 

e s t  d é p o s é  ; environ 3 pg d e  chaque protéine "marqueiir" sont  d&posés (3  pl). 

 électrophorèse e s t  réalisée à 150 V (voltage constant)  jiisqu'à 

ce que  le bleu d e  bromophénol a t t e igne  I ' e x t r h i t é  du gel, piiis e s t  e n c o r e  

poiirsuivie une heure après  qiie le traceiir  a i t  m i g r é  hors dii gel. 

La position d e  soiis-unité e s t  r 6 v d é e  par le bleu d e  coomassie. 
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FIGURE 7 : Courbe d'étalonnage pour la détermination de  la masse rnolë- 

culaire après électrophorèse sur gels  de polyarrylamide à différentes con- 

centrat ions. 

Ce t t e  courbe es t  tracée d'après les résultats de  HEDRICK e t  SMITH (1968). 
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FIGURE 8 : Exemple de courbe d'étalonnage pour la détermination des 

masses moléculaires des sous unités. 

Les électrophorèses sont réalis6es sur les gels de polyacrylamides contenant 

du S.D.S. 0,l %. 



6.2 - Dosages enzymatiques 

L'act ivi t é  enzymatiqiie a é t é  mesiirée par détermination d e  I'appa- 

rition d e s  siicres rédiicteurs pa r  la méthode à l 'acide dinitrosalicyliqiie (BERN- 

FIELD, 1955). 

Le milieu réactionnel contient  0,5 mi des  subst ra ts  (inuline à 2,5 % 

saccharose  3 %, raffinose 3 %), 0,2 ml d e  tampon phosphate à pH 6 e t  0,5 ml 

d e  soliit ion enzymatique. 

La réact ion est  déclanchée selon les c a s  par I'addition d e  l 'enzyme 

oii dii siibstrat e s t  ar rê t&r>ar  l 'addition d e  r é a c t i f s  D.N.S. oii par 2 mn dté%iil- 

lition. 

Afin d e  poiivoir compare r  valablement l ' ac t iv i t é  siir d i f fgrents  

siibstrats, nolis avons, après déterminat ion d e  la vitesse initiale de  la réact ion,  

effecti ié,  dans les conditions c i t g e s  plus haiit, e s t i m é  le Vm par extrapolation.  

Noiis avons  iitilise l a  formiile suivante : 

Le Km e s t  d e t e r m i n é  par la méthode .de-LI  NEGnlERVER . e t  BURK 

(1934). 

Une i inité enzymatiqiie correspond à la  qiianti tg d 'enzyme Iib6rant 

1 IJM d e  fructose/mn à la températ i i re  e t  ail pH opt ima d e  l'enzyme. 

7. TECHNIQUES ANALYTIQUES 

7.1 - Dosage des sucres 

7.1.1 - Méthode colorim&trique 

. Siicres totaux : i ls  sont dosCs par la methode de  I 'authrone 

(SATTLER, 1948). C e t e  mgthode fa i t  intervenir  iine hydrolyse en  mi lieii siilfii- 

riqiie ce q i ~ i  permet  la prise e n  siicres polym6ris6s (TREVELYAN e t  HARRISSON, 

1956). Une gamme étalon é t a i t  réa l isé  a v e c  d e s  concentrations d e  O à 100 pg 

d e  f riictose/ml. 

. Siicres réducteiirs : ils sont dosés par la méthode d e  l 'acide dini- 

trosalicylique (BERNFIED, 1955). La valeiir d e  la densi té  optiqiie à 540 nm,  

à iine coiirbe é t a l o n  réalisée dans  les m ê m e s  conditions avec  iine soliition 

d e  friictose, permet  d e  déterminer  la teneiir e n  siicres réducteiirs de  l 'échantillon. 



. Dosage spécifiqiie dii gliicose e t  dii friictose : ce dosage est 

r6al isé  avec  le kit enzymatiqiie Boheringer (BERMEYER, 1974) selon le p ro to -  

co le  préconisé : 

H4K. - Gliicose : D-gliicose + ATP gliicose 6 P + ADP 
G6PDH 

gliicose 6 P  + NAD -gliiconate 6 P  + NADH, H+ 
H.K. - Fructose  : D-f r i~c tose  + ATP -friictose 6 P  + ADP 

PGI friictose 6 P  + NADP - gliicose 6 P  
G6 PDH glucose 6" + NADP w g l i i c o n a t e  6P + NADH + H+ 

L'apparition dii NADH e s t  mesiirée 340 nm. 

7.1.2 - Chromatographie des  fructosides 

a)  chromatographie sur gel d e  filtration 

- Siir gel sephadex G25 : elle a é t é  effect i iée  à l 'aide d'une colon-  

ne d e  1 c m  d e  d iamèt re ,  d e  50 c m  d e  haiiteiir, garnie d e  gel d e  sephadex 

C25 Pharmacia  ; I'éliition d e  I 'ëchantillon es t  r&alis& par I'eaii, d e s  f rac t ions  
. - 

d e  1 ml ont &té reciieillies. 

- Siir Biogel P-2 : noiis avons iitilisé le Biogel P-2 (BioRad) d o n t  

la zone d e  f ract ionnement  coiivre la gamme d e s  masses moléculaires a l l a n t  

de  100 à 1 800 daltons, e t  qiii convient bien poiir la séparation d e s  oligofriic- 

tosanes. Le D.P. e s t  compris e n t r e  1 e t  12. C e  gel peiit e n  ou t re  ê t r e  i i t i l i sg  

soiis d e s  pressions faibles e t  peiit ê t r e  aiissi employé avec: la pliipart des  solvants  

habituels. D 'autre  par t ,  la résoliition des  oligosides e s t  amél iorée  considé- 

rablement quand la tempe'ratiire s 'élève. La séparation siir ce gel est  siiivie 

par iine d6tection e n  réfractométr ie .  

b) chromatographie sur couche mince 

Les e x t r a i t s  sont ensui te  chromatographiés siir coiiche mini-e e n  

gel d e  selice (20 c m  x 20 ; 0,2 mm d'épaisseiir). Le  solvant d'éliition est  cons -  

titi16 par un mélange isopropanol : acg tone  - a c i d e  l a ~ t i q i i e  1 M (4:4:2) p r é p a r é  

ail moins iine heiire avant  utilisation ; la dé tec t ion  des taches  e s t  f a i t e  e n  

uti l isant  d'abord l 'acide thiobarbituriqiie qiii e s t  iin révëlateiir spécifiqile d e s  



ce toses  e t  ensui te  le naphthoresorcinol qiii f a i t  appara i t re  les a u t r e s  gliicides 

en  donnant iine coloration rouge poiirpre t r ès  contrastek-. 

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

Elle a é t é  e f f e c t u é  à l 'aide d'un appareil  L.K.B. qiii se compose : 

- d'iine pompe à doiible piston à pression constante ,  

- d'un ré f rac tomèt re  différentiel  ( type 21 - 42), 

- d'iin enregistreiir siir papier a v e c  oii sans  in tégrateur ,  

- d'iine colonne wate r  Q CA. 
155 

Caractérist iqiies d e  la colonne uti l isée : C'es t  iine chromatogra-  

phie Iiqiiide-liqiiide r 'effecti iant  a v e c  iine colonne d'échange d'ions de  t y p e  

cationiqiie chaiiffée à 85" C par d e  I'eaii circiilant aiitoiir d e  la colonne. 

. Solvant : soliition d ' a c é t a t e  d e  calciiim dans  I'eaii, à raison d e  100 mg/] 

(dégagé  à I'héliiim). 

. Débit : 0,5 ml/mn. 

. Pression : 27 

. Conservation à I 'azide d e  sodium à 100 mg/l. 

Les dosages sont ef fect i iés  par ré'fractométrie. 

7.2 - Dosaee des  rotéi in es 

7.2.1 - Technique de LOURY et COLL. (1951) 

Principe : A pH 10, les ac ides  aminés  aromatiqiies rédiiisent la 

réact ion d e  Folin ciocalteii. L ' in tensi té  d e  la coloration bleiie e s t  ai igmentée 
+ + 

en  présence d'ions Cu . La qi iant i té  d e  proté ine  e s t  déterminGe par ré fé rence  

à iine coiirbe e ta lon é tabl ie  a v e c  dii sériim albumine d e  boeuf (S.A.B.) poiir 

des  concentra t ions  comprises e n t r e  10 e t  100 pg/ml (FIGURE 9 )- 

Protocole expérimental  : A 1 ml d e  soliition protéiqiie, on a joi i te  

5 ml d'iine soliition extemporai rement  composée d e  50 ml d e  NaZCOj à 

2 % dans  d e  la soiide 0,I  N e t  d e  1 ml d'iin réact i f  contenant  dii CiiS04, 5 H 2 0  

à 0,05 % dans iine soliition d e  t a r t r a t e  doiible d e  K e t  Na à 1 % ; 10 m n  

pliis tard ,  on ajoiite 500 pl d e  réactif  de  Folin en  agi tant  vigoiireiisement. 

Aii boiit d e  10 mn, on procède à la lecti ire d e  la D.O. à 750 c o n t r e  iin b lanc 

sans protéine t r a i t é  dans les mêmes  conditions. Cer ta ins  tampons c o m m e  

le t r i s  in terfèrent  a v e c  les réac t i f s  (REJ e t  RICHARD, 1974). 
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FIGURE 9 : Courbe d'étalonnage poiir le dosage des protéines. 



7.2.2 - Methode de SCOPES (1974) 

L'absorption due à la liaison peptidiqiie e s t  mesiirée à 205 nm. 

La concentra t ion e n  protéine e s t  donnge par la formiile : 

C mglm1 = D.O. 205 

& 205 

Les ac ides  aminés aromatiqiies absorbant légèrement  à c e t t e  lon- 

giieiir d'onde, i l  s 'avère nécessaire d e  corr iger  le coeff ic ient  d 'absorption 

spëc-ifiqiie : 

D.O. 280 
E 205 = 27 + 120 Deo. 205 

La valeiir moyenne d e  ce coeff ic ient  déterminée par SCOPES 

es t  d e  31 ; elle e s t  ai igmentée par la présence de  composé phénoliqiie oii 

d 'ac ide  niicléique. 

7.2.3 - Dosage par la methode de BRAIlF_ORIL (1976) 

C e t t e  méthode utilise la p ropr ié té  qiie possèdent les soliitions 

en  milieii ac ide  d e  bleii brillant d e  coomassie d e  voir leiir absorbance maximale  

d e  465 à 595 nm qiiand i l  y a formation d e  complexes a v e c  les protéines. 

Noiis avons  utilisé le  réactif  commercia l isé  : la BioRad qii'on 

diliie aii 1/5e. 

A 0 , l  Ml d e  solution à doser (contenant 1 à 20 pg), on a j o u t e  

1,9 d e  réact i f  sous agitat ion a u  vortex. Aii bout d e  4 mn, on procede à la 

lecture  d e  la D.O. à 595 nm. La presence d e  NaOH à iine concentration siipé- 

rieiire à 0 , l  N oii d e  S.D.S. à concentrations siipérieiires à 0,05 %, sont c o n t r e -  

indiqiiées dans c e t t e  méthode. 

La comparaison des  teneiirs en protéines es t imées  par les t r o i s  

méthodes  poiir iin nombre ë l e v é  d 'extraits ,  mont re  qiie les trois t e c h n ~ q i i e s  

donnent d e s  résiiltats voisins. 

Noiis avons  utilisé d e  préférence la méthode d e  SCOPES, en  raison 

d e  sa  rapidité,  d e  sa fiabil i té e t  siirtoiit : sa sensibil i té ; e n  e f fe t ,  siir d e s  

protéines t r è s  piirifiées (gel d e  filtration), la technique d e  LON-RY ne peu t  

pas les  doser. 

7.3 - Antibiotiques 

Afin d 'gviter  les contaminations microbiennes, tolites les réac t ions  

enzymat iques  ont e t 6  réalisées e n  présence d e  c-hloramphenicol (chloromycit ine) 

à la concientration finale d e  170 pg/ml. 



7.4 - Matière sèche 

Les poids d e  m a t i è r e  sèche ont  é t 6  mesiirés après  dessication 

à 108" C pendant 24 heiires. 

8. EXTRACTION DES GLUCIDES 

8-1 - Extraction pour analyses 

Les composés glucidiqiies d e  la racine  d e  la chicorée sont consti-  

tiiés des  siicres simples gliicose e t  friictose (D.P. = l),  saccharose (D.P. = 2), 

d'oligofriictosane (dont le D.P. varie d e  3 à 8), des  friictosanes pliis polymérisés 

(dont le D.P. var ie  d e  8 à 35) e t  d e  polyfriictosanes d e  masse moléciilaire 

encore  pliis élevée.  La valeiir d e  D.P. séparant  les oligofriictosanes de  D.P. 

var ie  d e  3 à 8 e t  de  polyfriictosanes siip6rieiirs à D.P. 8 es t  arbi t ra i re  e t  

rgsiilte des méthodes d 'extraction.  Il e s t  évident qiie c e s  composés d e  D.P. 

pliis oii moins é levés  ne peiivent ê t r e  ex t ra i t s  par solvant iiniqiie e t  i l  s e  pose 

iin problème a u  siijet d e  leiir ext ract ion.  Habitiiellement, on se s e r t  des solii- 

tions ethanoliqiies à 90 % oii à 80 % poiir obtenir  les siicres imples e t  les  

oligof riictosanes d e  D.P. < 8 e t  on iitilise des  soliitions éthanoliques à 50 % 

e t  d e s  soliitions aqiieiises poiir dissoiidre les friictosanes dont le D.P. dépasse  

8 (FIALA e t  JOLEVET, 1980). 

Poiir les  analyses, e t  les dosages simples, noiis avons p rgfé ré  ex t ra i -  

r e  les  gliicides à tempgrati ire ambian te  en  iitilisant des  soliitions alcoliqiie 

e t  aqiieiise, c e  qiii représente  iine méthode reprodiict i ble e t  permet  d ' ex t ra i re  

e t  d e  séparer,  d e  doser e t  identif ier  convenablement les composés gliicidiques. 

8.2 - Extraction à chaud par diffusion 

L'extraction hydroalcooliqiie mont re  qiie I'obtent ion des si icres 

d e  la chicoree  e s t  a isée  ; mais i l  e s t  évident que c e t t e  méthode d 'extract ion 

n'est pas a d a p t é  à iine exploitat ion à grand voliime (jus d e  fermentat ion,  

prodiiction des siicres, etc...), coîlteiise e t  onéreiise. 

L'extraction a é t é  réalisée d'un broyat des  racines d e  chicorée  ; 

ce broyage donne une p â t e  suffisamment aqiieiise poiir pe rmet t re  une bonne 

ex t rac t ion  ; nolis l'avons donc réalisée e n  a joutant  d e  l 'eau, d e  manière  à 
obtenir  des  siispensions plils fliiides, sans toiitefois aboutir  à iine grande dilution 

c a r  cela entra inerai t  ensui te  l 'obtention d e  soliitions t rop  faibles en  siic-res, 

l 'objectif  f ixé  é t a i t  d ' a t t endre  une concentra t ion 6levée e n  siicre ; ce mode  



d e  preearation e s t  le suivant : les racines (carot tes)  soigneiisement laveés, 

dekoiipées e t  broyées, iine q i i an t i t e  conniie d e  ce broyat (500 à 600 g) don t  

la teneiir en m a t i è r e  sèche e s t  soigneiisement m e s i i r k  e t  compl&t&e à 1 1 

à l 'aide d 'eau distillée ; l ' ext ract ion es t  réa l isée  par pression maniielle e t  

f i l t ra t ion di1 broyat dans des  enveloppes e t  d e  la gaze.  

L'emploi d'eau t r è s  chaiide à 80" C oii d'eaii boiiillante pe rmet  

d e  dissoiidre les polyfriictosanes d e  masse mol&ciilaire t r è s  élevée.  

8.3 - Technique de décoloration de jus obtenus 

Nolis avons uti l isé dii charbon ac t i f  NORIT S.A.3 poiir décolorer  

e t  él iminer d 'ai i tres siibstances conteniies dans  les c a r o t t e s  d'endives a p r è s  

hydrolyse enzymatiqiie ; c ' e s t  iine méthode &galement iitilisge e n  hiiiletrie. 

Après centrifugation dii liquide obtenu, le surnageant e s t  mis  e n  contact  Pen- 

dant  10 à 15 mn à 50" C a v e c  le charbon ac t i f .  Ensiiite, celui-ci e s t  é l imin6  

par cientrifiigation à 12 000 g diirant 15 mn, piiis f i l t r é  siir papier plisse. La  

décoloration e s t  siiivie par iine prise d e  densi t é  optiqiie a u  spectophotomètre  

à 420 nm con t re  I'eaii. 

8.4 - Hydrolyse acide 

On aji iste le pH à 2 par addition d 'ac ide  orthophosphoriqiie concentré ,  

piiis on por te  le jiis à 100" C le temps nécessaire à l 'hydrolyse. On r a m è n e  

le pH à 5 par addition d 'ammoniac  concentré  ; on f i l t r e  soiis vide poiir éli- 

miner les prgcipités formés. 
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CHAPITRE I 

Ehide qwlltative et quantitative des glucides 

de la racine de chicorée 



1. ANALYSES QUALITATIVES 

1.1 - Chromatographie d e  perméation 

La separation des  friictosanes e t  d e s  gliicides simples peiit s ' e f fec -  

tiier par précipitat ion dans iin mélange éthanol - eaii d e  proportions d i f fé ren tes  

(CROTELUESCHEN e t  SMITH, 1968). Elle peiit aussi ê t r e  obteniie par préc-i- 

pitation différentiel le ail froid ; c ' es t  ainsi q u e  EDELMAN e t  DICKERSON 

(1966) o n t  rgiissi à séparer les friictosanes d e s  gliicides simples par précipita-  

tion à l 'éthanol à 95 % (V/V) suivie d'une centrifiigation à 10 000 g ; m a i s  

(:es méthodes sont peii précises e t  fastidieiises. Noiis avons préf&é iitiliser 

les méthodes chromatographiqiies siir gel. La methode que noiis avons employée 

e s t  soit celle proposée par PONTIS (1968) poiir la séparation des  séries horno- 

logiles d e s  oligomères de f riictose, soit celle utilisée par TRAENEL (19681, 

piiis par DARBYSHIRE e t  HENRY (1968). Le choix dii support a é t é  d é c i d é  

après  ét i ide préliminaire siir d i f fé ren t s  gels disponibles ail laboratoire. Le G 2 5  

e t  Biogel P2 ont  é t é  retentis c a r  ils possèdent iine zone d e  f ract ionnement  

qiii coiivre les masses  mol6ciilaires al lant  d e  100 à 1 800 e t  conviennent bien 

poiir l a  sgparation des ,~ l igs f r i i c tosanes  d e  d e g r é  de-polymérisation (D.P.) compr i s  

e n t r e  1 e t  9. Le gel P2 peiit ê t r e  aiissi i i t i l isé soiis pression faible e t  peiit 

Êitre employé  a v e c  la pliipart des  solvants habitiiels. D 'autre  part ,  la résoliition 

des  oligosides e s t  a m d i o r é e  lorsqiie la températ i i re  es t  élevée.  La séparat ion 

siir ce gel e s t  siiivie d'iine détect ion en r6 f rac tomét r ie  siir chromatographie  

liqiiide à haiite performance (H.P.L.C.). 

1.1.1 - Etalonnage des colonnes 

Les colonnes ont é t é  étalonn6es e n  utilisant lin m a a n g e  gliicidiqiie 

contenant  2 mg/ml d e  diffgrents compos6s suivants : D-friictose, D-gliicose, 

saccharose,  raffinose e t  iniiline. Les rési i l tats  obteniis sont résum6s dans  le 

TABLEAU 7 e t  la FIGURE 10 . 

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

tition des fructosanes e t  des glucides simples 

La description d 'une analyse d'lin ex t ra i t  hydro-alcooliqiie à 8 5  % 
d e  la rac ine  d e  chicorée mont re  qiie la chromatographie siir biogel P2 p e r m e t  
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FIGURE 10 : Sgparation d'un mélange standard sur colonne biogel P2 suivie 

d'une détection au r&fractomètre. 

1 - Inuline 

2 - Raffinose 

3 - Saccharose 

4 - Glucose 

5 - Fructose 



iine bonne séparation des ol igofr~ic tosanes  d e  D.P. compris  e n t r e  1 e t  8 tandis  

qiie l 'ensemble d e s  friictosanes dont le D.P. e s t  plils é l e v é  dépasse la l imi te  

d'excliision e t  d e  ce fait  e s t  é l e v é  en  iin seul pic (FIGURE 1 1  ). 

Une chromatographie sur gel sephadex G25 permet  d e  voir la répar-  

t i t ion des  masses moléci~la i res  d e  ces siicres, l e  friictose e t  I'iniiline servant  

d e  rëférences  (FIGURE 12 ). 

On peut consta ter  qiie la t o t a l i t é  des  oses (gliicose, friictose, sac- 

charose)  e t  la major i t é  des oligofructosanes D.P. < 8 sont facilement extra i ts  e n  

prësence d'éthanol à 85 %. La par t ie  res tan te  des  friictosanes plus polymérisés 

e s t  e x t r a i t e  tiniqiiement par l 'eau. A part ir  d e  c e s  résiiltats d 'extraction e t  

d e  fractionnement d e  friictosanes e t  des  glucides simples, noiis avons s impl i f ie  

la methode d 'extraction en préparant  seiilement deux ex t ra i t s  : 

- iine première ex t rac t ion  e s t  ef fect i iée  par l 'éthanol à 85  % (ex t ra i t  

hydroalcoolique) ; 

- iine deuxième par I'eaii (solution aqiieiise). 

La fraction éthanoliqiie contient  les oses e t  les oiigofriictosanes 

d e  D.P. 5 8 e t  l 'extrait  aqtieiix renferme les friictosanes d e  D.P. > 9. 

1.2 - Chromatographie sur couche mince 

Parallèlement à la chromatographie s i r  gel, noiis avons i i t i l isé 

la méthode d e  chromatographie siir couche mince poiir séparer  les  oligofruc- 

tosanes  selon leiir degré  d e  polymérisation. C e t t e  technique quali tat ive e s t  

plus rapide que la chromatographie siir papier (BHATIA e t  COLL., 1974). Elle 

a de là  &é employée poiir la séparation des  oligomères dii glucose (HANSEN, 

1974, 1975 ; KANAYA, 1978). Ainsi (RUTHERFORD et PHILIPS, 1975) o n t  

réiissi à séparer les oligofructosanes d e  racine d e  cihicorée siir plaqiie de  <ielli~- 

lose jiisqii'à D.P. = 5, c e  qiii e s t  totitefois insiiffisant. Nolis avons iitilisé la 

méthode  de  HANSEN (1974) am6liorée par FIALA (1980) poiir obtenir une  

bonne séparation des  oligofriictosanes d i rec tement  siir lin ex t ra i t  hydroalcooli- 

que. Une séparation d'une sé r ie  d'oligofriic7tosanes obtenus  à partir  d'iin e x t r a i t  

hydroalcoolique d e  chicorée e s t  représentée  par la FIGURE 13 . 
Après séparation des  ol igofr~ic tosanes  par gel d e  filtration, chaqiie 

pic chromatographiqiie peut ê t r e  reciieilli séparément ,  piiis soiimis à iine sé- 

parat ion chromatographiqiie siir plaqiie d e  selice. La FIGURE 14 représen te  

la répart i t ion des  tâches correspondantes aiix pics d'éltition obtenus a p r è s  

cihromatographie siir gel. 



1 - polyfriictosanes d e  D.P. > 8 

2-6 - oligofructosane d e  D.P. 

variant d e  3 à 8 

1 7 - saccharose 
8 - glucose 

9 - fructose 

O lb 40 Temps e n  mn 

FIGURE 11 : Séparation d'un extrai t  hydroalcoolique à 85 % d e  racines d e  

chicoree sur colonne biogel P2 suivie d'une détection a u  rgfractornètre. 

Fract ions 

FIGURE 12 : Séparation d'un extrai t  de racine d e  chicorée sur gel d e  fi l tra- 

tion G25, suivie d'un d o ~ g e  des sucres  totaux. 

( O ) Inuline ; ( A ) Fructose ; ( i ) Extrait d e  chicorGe 



Composé 

Fructose + Glucose 
Sacdarose 

Oligofructosanes 

FIGURE 13 : Séparation sur plaque de silice d'une série d'oligofructosanes 

à partir d'un extrait hydroalcoolique de racines de chicorge. 

E : Extrait hydroalcoolique 

S : Témoin saccharose 

1 à 12 : degrés de polym6risation 



FIGURE 14 : Identification des  pics par chromatographie sur couche mince 

après  séparation chrornatographique sur colonne biogel P2. 

Extrait  : 1 - 6 : oligofructosanes d e  D.P. = 8 à 3 ; 
- 
, : x;i:i-iiarose ; 8 : hexoses 

T (témoin) : F : fructose ; S : saccharose ; 1 : inuline 

Figiire 15 : Sgparation sur couche mince d'un extrai t  d e  chi<-orée ail cours  

d e  son évolution physiologique avant  le forçage. 

S : témoin saccharose 

F : témoin fructose 

1 à 12 : degrés d e  polymérisation 



Noiis constatons que  chaqiie pic chromatographiqiie correspond 

à une seule tâche,  à l 'exception dii pic n = 1 qui e s t  composé d e  pliisieiirs 

friictosanes d e  D.P. >, 8. 

C e t t e  méthode simple, rapide e t  reproductible peiit ê t r e  titilis& 

e f f i cacement  polir siiivre I'évoliition des  glucides dans la racine d'endive ail 

coiirs d e  son évoliition physiologiqiie avant  e t  après  fo rçage  (FIGURE 15 1. 



2. ANALYSES QUANTITATIVES 

2.1 - Variation d e  la  composition e n  glucide au cours d e  la crois- 

sance d e  la racine 

Pendant la phase d e  croissance e t  d e  grossissement d e  la rac ine  

ail champ, en général  e n t r e  aoîit e t  octobre,  la racine acciimiile des  oligo- 

friictosanes e t  des  friictosanes d e  d e g r é  d e  polymérisation pliis é l e v é  (Îniiline) ; 

sa  teneiir en  siicres simples, saccharose  e t  hexoses (glricose, friictose), demeiire 

à c e t t e  époque toiijoiirs re la t ivement  basse (FIGURE 16 ). 

L'acciimiilation maximale  des  gliicides polymérisés s e  prodiiit débiit 

octobre ,  aii pliis t a rd  débiit novembre,  a v e c  iine variation d e  qiielqiies joiirs 

suivant les conditions climatiqiies d e  l'année. La teneiir e n  gliicides totaiix 

peiit présenter jiisqii'à 20 % d e  la m a t i è r e  fraiche. 

Par ailleiirs, noils consta tons  qiie vers la fin d e  la  phase d e  grossis- 

sement ,  la teneiir e n  friictosanes diminiie e t  celle e n  siicires simples augmente  ; 

11 s e  produit donc iine évoliition e n  sens inverse des  teneiirs en  gliicides pliis 

polymérisés e t  des  teneiirs FR glucides moins polymérisés. Pa r  la siiite, les  

teneiirs d e  c e s  deiix f ract ions  gliicidiqiies deviennent sensiblement égales.  

Après arrachage,  l e s  racines sont conservées à basse températi ire,  e t  d a n s  

c e s  conditions les teneiirs e n  gliicides polymérisés qiii avaient  déjà c o m m e n c é  

à diminiier, continiient de  baisser poiir a t te indre ,  à partir  dii mois d e  janvier, 

leur valeiir minimale. Les teneiirs  e n  glucides simples continiient d e  c r o î t r e  

poiir s e  stabiliser à lin maximiim qiii se  maint ient  jiisqii'à fin mars,  époqiie 

à partir  d e  laquelle les teneiirs tendent  à baisser. 

2.2 - Variation d e  la  composition en  gliicides d e  la  racine au cours 

du forçage 

Les forçages  sont réalisés pendant 18 à 21 jotirs à 20" C siir d e s  

racines prélevées aii cours d e  l e i ~ r  phase d e  grossissement. Les dosages d e s  

gliicides sont ef fect i iés  sur d e s  racines avant  e t  après  forçage,  e n  uti l isant  

les méthodes colorimétriqiies poiir les  sucres  simples e t  les siicres totaiix, 

e t  1'H.P.L.C. polir l e s  fructosanes. Les  résiiltats, résiimés dans la FIGURE 17 

m e t t e n t  e n  évidence les observations siiivantes : 

Le fo rçage  se  tradiiit par iine f o r t e  baisse des  teneiirs e n  gliiciides 

totaiix : d e  40 à 60 % des  teneiirs  avant  forçage.  C e t t e  diminution en m a s s e  



mg/g M.F. 

Jours de  prélèvements 

FiCURE 16 : Variation des  teneurs en glucides de  la racine de chicorée au 

cours d e  ron ëvolution physiologique avant forçage. 

( ) glucides totaux ; ( v ) fructosanes ; ( i ) saccharose ; 

( O ) sucres réducteurs 

@ 
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FIGURE 17 : Modifications de  la composition glucidique d e  la racine de chi- 

corée sous l 'effet du forçage. 

( O ) glucides totaux ; ( v ) fructo=nes ; ( ) saccharose ; 

( O ) sucres réducteurs 



e s t  d u e  principalement à une f o r t e  dégradation. des  friictosanes. Paral lè lement ,  

le saccharose  f o r m é  e t  le saccharose  prgexistant  sont aiissi fo r tement  iitilisës, 

vraisemblablement comme f o r m e  d e  transport  d e  carbone e t  d 'énergie ve rs  

le chicon, oii c o m m e  soiirce d e  métabol i tes  var iés  comme le CO respiratoire e t  2 
les hexoses dont l a  teneiir augmente .  

L'emploi d e  subst ra t  m a r q u é  aii 14c, comme 1~ saccharose, devra i t  

p e r m e t t r e  de  suivre le devenir dit carbone dans  la racine a u  coiirs d e  son forçage. 

Si le forçage e s t  e f f e c t u é  tô t  (septembre - octobre)  ail débiit d e  

la phase d e  mati ir i té,  la t eneur  e n  gliicides to taux  s 'élève légèrement,  ce qui 

siiggère qiie les réactions anaboliqiies l ' emportent  encore  siir les rgactions 

cataboliqiies, le saccharose e s t  moins iitilisé ainsi que l es  hexoses , les friic-- 

tosanes n e  stibissent qii'iine fa ible  dégradation. 

Par ailletirs, nous avons siiivi I'évolrition des  composés gliicidiqiies 

d e  la racine  aii coiirs dii forçage.  L'analyse des  glucides e s t  réalisée séparerment 

siir iin ex t ra i t  éthanoliqiie à 85 % renfermant  les oligofriictosanes de  D.P. 

fa ible  ( 3  à 8), le saccharose e t  les siicres rédiicteiirs . Un extra i t  aqueux 

con tenan t  les friictosanes d e  degrés  d e  polymérisations siipérieiirs à 8 a aiissi é t é  siiivi. 

Les rési i l tats  d e s  dosages obtenus, résiim6s dans  la FIGURE 18 

conf i rment  qiie l a  degradation des gliicides to taux  ail coiirs dii forçage est 

progressive e t  concerne siirtoiit les frtictosanes d e  D.P. siipérieiirs ; les oligo- 

fr i ictosanes e t  le saccharose const i tuent  la f ract ion prédominante. C e s  oligo- 

fr i ictosanes de D.P. faible sont  en  proportions sensiblement équivalentes a v a n t  

fo rçage  e t  siibissent iine diminution parallèle a u  coiirs dii forçage. II en e s t  

d e  m ê m e  du saccharose. La dégradat ion d e  c e s  compos6s gliicidiques s 'accompagne 

d'iine acciimiilation progressive des  hexoses (TABLEAU 8 ). 
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FIGURE 18 : Evolution des compos6s gliicidiques de la racine d'endive au 

cours du forçage. 

( e sucres totaux 

( FI ) oligofriictosanes+ saccharose + sucres rgducteurs 

( v )polyfructoranes de D.P. 3 8 





3. CONCENTRATION EN SUCRES TOTAUX DE JUS D'EXTRACTION PAR 

DIFFUSION AQUEUSE A HAUTE TEMPERATURE 

I l  e s t  t r è s  diffici le acti iel lement d e  réaliser d e s  cirltiires microbio- 

logiqiies oii des c-onversionsenzymatiqiies en  milieii solide const i t i ié  d'iin broyat  

d e  racines  riches e n  inuline. I l  e s t  nécessaire a v a n t  d 'aborder la t ransformat ion 

des  polyfriictosanes d e  poiivoir les  ex t ra i re  à partir  d e s  racines soiis f o r m e  

d e  soliition concentrée.  Noiis avons  étiidig t ro is  pa ramèt res  infliiençant c e t  t e  

extract ion e t  la composition chimiqiie des  jus obteniis : le temps d e  c o n t a c t ,  

la t empéra tu re  e t  le pH dii broyat siir l 'extraction.  Noiis avons d é t e r m i n é  

dans c e s  diverses conditions, la concentra t ion e n  siicre (TABLEAU 9 ) ainsi  

qiie le taux d'hydrolyse expr imé  par le rapport : 

siicres rédiicteiirs 
siicres totaiix 

(FIGURE 19 ) à pH 2 e t  à pH 5,5. 

On cons ta te  qiie la concentration e n  sucres  totaiix des  jiis va r ie  

en  fonction des divers pa ramèt res  (40 à 80 g/l)  ; c e s  chif f res  semblent pliis 

faibles qiie ceiix troiivés par GUIRAUD (1981) c h e z  le topinamboiir (130 g/l). 

Ceci semble  lié aiix erreiirs expér imentales  dues  à I'héte'rogén6ité di1 broyat ,  

aiix grandes  diliitions e t  siirtoiit à la période d 'extraction.  

Dans c e s  conditions, on a obtenu un rendement  de  50 à 60 %, 

c e s  conditions ne  pe rmet ten t  évidemment pas d e  réciipérer to ta lement  les 

siicres d e  la racine. 

L'extraction des siicres d e  la ch icorée  e s t  facile, con t ra i rement  

à ce qiie laisse siipposer les proprietés d e  I'iniiline hautement  ptirifiée (Merck). 

Ceci peiit s'expliqiier par le fa i t  qiie le  jiis d'endive cont ient  des  siicres d e  

poids moléciilaire faible (D.P. faible) en  qi iant i té  impor tan te  e t  qiie I'iniiline 

in vivo possède des  propriétés d e  soliibilité particiilières qiie ne possède pliis 
1 

I'iniiline ayant cr is ta l isé  (PHELPS, 1965). C e t  t e  propr ié té  e s t  , partici i l ièrement 

in téressante  poiir la prodiiction d e  sirops siicrés après  hydrolyse enzymatiqiie.  

La teneur  en  siicres rédiicteiirs d e s  jiis e t  donc le pourcentage 

d'hydrolyse augmente  a v e c  le temps d e  contact ,  l 'acidité e t  

la températi ire.  
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FIGURE 19 : Hydrolyse intervenant au cours d e  l'extraction de jus d e  rhirorëe  

dans diverses conditions de  température et pH. 





4- Conclusion 

Noiis avons m o n t r é  q u e  les rgserves d e s  racines ("carottes") d 'endives 

sont constitilées des  polyfriictosanes dont I'iniiline consti t i ie le polymère de 

halit poids moléciilaire e t  on rencon t re  e n  qi iant i té  soiivent importante  le saccha-  

rose. De  ce fa i t ,  la proportion d e  fructose dans  les si icres ex t ra i t s  e s t  plris 

faible qiie ce qiie l'on poiivait siipposer ; ceci e s t  particiilièrement important  

si l'on envisage la prodiiction du friictose ; dans  ce cas, i l  sera  indispensable 

d'avoir iin potentiel fr i ictose le pliis é l e v é  possible e t  donc d'iitiliser des  e x t r a i t s  

contenant  le maximiim d e  polymères à haiits poids mol6ciilaires, nécess i tant  

par la siiite iin proci6dé d'hydrolyse enzymatiqiie. 

Noiis avons isolé iine bac té r ie  ayant  iine a c t i v i t é  f3 friictofiiranosidasi- 

qiie extracell i i laire qiie noiis allons étiidier dans le chapi t re  suivant. 



CHAPITRE II 

Production de l'enzyme 



1. MODE DE SELECTION DE LA SOUCHE 

Les iniilinases sont  d e s  e n z y m e s  g6né ra l emen t  indiiites. Aiissi, 

l ' i so lement  d e s  microorganismes  prodiicteiirs a é t é  jiisqii'à présent  r é a l i s e  

à l ' a ide  d e  milieiix n e  con tenan t  qiie I'iniiline c o m m e  seiile soiirce d e  carbone .  

Noiis avons  e x a m i n é  iine sé r i e  d e  b a c t é r i e s  capables  d e  c r o i t r e  

siir d e s  soliitions ni i t r i t ives c o n t e n a n t  d e  I'iniilîne c o m m e  seiile soiirce d e  

ca rbone ,  e n  e spgran t  e n  troi iver  qiielqiies iines prodiiisant une  inulinase a c t i v e .  

1.1 - Re+rage en  milieu g&os6 

Noiis avons  e s s a y é  t ro i s  mé thodes  : 

P r e m i è r e  mé thode  : adap ta t ion  d e  la m é t h o d e  d e  MENCIER (1972). 

O n  coule ,  e n  bo î t e  d e  Pé t r i ,  iine coii<:he d e  g6lose r e n f e r m a n t  l e s  

é l é m e n t s  mine'raiix e t  azote% nécessa i res  à l a  c ro issance  d e s  microorganismes  ; 

ces bo î t e s  sont  inociileés pa r  l a  siispension bac t é r i enne  e t  l 'ensemble e s t  

r e c o u v e r t  d'i ine coiiche m i n c e  d e  gélose b lanche  c o n t e n a n t  i n l i n e  U n e  

incubat ion  d e  c e s  boîtes  p e r m e t  d e  d is t inguer  les  co lonies  bac tgr iennes  qiii 

d é g r a d e n t  l 'iniiline, e n  f o r m a n t  iine ai i réole c l a i r e  diie à l 'hydrolyse d e  l ' in i~ l ine .  

Mais l e s  rés i i l ta t s  obtenus  son t  diff ici les  à i n t e r p r é t e r  c a r  il n 'appara i t  qi ie  

d e s  microcolonies.  

Deiixième m é t h o d e  : adap ta t ion  d e  la m g t h o d e  d e  JASAYANKAR 

et GRAHM (1969). Il s ' ag i t  d ' é t a l e r  à la s i i r face  d'iin milieii gé losg  c o n t e n a n t  

d e  I'iniiline à 5 g . l - l ,  ilne siispension des  bac tér ies .  Après  incubation,  on a jo i i t e  

iine soliition aqiieiise à 1 % d e  bromiire d e  ce ty l t r ime thy l  ammonii im qiii 

rend  visible le polymère  par  préctipitat ion. L 'appar i t ion  d 'une zone  c l a i r e  

aiitoiir d e s  co lonies  p e r m e t t r a  d e  visiialiser ~ l 'hydrolyse  d e  l'iniiline e t  d e  r e p é r e r  

ainsi  l e s  soiic-hes prodiic-tric-es. 

Trois ième mé thode  : nous avons  f ina l emen t  m i s  a u  point iine m é t h o d e  

s i m p l e  e t  rapide.  Un échant i l lon  e s t  e n s e m e n c é  siir milieii synthét iqi ie  ne 

c o n t e n a n t  qiie I'iniiline c-omme soi irce d e  carbone .  I I  e s t  inci ibé pendant  48 à 

72 heiires, à 30" C. Siir les colonies  appari ies ,  noiis versons  une soliition d ' é t h a -  

nol , iine ai i réole c l a i r e  se f o r m e  aiitoiir d e  la ciolonie mon t ran t  la pr6senc-e 

d'iin s y s t è m e  enzymat iq i ie  hydrolysant  I'iniiline. 

C e t t e  mé thode  noiis a permis  d e  sé l ec t ionne r  qiielqiies b a c t é r i e s  

c a p a b l e s  d e  deg rade r  l ' inuline (TABLEAU 10 ). 



TABLEAIJ 10 : .%ii<-hcs bact6ricnncs t i t i  lisant I'intiline siir milicii g6i05é. 

ORIGINE 

U.S.T., Li l l e  

Inst i t i l t  Pasteur, Paris 

U.5.T., Li l ie  

J t 

MICROORGANISMES 

Souche 1.A.A.L. - E-M-  278 

Sotlche I.A.A.L. E.M. 295 

Bacillus polymixa 

Bacillus subtilis 

Bacillus sp. 

K lebsiella pneumoniae 

Serratia 

Streptococcus bovis 

Streptococcus siris 

Streptococcus ubis 

Lactobacillus 

Rhizobium meliloti Ml 1 



1.2 - R e p é r a g e  e n  mi l ieu  l iquide 

Les soiiches isolées siir milieii gé losé  sont  c i i l t ivées  d a n s  un mi l ieu  

enrichi ,  siiivi d 'une ci i l t i i re  sur  milieii  l iquide synth6tiqi ie  c o n t e n a n t  d e  I'iniiline 

c o m m e  seu le  soiirce d e  carbone.  Les  ciilti ires o n t  é t é  r6a l i sées  toiit  d ' abo rd  

e n  tiibes, ensi i i te  e n  Erlen Meyer  plac& siir a g i t a t e u r  ro t a t i f  pendant  2 4  à 

48 heiires à 30" C. La q i i an t i t é  d'iniiline r e s t a n t e  d a n s  l e  milieii e s t  su iv ie  

par  H.P.L.C. 

Les rés i i l ta t s  obtenirs son t  p ré sen té s  d a n s  le TABLEAU I I  . 
L a  souche  E.M. 278 a é t é  dé f in i t i vemen t  retent i ,  c a r  il p r g s e n t e  

iin c e r t a i n  nombre d e  ca rac t é r i s t i q i i e s  i n t~ res san te s . e I l e se  développe  r ap idemen t  

e t  fac i  l emen t  siir rni lieri minéra l  synthét iqi ie  s imple  c o n t e n a n t  d e  l'iniil ine  

a v e c  iin taiix d e  c ro i s sance  n e t t e m e n t  siipërieiir à celiii d e s  a i i t r e s  soiiches. 

L e  siiivi d e  l 'hydrolyse d e  I'iniiline aii coiirs d e  la c ro i s sance  d e  

c e t t e  soiiche mon t re  qu 'el le  e s t  t o t a l e m e n t  hydrolysée a p r è s  48 heiires ; l e s  

a i i t r e s  soiiches n e  produisent  qii'iine l égè re  hydrolyse .  

En ou t r e ,  c e t t e  soiiche n 'est  pas  pa thogène  e t  n e  produit  p a s  

d e  composés  toxiqiies. 

1.3 - E t u d e  de l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  s o u c h e  s6 Iec t ionnée  s u r  d i f f é r e n t s  

B f ruc tos ides  

C e t t e  é t i ide  a polir biit d e  définir  iin c e r t a i n  n o m b r e  d e  p a r a m è t r e s ,  

n o t a m m e n t  les  ca rac t é r i s t i q i i e s  d e  cro issance  siir d i f f é r e n t s  s i ibs t ra t s  carbon&. 

L'gt i ide a é t é  condii i te  siir c inq  si ibstrats ,  don t  q u a t r e  c o n t e n a n t  aii m o i n s  

iin f r i ic tose  e t  le cinqii ième c o n t e n a n t  dii g lucose  : 

- Iniiline 1 
- Raff inose  l B friic-tosides 
- Sac-<-haroçe 

- Fri ictose 

Noiis avons  é tabl i  les  coiirbes d e  <-roissance siir milieiix synth&t i -  

qiies addi t ionnés  d e s  subs t r a t s  ca rbonés  aiix concientrat ions 0,5 % e t  1 %. 

Poiir é t ab l i r  <-haqiie <-oiirbe, noiis avons  ensemen<-& iine p r e m i è r e  pr6c-riltiire, 

pilis iine derixième dont  noris siiivons la c ro i s sance  lorsqiie ce1 le-ci e s t  e n  

phase  exponentiel le ,  nolis ensemençons  la c-iiltiire p rop remen t  d i t e  ; c e t t e  





techniqiie évi te la phase de latence. Les <-iilttires sont effecti iées à 30" C. 

La c-roissance est suivie au biophotontètre. Les di f férentes <-oiirbes obtenues 

sont repr6sentges dans la FIGURE 20 . Les taux de croissance observés sont 

représentés dans le  TABLEAU 12. 

TABLEAU 12 : Taux de croissance e x p r i m e  en h-l  de la souche ci i l t ivée sur 

di f férents substrats. 

L P ~  taux de c toissant-e obtenii5 \ont idcntiqtie\ poiir le gliic-ose 

et le  friictose ; i l s  sont très Loi\ in\ poilr le sac<-harosc. 1'31- tontre, si11 I-af- 

finose e t  siir inuline, les taLi\ de <-roissanc-e sont faibles. II ne parait pas 

y avoir  infliience de la renetir en \t ib\trat carbone s i i r  le taiix de <-roisian<-c 
- 1 - 1 

satif dans le ( a \  de l'inuline : 0.17 h a la (-on< entrat ion 0.5 -'d et O, 18 h 2 la 

t on(-entration 1 %. II fatJi noter qiic t c substrat (intil inc) ne p&n&trc pa\ ddn i  

la (-elli i le. 



Tempr en heures Temps en iieures 

Temps en heures Temps en heures 

FIGURE 20 : Courbes de croissance de la souche sélectionnée dans le milieu 

synthétique, additionné d'une source de carbone *à la concentration : ( A ) 0,5 % 

o u ( A ) l %  

A : glucose ; B : saccharose ; C : raf f inose ; D : inuline 



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

Les ciil t i i res  sont  e f f e c t u é e s  su r  milieii synthét iqi ie  r e n f e r m a n t  

5 g.l-l d'iniiline, l e s  t e s t s  p e r m e t t a n t  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l ' a c t i v i t é  e n z y -  

m a t i q u e  o n t  é t é  réa l i sés  sur  d e s  ciilti ires e n  f in d e  phase  exponent ie l le  d e  

cro issance .  A ce s t ade ,  pliisieiirs f r ac t ions  sont  p rgpa rées  e n  appliqiiant l e  

s c h é m a  d e  l a  FIGURE 21 . 
- la f r a c t i o n  1 : correspond aii milieii d e  ciilti ire d é b a r r a s s é  d e s  

cel l i i les  par  cent r i f i iga t ion  ; 

- la f r ac t ion  I I  : correspond ail ciilot <-elliilaire ; 

- la f r ac t ion  III : f r ac t ion  insoliible obteniie  par  cent r i f i iga t ion  

si i i te  à iine lyse pa r  sonic-ation ; 

- la f r ac t ion  I V  : f r ac t ion  soluble. 

Les rés i i l ta t s  o b t e n u s  sont  rassemblés  dans  le TABLEAU 13 . 

L ' a c t i v i t é  s e  re t ro i ive  e s sen t i e l l emen t  dans  le milieii d e  ciilti ire. 

Auciine a c t i v i t é  enzymat iq i ie  n ' a  pii ê t r e  m i s e  e n  év idence  dans l e s  celliiles 

i n t a c t e s  e t  dans  l a  f r ac t ion  insoliible. Au niveaii d e  l a  f r ac t ion  soliible, I'ac- 

t i v i t é  e s t  r e l a t ivemen t  faible,  d e  l 'ordre d e  7 à 10 % d e  l ' a c t i v i t é  max ima le .  

Noiis avons  é g a l e m e n t  é t i id ié  l ' a c t i v i t é  d e s  d i f f é r e n t e s  prépara t ions  e n z y m a -  

t i ques  siir l e  r a f f inose  e t  siir l e  sac<-harose. C e s  a c t i v i t é s  son t  toiijoiirs p r é s e n t e s  

à c ô t é  d e  I1a<i t iv i té  iniilinasiqiie, mais  e l l e s  sont  toujoiirs pliis impor t an te s .  
1 

Nous a v o n s  ainsi d é t e r m i n é  le rappor t  inul ine / saccha rose  (-) qiii e s t  toiijoiirs S 
infériei i r  à 0,5 ; c e c i  siigg$re la p résence  d e  deux  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  

I'iine inver tas ique  e t  I 'aiitre iniilinasiqiie. Noiis ver rons  pliis loin qii'il s ' a g i t  

d'i ine seille f r ac t ion  enzymat iq i ie  a c t i v e  sur  I'iniiline e t  le saccharose .  

Conclusion 

L'ensemble  des  rés i i l ta t s  oteni is  siir l e s  d i f f é r e n t e s  f r ac t ions  mon-  

t r e n t  q u e  I ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  se retroi ive d a n s  le si i rnageant  ; ceci s i iggère  

qiie le s y s t e m e  f3 friictofiiranosidiqiie c h e z  l a  b a c t é r i e  re ten t ie  e s t  e s sen t i e l -  

l e m e n t  extracel l i i la ire .  



Culture bactérienne 

en fin d e  phase exponentielle 

Milieu de  culture 

( 1 )  

Culot cellulaire 

Cellules lysées Çel Iules 
par sonication intactes 

Fraction Fraction 

insoluble 

(IV) 

soluble 

(III) 

FIGURE 2 1 : Schéma des différentes opérations r&alisées pour tester l'activité 

enzymatique des différentes fractions. 



TABLEAU 13 : Activité enzymatique de  différentes fractions exprimée en  

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

t 
Activité  

exprim& en 
% d e  l'acti- 
vitcF maximale 

100 % 

0 % 

7 à 1 0 %  

-------------- 

Fractions enzymatiques 

Fraction 1 : milieu de 

ciiltilre concentré 

Fraction I I  : 

CeIliiles intactes 

Fraction III  : ceIliiles 

broyées : fraction soliible 

Fraction IV : celliiles 

broyées : fractioninsolilble ' 

~ c t i v i t é  s+cifique 

Saccharose 

3,6 

O 

0,13 

-------------- 

0,O 1 

b 

Inuline 

O,9 

O 

0,065 

O,O> 1 0,08 1 - 

Raf finose 

1,76 

O 

0,080 



CHAPITRE III 

Para m è t m  m odiiïant l'apparition de 

l'activité enz y m atique 



Nous venons d e  montrer  que le s y s t è m e  enzymatiqiie chez la soiiche ) 
sdlectionnde présentait  la part ici l lari té d ' ê t re  exclusivement e x c r é t é  par 

les cellules dans le  milieu d e  ciiltiire. Dans ce chapi t re ,  noiis al lons é t i id ié  

les principaiix fac teurs  intervenant dans l a  régulation d e  la biosynthèse d e  

l 'enzyme. 

Du fa i t  dii c a r a c t è r e  inductible d e  c e s  enzymes,  les  iniilinases 

é tud iées  jusqii'à présent ont  toiijours é t é  prodiii t e s  à par t i r  d e  milieiix con tenan t  

d e  I'iniiline. Les au t res  composants des  milieiix varient  bien sîir a v e c  les 

soiiches étiidiées, mais aussi a v e c  les aiiteiirs. Il  ressort  d e  la l i t tera t i i re  qiie 

les conditions d e  ciiltures e t  d e  prodiiçtions ont &té  rarement  6tiidiées ni 

bien définies. 

1. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 

L'effet  d e  la t empéra tu re  siir la croissance bactér ienne et I'appa- 

rition d e  l ' ac t iv i t é  enzymatiqiie a &tg  é t u d i é  e n t r e  20" C e t  40" C ail bain-marie, 

sous agitat ion.  

L'activité enzymatiqiie a 4 t h  siiivie pendant la phase s ta t ionnaire  

de  croissance. La températi ire optimale d e  croissance e t  d 'apparit ion d e  I'ac- 

t iv i t é  maximale s e  retroiive aiix environs d e  30" C (FIGURE 22 ). 

2. INFLUENCE DU pH 

L'effet  du pH initial dri milieii synthétiqiie a é t é  t e s t é  à diffëren-  

t e s  valeiirs e n t r e  4 e t  8. 

La FIGURE 23 r r~ontre  qiie la croissance e t  la prodtiction maxi-  

male  d 'enzyme sont obtenues à pH 6,5 e t  pH 7. 

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

TIVITE ENZYMATIQUE 

3.1 - En croissance bactér ienne 

L'étiide a é t é  réalisée en  iitilisant comme subst ra ts  carbonés  : 

le gliicose, le friictose, le raffinose e t  I'iniiline ; <-es siicres ont é t 6  ajoii tés 

aii milieu synthétiqiie à raison de  5 g/l. Les ciiltkires on t  é t ë  ef fect i iées  à 

30" C e t  à pH 7 en  Erlen Meyer soiis agitat ion.  La présence oii l 'absence 



FIGURE 22 : Effet  d e  la tempéra tu re  sur la croissance e t  l 'apparition d e  

l ' ac t iv i té  enzymatique.  Cul tures  e f f e c t u é e s  e n  Erlen Meyer, a p r è s  24 heures  

d e  culture. 

( ) croissance bactér ienne exprimëe e n  D.O., X 600 nm 

( ) a c t i v i t é  enzymat ique expr imée e n  % d 'act iv i té  maximale 

FIGURE 23 : Effe t  du pH sur  la croissance et l'apparition d e  l ' ac t iv i té  enzy-  

matique.  Cul tu res  réalisées sur  milieu synthét ique à 5 g.l'l d'inuline à la ternpé- 

r a t u r e  d e  30" C .  

( O ) croissance bactér ienne expr imée e n  D.O., A 600 nm 

( ) a c t i v i t é  enzymat ique expr imée e n  % d 'act iv i té  maximale 



d ' a c t i v i t é  a & t é  dé t e rminée  siir d e s  ciilti ires e n  fin d e  phase exponen t i e l l e  

d e  croissance.  

L e  TABLEAU 14 e t  l a  FIGURE 24 r a s semblen t  l e s  rés i i l ta t s  obtenus .  

Les  valeiirs e x p r i m é e s  r ep résen ten t  la moyenne  d e s  rés i i l ta t s  obteniis  ail coi i r s  

d e  t r o i s  expgr imenta t ions  d i s t i nc t e s  pour chaqiie  s i ibstrat .  

La cro issance  bac t é r i enne  d é m a r r e  r ap idemen t  e n  p ré sence  d ' o s e s  

s imp les  ; e n  p ré sence  d'iniiline, l e  t e m p s  d e  l a t e n c e  e s t  plus impor tant .  L ' a c t i v j t é  

e s t  t r è s  faible, e t  m ê m e  niille, a p r è s  ciilti ire siir g lucose  e t  friic-tose. 

I l  a p p a r a i t  qiie I ' a c t iv i t é  e s t  f o r t e m e n t  indiiite par  I'iniiline, a l o r s  

qi i 'e l le  l 'est beaiicoiip pliis f a ib l emen t  par  les a i i t r e s  8 fr i ictosides saccha rose  e t  

r a f f inose  ; i l  s e m b l e  qiie I'iniiline, seiile, puisse p e r m e t t r e  I 'excr6t ion d e  I 'en-  

z y m e  dans  le milieu. 

Noiis avons e f f e c t i i é  ensu i t e  d e s  mesi ires  d ' a c t i v i t é s  siir milieii  

c o n t e n a n t  d e  I'iniiline add i t i onnée  d e  0,5 % d e  gliicose, l ' ensemencemen t  

&tant  r éa l i s é  c o m m e  déc r i t  p récédemment .  

3.2 - Essai d ' induction de l a  syn thèse  d e  l ' enzyme par des c e l l u l e s  

e n  non  pro l i fé ra t ion  

D e s  essa is  d'indiiction o n t  & t é  e f f ec t i i é s  e n  non prol iférat ion.  

Des  celliiles o b t e n u e s  e n  f in d e  l a  phase exponen t i e l l e  siir milieii synthé t iq i ie  

add i t i onné  d e  0,5 % d e  gliicose sont  t r a n s f é r é e s  d a n s  un t a m p o n  phospha te  

0,01 M con tenan t  0,5 % d e s  d i f f é ren t s  s i ibs t ra t s  c a r b o n é s  (FIGURE 25 ) e n  

Er l en  Meyer a g i t é s  à 30" C e t  à pH 7. A l ' i n t e rva l l e  dii t e m p s  régulier,  lin 

p rg l èvemen t  e s t  e f f ec t i i é  e t  d i a l y s é  e t  on  d e t e r m i n e  l ' a c t iv i t é  enzymat iq i i e  

t o t a l e .  Les r6s i i l ta t s  ob tenus  sont  p ré sen té s  siir la FIGURE 26 ; I ' a<i t iv i té  

é t a n t  faible, noiis avons e x p r i m é  I 'acti\/i t& e n z y m a t i q u e  poiir 100 ml,  e n  fonc t ion  

dii t e m p s  d e  c o n t a c t .  

En présence  du raf f inose ,  dii saccharose ,  dii gliicose oii dii f ruc tose ,  

i l  n ' y  a pas d'indiiction d e  la biosynthèse. Lorsque le gliicose e s t  ii t i l isé e n  

p r é s e n c e  d'iniiline, I ' a c t iv i t é  trotiv6e e s t  toiijoiirs faible.  P a r  con t r e ,  e n  prgsenc-e 

d ' ini i l ine seiile, on  c o n s t a t e  une  augmen ta t ion  d e  l 'appari t ion d e  I ' ac t iv i té .  

I l  f a l i t  no ter  qiie l ' a c t iv i t é  enzymat ique  e s t  infériel i re  à c e l l e  obteniie  d a n s  

l e s  condi t ions  d e  miiltiplication celliilaire. 

L ' a c t i v i t é  f? friictofiiranosidasiqiie e s t  d o n c  f o r t e m e n t  i n d i i i t e  

par  la p résence  d'iniiline e t ,  à moindre  degré ,  pa r  celle d e s  a i i t r e s  f3 friictosides. 

Le  g lucose  s e m b l e  m ê m e  avoi r  iin e f f e t  inhibi teur  siir la biosynthèse d e  I 'enzyme.  



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

de  croissance e t  la production d'enzyme. 

I 

~ u a n t i t é  d'enzyme 
en fin de  phase 

exponentiel le 

0,007 iinit&/rnl 

0,O 1 

0,06 

0,08 

0,25 

SUBSTRATS 

Gliicose 

F r u c t o s e  

Saccha rose  

Ra f f inose  

Iniiline 

Taux d e  
croissance 

à h-l 

0,25 

0,25 

0,23 

0,20 

0,19 



Temps en heures 

FIGURE 24 : Influence de la nature de  substrats carbonés sur : 

- la croissance bactérienne (A) 

- I'apparitton de  l'activité enzymatique (6) 

( . ) Inuline ; ( V  ) Raffinose ; ( ) b c c h a r o s e  ; ( r )  hexoses simples 
(glucose OU fructose) 



Culture sur milieu synthétique 

+ glucose 0,5 % 

Culot cellulaire 

Tp phosphate 0,01 M 

FRACTION 1 FRACTION II FRACTION III FRACTION IV FRACTION V 

Mise en  contact  Mise en contact  Mise en  contact  Mise en contact  Mise en contact  

avec  d e  

l'inuline (0,5 %) 

avec  du avec  du avec  glucose avec  de  l'inuline 

raf f inose saccharose ou fructose + du glucose 

FIGURE 25 : Schéma gén6ral d e  l'étude comparative d e  l'apparition d e  l 'activité enzymatique 

en  non prolifération bactérienne. 



Temps en  heures 

FIGURE 26 : Etude d e  l'apparition d e  l 'activité enzymatique en non 

prolif&ration, e n  présence d e  : 

( W ) inuline 

( O ) inuline + glucose 

( v ) raffinose 

( ) saccharose 

( A 1 glucose ou fructose 



4. INFLUENCE DE LA SOURCE D'AZOTE 

Noiis a v o n s  t e s t é  iin ensemble  d e  s i ibs tances  a z o t é e s  organiques  

e t  inorganiqiies. 

Les subs t ances  o n t  é t é  incorporées  dans  le milieii synthé t iq i ie  

d e  m a n i è r e  à ob ten i r  iine concen t r a t ion  f inale e n  a z o t e  d e  0 ,33  g.l-l. Trois  soiir- 

ces d ' a z o t e  minéra l  o n t  é t é  iit i l isées, soiis f o r m e  nitriqiie : n i t r a t e  d e  sodium,  

soiis f o r m e  ammoniaca l e ,  chlori i re  d 'ammonii im, phosphate  d 'ammonii im e t ,  

soiis f o r m e  mixte ,  n i t r a t e  d 'ammonii im. En ce qiii conce rne  la source  d ' a z o t e  

organiqiie, d ivers  a c i d e s  a m i n é s  o n t  é t é  e x p é r i m e n t é s  : a c i d e  gliitamiqiie, 

asparagine ,  histidine, t h r e o n i n e ,  lysine, a rg in ine  e t  ser ine.  Noiis n 'avons r e t e -  

nii q u e  I 'asparagine,  les  a u t r e s  a c i d e s  aminés  n 'ayant  pas  donne  d e  rés i i l ta t  

s ignif icat if  (FIGURE 27 ). 

La meil lei i re  c ro issance  e s t  obteni ie  a v e c  d e  l ' a z o t e  soiis f o r m e  

ni tr iqi ie  (NaNO ). L e  développement  e s t  pliis r é d u i t  e n  p ré sence  d e  N H 4 N 0 3  e t  
3 

NH4CI, e t  i n t e rméd ia i r e  e n  p ré sence  ~ ~ { N H $ o  
3 - 4 -  

En ce qiii conce rne  la production d 'enzyme,  on c o n s t a t e  iine 

é t r o i t e  c:orrélation e n t r e  la c ro i s sance  b a c t é r i e n n e  e t  l ' appar i t ion  d e  l ' a c t iv i t é .  

En dé f in i t i f ,  parmi  les  soi irces d ' a z o t e  t e s t ees ,  le NaNO favor i se  3 
l 'appari t ion d e  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  ; l ' asparagine  seille e s t  incapable  d e  

condiii r e  à l a  biosynthèse d e  l 'enzyme.  

5. EFFET DES SELS MINERAUX 

C e t t e  é t i ide  e s t  e f f e c t i i é e  dans  l e  milieii synthé t iq i ie  à pH 7 

e t  à 30" C ,  add i t i onné  d e  d i f f é r e n t e s  concen t r a t ions  d e  se ls  m ~ n e r a i i ~ ,  

l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  e s t  déterminée après  2 8  heiires d e  cul t i i re  e t  e x p r i m é e  

e n  % d ' a c t i v i t é  m a x i m a l e  (TABLEAU 15 ). 

I I  s e m b l e  qiie MgSO 5 H 2 0 ,  CaC12, K2HP04 ,  FeSO 7 H 2 0 ,  s o n t  4' 4' 
l es  s e l s  minérai ix qiii p e r m e t t e n t  l a  meil lei i re  prodiic-tion d 'enzyme.  C ' e s t  

ainsi  qiie l 'on a aboii t i  à l ' é labora t ion  d'iin milieii  minéral  synthgtiqi ie  gqiiilibré, 

c i t é  e n  Matér ie l  e t  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 

Noiis a v o n s  é t i id ié  la biosynthèse d e  l ' enzyme  e t  l 'hydrolyse d e  

I'iniiline ail coiirs d e  la croissan<:e. La ciilti ire a é t é  e f f e c t i i é e  à 30" C e n  



F I G U R E  27 : Influence d e  la source  d ' a z o t e  su r  : 

(A) Cro i s sance  bac t é r i enne  

(8) Appari t ion d e  l ' a c t iv i t é  enzymat ique  

( v ) N a N 0 3  

( fi ) N H 4 N 0 3  

( ) N H 4 H P 0 4  

( V ) NH4 Cl 

( ) Asparagine 



TABLEAU 15 : Effet des sels  minéraux sur l'apparition d e  l'activité enzy- 

matique. Cultures effectuées en  biophotomètre. Activités exprimées en  % 

d'activité maximale. 

J 

Sels minéraux e n  g/l 

CiiS04, 5 H 2 0  

MgS04, 5 H 2 0  

Mn S04, 7 H20 

Fe Cl2 

Zn S04,  7 H 2 0  

KCI 

Ca  Cl2 

K2 H PO4 

Fe S04, 7 H20  

t 

0, 1 

86 

87,7 

85,2 

1 O0 

9 O 

8 5 

1 O0 

8 5 

1 O0 

0,5 

9 O 

1 O0 

9 O 

90 

9 2 

8 7 

88 

1 O0 

87,2 

1 

5 7 

7 O 

63,75 

75 

7 3 

79 

78 

8 7 

7 0 

2 

35 

55 

38,63 

63  

57 

65  

5 9 

7 7 

65 

- 



r éac t e i i r  d e  3 1, siir milieu synthét iqi ie ,  à pH 7, c o n t e n a n t  I'iniiline à i ine 

concen t r a t ion  d e  5 g/l ' l .  La préci i l t i i re  e s t  e f f e c t i i é e  so i t  siir iniiline, s o i t  

siir g lucose  ; d a n s  ce dernier  cas, nolis avons  obse rvé  iine phase d e  l a t e n c e  

d e  4 à 6 heiires, l e  t aux  d e  ciroissance ail coi irs  d e  la phase exponen t i e l l e  

e s t  d e  0,24 h-l. Les  rési i l ta ts  son t  p ré sen té s  d a n s  l a  FIGURE 28 . 
L'hydrolyse d e  I'iniiline s ' e f f e c t u e  progress ivement  d a n s  le d é b u t  

d e  la cro issance ,  e l l e  e s t  pa r t  ic i i l ièrement rap ide  diirant la phase exponen t i e l l e  

oii pliis d e  70 % d e  l ' inuline est hydrolysée. Noiis n 'avons  jamais  pii ob ten i r  

l 'hydrolyse t o t a l e  d e  I'iniiline, m ê m e  a p r è s  48 h d e  croissan<:e. P a r  ailletirs,  

l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  a u g m e n t e  propor t ionnel lement  à la croissancie bac t é r i en -  

n e  e t  se malnt ien t  à la m ê m e  a c t i v i t é  spgcifiqiie toiit-ail-long d e  l a  c ro issance .  

Les o s e s  (fr i ictose e t  gliicose) issiis d e  l 'hydrolyse d e  I'iniiline n e  s 'acci imii lent  

pas ail coiirs d e  la cro issance  bac t é r i enne  e t  sont  abso rbés  par  les celliiles 

ail fiir e t  à mesiire  d e  leiir production.  

Pa rmi  l e s  bac t é r i e s  se développant  bien siir I'iniiline c o m m e  seille 

soi irce d e  carbone ,  noiis avons re ten t i  iine roiiche doiiée d ' i ine a c t i v i t é  6 friictofii- 

ranosidiqiie impor t an te .  

- C e t t e  e n z y m e  e s t  siirtotit excirétée pa r  l e s  <:elliiles dans  l e  

milieii d e  ciilti ire ; l ' a c t i v i t é  d'iin broyat  cel l i i la ire  e s t  faible.  

- A c ô t é  d e  son a c t i v i t é  siir iniiline, la p répa ra t ion  e n z y m a t i q u e  

ag i t  auss i  f o r t e m e n t  siir les a i i t r e s  6 fr i ictosides ( ra f f inose  e t  saccharose) ,  a v e c  
1 iin r a p p o r t  - (iniiline / saccharose)  d 'environ 0,2. 
S 
- La biosynthèse d e  la 6 fr i ictosidases e s t  f o r t e m e n t  induite  p a r  

I'iniiline e t  iin peii pa r  le raf f inose  e t  s accha rose  ; aiiciine a c t i v i t é  n 'est  d é c e -  

lable a p r è s  ciilti ire siir les  hexoses  simples. L e  gliicose r ép r ime  f o r t e m e n t  

sa biosynthèse.  L e  mg<-anisme d e  I'indiiction pa r  une  macromolé<-i i le  r e s t e r a i t  

à expliqiier.  On petit s e  d e m a n d e r  si l ' inhibition par  le gliicose n 'es t  pas  le 

seiil m é c a n i s m e  d e  régiilation, c o m m e  polir d e  nombrei ises e n z y m e s  e x t r a c e l -  

Iiilaires (HARDER, 1979). 

- L e  n i t r a t e  d e  sodiiim c o m m e  soi irce d ' a z o t e  e t  l e s  a i i t res  sels 

minéra i ix  qiii cons t i t i ien t  le milieii d e  ciilti ire syn thé t ique  jouent un rô l e  indénia- 

ble d a n s  la b iosynthèse  d e  I 'enzyme.  

- La biosynthèse d e  l ' enzyme s ' e f f ec t i i e  rég i i l iè rement  ail co i i r s  

d e  l a  c:roissance bacitérienne e t  se ma in t i en t  ari m ê m e  niveaii t o u t  ail long  

d e  la cro issance .  



FIGURE 28 : Etude d e  l'apparition d e  11activit6 enzymatique au  cours 

d e  la croissance, e n  présence d'inuline : culture e f f e c t u é e  e n  réacteur. 

( O ) croissance bactérienne (D.O. X 600 nm) 

( ) act ivi té  enzymatique 

( . ) inuline 

( A ) oses  rgducteurs 



L'obtention d'iine e n z y m e  pur i f iée  e s t  indispensable poiir mieiix 

c o n n a î t r e  ses propr ié tés  c a t a l y t i q u e s  e t  les  re la t ions  e x i s t a n t e s  e n t r e  la striic- 

t i i re  d e  l a  pro té ine  e t  l ' a c t i v i t é  enzymat ique .  

Dans  l e  c h a p i t r e  suivant ,  noiis aborderons  c e t t e  é tude .  



CHAPITRE I V  

Purif~ation de l'enz y me étudiée 



1. OBTENTION DE L'EXTRAIT ENZYMATIQUE 

Nolis avons  mon t ré ,  d a n s  le c h a p i t r e  précgdent ,  . . q u e  les e x t r a i t  

o b t e n u s  à par t i r  d e  c:orps b a c t e r i e n s  e t a i e n t  peu  ac t i f s .  Toli te  I ' a c t iv i t é  enzy-  

m a t i q u e  e s t  obteni ie  dans  le milieii d e  ciiltiire. Nous a v o n s  donc p rgpa ré  I 'en-  

z y m e  à par t i r  du  milieii d e  ciilti ire. 

Les bacitéries son t  ci i l t ivées e n  c i ive  d e  3 1 sur  milieii  minéra l  

add i t i onné  d e  5 g.l-l d'inuline. L a  cul t t i re  e s t  a r r ê t é e  e n  f in  d e  l a  phase  expo-  

nent ie l le .  Les b a c t é r i e s  sont  é l iminées  par  cent r i f i iga t ion  ( 1  200 g pendant  

20 mn). 

La plirification e s t  effecitiiée par  r e l a rgage  aii su l f a t e  d 'ammonii im, 

ch romatograph ie  d'écihange d ' ions  e t  par  f i l t r a t i on  moléciiilaire. Les  opé ra t ions  

sont  t o u t e s  r éa l i s ées  à + 4 O  C. 

2. PRECIPITATION AU SULFATE D'AMMONIUM 

La pr6c ip i ta t ion  f r a c t i o n n é e  par  paliers d e  concen t r a t ion  d e  10 % 

d e  sa t i i ra t ion  aii su l f a t e  d 'ammonii im revè le  iine coiirbe d 'ac t lv i  t é  enzymat iq i i e  

p r é s e n t a n t  un seiil pic  aii n iveau  d e  l a  f r a c t i o n  60  - 70 %, a lors  qiie la t e n e u r  

m a x i m a l e  e n  p ro t é ine  e s t  déce l& dans  la f r a c t i o n  50 à 60  %. 

La f r ac t ion  infér ie i i re  à 30 % d e  sa t i i ra t ion  e t  celle siipérieiire 

à 90 % r e n f e r m e n t  peii d ' enzyme .  La f r ac t ion  30 - 80 % p e r m e t  d e  récripérer  

pliis d e  80 % d e  l ' a c t i v i t é  (FIGURE 29' ). 

Dans  la su i t e  dii t rava i l ,  t o u t e s  les expé r imen ta t ions  ont  é t é  

c-ondiiites a v e c  I ' ex t r a i t  ainsi préparé .  

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

 près passage d e  I ' ex t ra i t  o b t e n u  par pr6c ip i ta t ion  a u  siil f a t e  

d 'ammonii im d ia lysé  e t  t a m p o n n é  a pH 6, sur  iine colonne d e  D.E.A.E. <ielliilose, 

la f ixa t ion  d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique ,  aiissi bien siir saccharose ,  raf f inose,  

que  siir intiline, a e t 6  o b s e r v é e  ; I'&ition a e t 6  ensi i i te  e f f e c t u é e  a l ' a ide  

dti t a m p o n  phosphate  0,01 M t i t i l is6 poiir l a  f ixat ion,  add i t i onné  d e  q i ian t i tés  

c ro i s san te s  d e  NaCI (gradient  l inéa i re  d e  O à 0,5  M). 

L e  dosage  d e  I 'ac-tivité dans  les f r ac t ions  ob tenues  a m o n t r é  

qiie l 'a<-t ivi té  enzymat ique  é t a i t  &J& e n  iine seille fo is  poiir les c-oncen- 

t r a t i o n s  e n  NaCl à 0,25 M (FIGURE 30 ). 

Noiis avons  vé r i f i é  à chaque  s t a d e  l ' absence  d ' a c t i v i t é  e n z y m a t  iqiie 

e n  d e h o r s  dii p i c  d 'ao t iv i té .  



Taux 

Taux de  saturation e n  (NH4)2 'O4 

FIGURE 29 : Diagramme de  précipitation des protéines e n  fonction 

d e  la saturation de l'extrait en  sulfate d'ammonium. 

( O ) taux de  protgines 

( ) % d'activitg relative 



Fractions 

FIGURE . 30 : Purification par chromatographie sur D.E.A.E. cellulose. 

( ) Substrat saccharose ; ( v ) Substrat raffinose ; ( m ) Inuline ; 

(-0-1 [NaCl] ; (-1 Prot6ines 

FIGURE 31 : Purification par filtration sur ultrogel ACA 34; 

( 8 ) Inuline ; ( v ) Raffinose ; ( @ ) Saccharose ; 

(-@-) Protéine en pg/ml 

Fractions 



Les a c t i v i t e i  siir iniiline, ra f f inose  e t  s a c c h a r o s e  s e  re t ro i ivent  

pa ra l l è l emen t  e n  iine seiile f rac t ion .  

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

La z o n e  d e  f r ac t ionnemen t  d e  ce ge l  é t a n t  plus é t r o i t e  (20 000  - 

400,  OOO), la sépa ra t ion  d e s  p ro l é ines  e s t  meilleiire. C e t t e  ch romatograph ie  

par  f i l t r a t i on  a é t é  e f f e c t u é e  (romme p r é c é d e m m e n t  à l ' a ide  d e  I ' ex t ra i t  ob teni i  

par  p réc ip i t a t ion  aii su l f a t e  d'ammoniiim d ia lysé  e t  t a m p o n n e  à pH 6. L e  

profil  d'éliit ion m o n t r e  ici aiissi iin seiil p ic  d 'ac t iv i tg ,  I ' a c t iv i t6  siir iniiline, 

r a f f inose  e t  s accha rose  s e  re t ro i ivent  dans  une  m ê m e  f r ac t ion  (FIGURE31 ). 

5. SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 
- 

Les f r ac t ions  a c t i v e s  issues d e  l a  colonne "gel d e  f i l t ra t ion ,  iil- 

t rogel  A.C.A.34", sont  chargéces siir iine co lonne  garn ie  d e  c o n  A - Sepharose  

4B qiii f i xe  p ra t iquemen t  l ' a c t i v i t é  enzymatiqi ie .  L'éliition s ' e f fec t i ie  a v e c  

iin t a m p o n  phosphate  0,05 M à pH 6 con tenan t  M ~ + + ,  ~ n "  e t  c a t +  e t  NaCl 0 ,15  M. 

L e  d k r o c h a g e  e s t  f a i t  a v e c  le m ê m e  tampon d a n s  leqiiel o n  a j o u t e  iine concen-  

t r a t i o n  0 ,3  M e n  a D mgthyl  gliicoside. C ' e s t  ce dernier  mode  d 'd i i t i on  qiii 

donne  le meilleiir r endemen t  d e  purif icat ion e t  la meil lei i re  a c t i v i t é  sp&ifique. 

6. BILAN DE LA PURIFICATION 

Noiis venons d e  m o n t r e r  que  le s t a d e  d e  pi ir i f icat ion le pliis élever 

e s t  obteni i  a p r è s  passage sur  gel  d e  f i l t r a t i on  siiivi d ' i ine ch romatograph ie  

d ' a f f i n i t é  (con A - Sepharose 4B). P a r  ailleiirs,  l ' é lec t rophorèse  siir gel  d e  

polyaçry lamide  d e  I ' ex t ra i t  obteni i  pur i f ié  n e  p e r m e t  d ' ob ten i r  qii'cine seiile 

bande  a p r è s  co lora t ion  e n  bleu d e  coomassie.  

Les carac tér i s t iq i ies  d e s  e x t r a i t s  obteniis  à chaqi ie  s t a d e  d e  puri- 

f i ca t ion  sont  regroi ipées dans  le TABLEAU 16 . 
Après  ces opéra t ions ,  noiis pensons q u e  c e t  e x t r a i t  n e  c o n t i e n t  

qu'iine seiile p ro t é ine  enzymat ique  ac t ive .  
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CHAPITRE V 

Propriétés de l'enzyme purifde 



Les propr ié tés  d e  la f3 f r i ic tofuranos idase  ainsi piirifiée ont  &té 

é t i id iées  vis-à-vis d e  t ro is  s u b s t r a t s  : inuline, ra f f  inose e t  saccharose .  

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

Les rgac t ions  enzymat iq i ies  sont  t r è s  sensibles ail pH dii mi l ieu  

e t  ceci t ien t  à t r o i s  fac te i i r s  : 

- l e s  pH e x t r ê m e s  modifient i r révers ib lement  la str\i<:ttire d e  

l ' enzyme  e n  dgnat i i ran t  la p ro té ine  ; 

- le pH modif ie  l ' ionisation dii s i ibstrat  d a n s  iin g rand  n o m b r e  

d e  c a s  ; 

- le pH in terv ient  sur  la  r éac t ion  e n z y m e  - si ibstrat  e t  siir la 

c a t a l y s e  e n  particcilier e n  modif ian t  la d issoc ia t ion  d e s  ac ides  aminés  e t  des 

s i t e s  a c t i f s .  

Ainsi, I'6tiide d e  l ' in f luence  d e  l a  concen t r a t ion  e n  ion H+ sur I ' ac t i -  

v i t e  enzymat iq i i e  a é t é  réalise'e e n  fa isant  va r i e r  l e  pH depiiis pH 4 jtisqii'à 

pH 10. 

* Poiir les pH compr i s  e n t r e  pH 4 e t  pH 6, noiis avons  i i t i l isé  

(in t a m p o n  c i t r a t e  ; 

* Poilr les  pH va r i an t  d e  5 a 8, {in t ampon  phosphate  ; 

* Au-delà dii pH 7,5, noils employons  iin t ampon  a c i d e  borique - 

bora te .  

Dans  toiis les cas ,  la r éac t ion  a é t é  condii i te  pendant  20 m n  

a 40" C qiiand le subs t ra t  e s t  I'iniiline, 10 m n  qiiand le s i ibs t ra t  e s t  le ra f f inose  

e t  5 m n  qiiand le subs t ra t  e s t  le sacciharose. 

La FIGURE 32 (a), prgsen te  les r é s ~ i l t a t s  obteniis  ; noiis a v o n s  

e x p r i m é  le poiircentage d e  I ' a c t i v i t e  troiivge aiix d i f f é r e n t e s  valei i rs  d e  p H  

par  r a p p o r t  ail pH donnant l a  mei l leure  ac t iv i t é .  L e  pH optimiim d e  la r é a c t i o n  

polir les t ro is  scibstrats se s i t u e  à pH 6. Poiir d e s  pH compr i s  e n t r e  5,5 e t  

7,5, l ' a c t i v i t é  r e s t e  supériei i re  à 70 %. A pH 4 e t  pH 9, l ' a c t iv i t é  e n z y m a t i q u e  

e s t  nulle. 

La c o u r b e  d e  dénat i i ra t ion  pa r  le pH m o n t r e  qiie l ' enzyme  r e s t e  

s t a b l e  aii-delà d u  pH 4,5 [FIGURE 32 (b)]. 



FIGURE 32 : 

a )  Influence du pH 5ur l 'act iv i té  enzymatique e n  % d'acti- 

v i t é  au pH optimum. 

( H ) Inuline ; ( V )  Raffinose ; ( 0 )  Saccharose 

b) Influence du pH sur la stabilit& de l'enzyme. 

( O ) % d'activité résiduelle e s t imée  après incubation d e  la suspension 

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

2.1 - Action de la temgrature  sur la vitesse d'activit4 

L'ac t ion  d e  la t empéra t i i r e  siir la r éac t ion  enzymat iq i i e  e s t  l a  

rés i i l tan te  d e  deiix phénomènes : 

- d 'une  pa r t ,  l ' a cc ro i s semen t  normal  d e  t o u t e  v i t e s se  d e  r éac t ion ,  

lorsqiie la t empéra t i i r e  s 'é lève.  L 'élévat ion d e  la t empéra t i i r e  a i igmen te  le 

moi ivement  d e s  moléci i les  e t ,  e n  conséqiience, la v i tesse  d e s  rgac t ions  chimiqiies  ; 

e n  g é n k a l ,  la v i t e s se  d e  la r éac t ion  a i igmen te  exponen t i e l l emen t  a v e c  l a  

tempéra t i i re .  

- d ' a u t r e  par t ,  les e n z y m e s  é t a n t  d e s  proteines,  e l l e s  sont  déna t i i r ée s  

par  l e s  t empéra t i i r e s  élevées.  

Dans l e s  condit ions expé r imen ta l e s  retenties, les vi tesses  d e  c a t a -  

lyse p ré sen ten t  iine a c t i v i t é  o p t i m a l e  pour les t ro i s  s i ibs t ra t s  à iine t e m p é r a -  

t i i re  voisine d e  50" C. A 30" C ,  la v i tesse  d e  c a t a l y s e  cor respond à la m o i t i é  

d e  la v i t e s se  m a x i m a l e  (FIGURE 33, ). Les  a c t i v i t é s  spéc i f iques  obtent ies  

à pH 6 sont  d e  3,42 pmoles/mn.mg d e  pro té ines  siir inuline, d e  3,85 pmoles/mn.mg 
1 siir r a f f inose  e t  d e  15,80 pmole/mn.mg siir s accha rose  a v e c  iin rappor t  - d e  0,22. S 

, 2.2 - Etude de la stabilité thermique 

a )  Stabilité aux températures basses : 

La s t a b i l i t é  des  p ro t é ines  aiix basses  t empéra t i i r e s  depend dri 

rappor t  e n t r e  les liaisons hydrogènes  pliis s t a b l e s  aiix basses  t empéra t i i r e s  

e t  les liaisons hydrophobes pltis habiles, c e t t e  déna tu ra t ion  révers ib le  peu t  

condii i re  so i t  à iine dissociat ion d e  la p ro té ine  (SHIRAHASHI e t  COLL., 1978), 

soi t  à d e s  c h a n g e m e n t s  conformat ionnels  f a i san t  a p p a r a î t r e  iine a i igmen ta t ion  

dii n o m b r e  d e  s i t e s  hydrophobes à la s u r f a c e  e x t e r n e  d e  l ' e n z y m e  oii I 'exposi- 

t ion dii gro i ipement  t  hiols (CHOLLET e t  ANDERSON, 1977). 

Dans nos  condit ions expé r imen ta l e s ,  des  f r ac t ions  d ' e x t r a i t s  

enzymat iq i i e s  piirifiés, p lacées  à basse  t e m p é r a t u r e  (+ 4" C )  sont  p ré l evées  

toiis les huit  jours poiir mesiire d e  I 'acitivité enzymat iq i ie  rés id i~e l le .  

Aii coi irs  d e s  20 p r e m i e r s  joiirs, I ' a c t iv i t6  r e s t e  c o n s t a n t e  ; elle 

baisse e n s u i t e  l en t emen t ,  ail moins  8 5  % d e  l ' a c t i v i t é  e s t  re t ro i ivee  a p r è s  

iin mois,  piiis la dénat i i ra t ion  s ' accé l è re .  P a r  c o n t r e ,  e n  p ré sence  d e  g lycéro l  

à 2 %, l ' enzyme  g a r d e  s a  s t a b i l i t é  pendant  deiix mois  (FIGURE 34 ) ; l ' enzyme  

peiit a l o r s  ê t r e  s t o c k é e  à - 20" C e t  r e s t e  s t a b l e  pendant  ail moins 6 mois. 



<O 60 7'0 3'0 4'0 
Température en O C 

FIGURE 3 3  : Influence de  la tem+rature sur l'activité enzymatiqrie 

e n  % d'activité à la température optimale, à pH 6. 

( W ) Inuline ; ( v ) Raf finose ; ( 0 ) Saccharose 

Jours 

FIGURE 34 : Stabilité de  l ' a r t i v i t ~  enzymatique à basse température 

(I'aîtivit6 e s t  exprimée en  % d'acttvité résiduelle). La protéine enzymatique 

e s t  portée, pendant des  durées variables, à + 4 C ,  avec  ( a ) e t  a n c  ( i  ) 

glyc&rol. Le  substrat ut t 1156 est  le saccharose. 



b) Stabilité aux températures élev&s : 

Les e x t r a i t s  pro té iq i ies  enzymat iq i ies  sont  po r t é s  à d e s  t e m p é r a -  

t i i res  d e  50" C, 60" C ,  65" C e t  70" C pendant  d e s  di irées variables,  puis  

sont  re f ro id is  rap idement  d a n s  l a  g l a c e  a v a n t  d ' e f f ec t i i e r  les mesiires d e  

l ' a c t i v i t é  enzymatiqi ie .  
\ 

La FIGURE 35 r e p r é s e n t e  l ' e f f e t  d e  l a  dénat i i ra t ion  thermiqi ie  

e n  fonc t ion  dii t e m p s  d 'exposi t ion.  L 'enzyme m a i n t e n u e  pendant  30 mn  à 

50" C conserve  pra t iq i iement  to l i te  son a c t i v i t é  ; p o r t é e  à 60" C ,  elle p e r d  

p re s  d e  50 % ; à 70" C, la p ro té ine  e s t  r ap idemen t  dénat i i rée .  Nous observons  

qiie I ' infliience d e  la dénat i i ra t ion  e s t  pliis f a ib l e  Iorsqiie le subs t r a t  e s t  le 

ra f f inose  oii le saccharose .  Les  c o n s t a n t e s  d e  l ' inac t iva t ion  therrniqiie (Ki)  

o b t e n u e s  par la mé thode  d lArrheni i i s  (FIGURE 36 ) o n t  pe rmis  d e  calci l ler  

les éne rg ie s  d 'ac t iva t ions  a p p a r e n t e s  (€.a.) d é t e r m i n é e s  d ' a p r è s  la formii le  : 

K 2  
€.a = 1,93 x 2,3 Log - x T l  x T2 

K 1 T2  - T l  

C e s  énerg ies  son t  d e  9 KCal /mole  quand le si ibstrat  e s t  I'iniiline, 

12 KCa l /mole  qiiand l e  s u b s t r a t  e s t  l e  ra f f inose  e t  15  ~ C a l / m o l e  qiiand le 

s u b s t r a t  e s t  le saccharose ,  a v e c  Q 1 0  = 1,6. - 
C e s  énergles  son t  fa ib les  par  rappor t  à celles t rouvées  pa r  GUIRAUD (1981) 

c h e z  l e s  leviires (E.a > 30 KCal/mole) .  Pa r  Contre,  METREBERG (1964) indlqi ie  

tine é n e r g i e  d ' ac t iva t ion  d e  10,8 KCa l /mole  polir l 'hydrolyse d e  sac-charose 

par  l ' i nve r t a se  pur i f iée  d e  Saccharomyces e t  d e  Neurospora crassa. 

3. ACTION DES EFFECTEURS SUR L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

L 'ac t ion  d e  d i v e r s  inhibi teurs  sur  I 'apt i t i ide à hydrolyser  les 

t ro i s  s i ibs t ra t s  a é t é  é t u d i é e  (TABLEAU 17 ) ; le biit d e  c e t t e  manipi i lat ion 

e s t  pliis la compara ison  d e  l ' ac t ion  d e s  inhib i teurs  sur  l ' a c t iv i t é  vis-à-vis 

d e s  t r o i s  subs t r a t s ,  que la m i s e  e n  év idence  d e s  gro i ipements  i n t e rvenan t  

dans  le s i t e  a c t i f .  Nous a v o n s  toi i tefois  choisi,  à c ô t é  d e  quelqiies m é t a u x  

loiirds, d e s  inhibiteiirs a c t i f s  sur  d ive r s  résidiis protéiqi ies  (FIGURE 37 ). 
+ + 

- Les  ca t ions  monova len t s  (K , Na ) sont  s ans  a c t i o n  siir l ' a c t i v i t é  

e n z y m a t  iqiie. 

- CaC12, MgSOB sont  d e s  ac-tivateiirs ; ils a u g m e n t e n t  l é g è r e m e n t  

la v i t e s s e  d e  la r éac t ion  enzymat ique .  

- L e s  a i i t res  c a t i o n s  b iva lents  sont  f o r t e m e n t  inhi bi teiirs à i ine 

c o n c e n t r a t i o n  siipérieiire à 1 O-' M. 



Temps (mn) 

FIGURE 35 : Influence du traitement thermique sur I'activi t é  enzymatique 

(exprimée en  % d'activité rejiduelle). 

( . ) Inuline ; ( v ) Raffinose ; ( ) Saccharose 

FIGURE 36 : Influence de la température sur l'activité enzymatiqtle 

(représentation d' Arrhéniuç), les températures sont exprimées e n  "K. 

Le substrat es t  l'inuline. 



TABLEAU 17 : Action des inhibiteurs sur l'activité enzymatique (exprimée en 

% d'activité relative). 



FIGURE 37 : Point d'impact des  inhibiteurs utilis&s siir ilne rnolckule 

d'enzyme. 



Les pon t s  disiilfures se réduisent  f ac i l emen t  e n  th io ls  (- SH) 

a v e c  bien soiivent p e r t e  d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique .  Toiit <-omposé r éag i s san t  

a v e c  l e s  gro i ipements  - SH s e r a  un inhibi teur  potent ie l  : t e l  e s t  le cas d e  

I ' iodoac-étate, le N.E.M., le P-hydroxy-merciiro-benzoate e t  les  méta i ix  lourds  

( A ~ + ,  H ~ + + ) .  

Le  N-bromosiiccinimide (N.B.S.) e s t  iin c o m p o s é  agissant  siir 

le gro i ipement  cycl iqi ie  d e s  a c i d e s  aminés.  Noiis cons t a tons  q u e  les  d ive r s  inhibi tei i rs  

o n t  iine a c t i o n  siir l ' a c t iv i t é  enzymat iq i ie  vis-à-vis des  3 s i ibs t ra t s  ; cependan t ,  

l ' ac t ion  inhib i t r ice  e s t  un peu  pliis i m p o r t a n t e  siir I'iniiline qii'en p r é s e n c e  

d e  raf  f inose  e t  d e  saccharose .  

4. MODE D'ACTION DE L'ENZYME 

C e t  t e  &tilde a é t é  e f f e c t i i é e  e n  p ré sence  d ' i ine soliition d'iniiline 

a 2,5 % e t  iine soliition d e  r a f f inose  à 3  %. Dans  100 m l  d e  chaqiie  soltition 

e s t  a jo i i t é  l ' ex t r a i t  e n z y m a t i q u e  à raison d e  2 IJ,I./ml ; la r éac t ion  e s t  r éa l i s ée  

aii ba in-mar ie  240" C e t  à pH 6, soiis a g i t a t i o n s  ; d e s  p ré l èvemen t s  s o n t  

e f f ec t i i é s  régul iè rement .  La c iné t iq i ie  d 'hydrolyse  a é t é  suivie pa r  H.P.L.C. 

e t  pa r  dosage  d e s  s i icres réductei irs .  

L 'ana lyse  e n  H.P.L.C. e t  le dosage  spécifiqiie dii gliicose e t  f r i i c to se  

o n t  et&" ef fec t i i é s  ail coiirs d e  l 'hydrolyse d e  I'iniiline [FIGURE 38 (a)]. L e  

f r i ic tose  appa ra i t  régi i l ièrement aii coiirs dii t e m p s  e t  sa c iné t ique  d ' appa r i t i on  

correspond à c e l l e  dii siicre rédiicteiir ; le gliicose a p p a r a i t  t a rd ivemen t .  

P a r  ailleiirs,  l 'hydrolyse d e  r a f f inose  se t r adu i t  pa r  la l ibéra t ion  du f r i ic tose  

a v e c  iine accumii la t ion  d e  m6libiose [FIGURE 38 (b)]. 

C e s  rés i i l ta t s  m o n t r e n t  qiie l ' enzyme  e s t  iine B fr i ictofi i ranosidase qiii 

l ibère  du f r i ic tose  e t  qiii la isse s i ibsis ter  iin résidii non rédticteiir.  

5. DETERMINATION DES CONSTANTES DE MICHAELIS (FIGURE 39 ) 

La dé te rmina t ion  d e s  c o n s t a n t e s  d e  Michaelis poiir les  t ro i s  s i i b s t r a t s  

par  la m é t h o d e  l ineweaver  a d o n n é  les  rés i i l ta t s  siiivants : 

- Iniiline : Km = 0,25.10-* Molaire a v e c  v i t e s se  max ima le  d e  9 lmole /mn .mg  

- Raf f inose  : Km = 4.10-* Molaire avec: v i tesse  max ima le  d e  12 pmole/mn.mg 

- S a c c h a r o s e  : K m  = 1,2.10-2 Mola i re  avec: v i t e s s e  max ima le  d e  30 pmole/mn.mg. 



Temps en  mn 

FIGURE 38 (a) : 

Cinétique d'apparition des  suc-res 

réducteurs e n  fonrt ion du temps 

au  cours de  l'hydrolyse d e  I'iniiline. 

( A ) sucres rédurteurs 

( 0 )  fructose lib6ré 

( ) gliicose l i beT6 

Temps e n  mn 

FIGURE 38 (b) : 

Hydrolyse du raffinose en fonr- 

tion du temps. 
a 1,6 B 2,1 ( O ) raffinose : gal -p glu, *frw- 

( V ) melibiose : gai a '76çgluc. 

( 0  ) fructose 



1 - m ~ - l  
S FIGURE39 : Détermination des Km de  Ivenzyme. 

( . le substrat est  l'inuline 

( v ) le substrat est  le raffinose 

( ) le substrat est  le saccharose 



CHAPITRE V I  

Structure de l'enzyme puriflée 



1. DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE 

Noiis avons  t e n t é  d e  d é t e r m i n e r  la masse  mol&iilaire (M.M) 

d e  I ' enzyme  pur i f iée  pa r  deux  techniques  : la f i l t r a t i on  rno léc i i l a~ re  sur g e l  

d e  Sepha rose  6B e t  par  é l ec t rophorèse  sur  gel d e  polyacrylamide à d i f f é r e n t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  d ' ap rè s  la m é t h o d e  d e  HEDRICK et SMITH (1968). 

1 .1  - Filtration sur gel  d e  Sepharose 6B 

La dé te rmina t ion  d e  la M.M e s t  e f f e c t i i é e  sur  iin e x t r a i t  pi i r i f ië  

par  c-hromatographie siir i i l trogel A.C.A. 34. 

L ' ex t r a i t  e s t  ensu i t e  c o n c e n t r é  dans  iin tube  d e  d ia lyse  i m m e r g é  

d a n s  dii polyé thylène  glycocol, piiis d ia lysé  c o n t r e  d e  I'eati distillée. La  posi t ion 

d e  I ' enzyme  par  rappor t  aiix a u t r e s  pro té ines  t é m o i n s  a la s o r t i e  d e  la co lonne  

d e  Sepharose  6B indiqiie iine valeiir d e  130 000 (FIGURE 40 ). 

1.2 - Electrophorèse sur gel d e  polyacrylarnide 

Les é l e c c t r o p h o r è c  o n t  é t é  rc!alis@es dansdes  ge l s  à d e s  concen t r a -  

t ions  d e  3, 4, 5,  6, 7 % e n  Acrylamlde;  nolis a v o n s  iiti l isé c o m m e  témoin  l a  

c a t a l a s e  (M.M 240 000) e t  la f e r r l t i ne  (M.M 480 000). La  M.M e r t i m é e  d e  

n o t r e  e n z y m e  e s t  d e  127 000 ; c e t t e  valeiir ainsi obteniie  con<-orde a v e c  c e l l e  

d é t e r m i n é e  par  f i l t r a t i on  (FIGURE 41  ). 

2. MASSE MOLECULAIRE DES SOUS-UNITES 

Les  masses  mol6ciilait-es d e s  soiis-rinités d e  I ' enzyme son t  d é t e r -  

m i n é e s  par  é l ec t rophorèse  siir gel  d e  polyacry lamide  e n  S.D.S., selon la m é t h o d e  

d é c r i t e  dans  le c h a p i t r e  Matér ie l  e t  Méthodes. D a n s  le gel à 8 % d ' ac ry l amide ,  

la M.M d e  la soiis-iinitë la plus i m p o r t a n t e  5e si t i ie  aiix environs d e  65  0 0 0  

(FIGURE 42 ). C e  qiii siiggère la p résence  d e  deiix sous-iinités. 

3. RECHERCHE D'UN GROUPEMENT PROSTHETIQUE 

L ' a c t i v i t é  ca ta ly t iq i ie  d e  I ' enzyme  mesi i rée  par la l ibéra t ion  

dii f r i ic tose  n ' e s t  pas  mod i f i ée  pa r  d ia lyse  prolon&e, même e n  p ré sence  d'iin 

a g e n t  complexan t  t e l  qiie l'éthylène-diamine-tetraacétate d e  sodiiim 1 mM,  

ce qiii excliit  l ' ex is tence  d'iin co fac t e i i r  d issoc iable  masqiié  oii non par  lin 

m é t a l .  



Ferritrne 480 000 

Catalase 240 000 

Aldolare 147 Oo0 

6 f riictofuranosidase 

Ovalbumine 67 000 

Ovalbiimine 45 000 

Volume en ml 
FIGURE 46 : Détermination de la M.M de la B fructofuranosidase par filtration . . . - 
sur gel de sépharose 6 B. 

FIGURE 41 : ~étermination de la M.M de l'enzyme en électro~horère sur 

gel de pol yacrylamide à différentes concentrations d'acrylamide selon la 

méthode HEDRICK et SMITH (1968). 



4. RECHERCHE DES SUCRES DANS LA PREPARATION ENZYMATIQUE 

PURIFIEE 

Un c e r t a i n  nombre  d e  transfërases ag issant  siir les  o s e s  c o n t i e n n e n t  

d e s  q i i an t i t é s  i m p o r t a n t e s  d e  s i ic res  ; c ' e s t  le cas d e  l ' i nve r t a se  d e  levi ire  

qiii r e n f e r m e  70 % d e  polysacc-haride (FISCHER, KOHTES et FLEMING, 1951), 

d e  1' i nve r t a se  d e  Neurospora cmssa (METZENBERG, 1963) qiii e s t  c o n t a m i n é e  pa r  

une  hexosamine  (2 %), d e  1'  hexokinase  c r i s t a l l i s ée  d e  leviire qiii c o n t i e n t  50 95 d e  

mannose  ( B O S E R , I ~ ~ ~ ) , /  e t  é g a l e m e n t  d e  la  B galacitosidase (WALLENFELS, 1950). 

Lors d e  la pt ir i f icat ion d e  n o t r e  e n z y m e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

d ' a f f i n i t é  (conA - Sepharose  48), nolis avons  pli ob ten i r  la f ixa t ion  d e  I 'en-  

z y m e  siir le conA . C e t t e  d e r n i è r e  se combine  a v e c  les molécules  qiii c o m p o r t e n t  

d e s  résidris a D rriannopyranosyl e t  a D glyc:opyranosyl, donc  iin absorbant  spéc i f i -  

q u e  d e s  polysaccharides,  d e s  gl ycoprote ines  e t  d e s  glycolipides. P a r  ailleiirs,  

noiis a v o n s  c h e r c h e  la présence  d 'a ldose  dans  I ' enzyme  pi ir i f iée par  l a  m é t h o d e  

de wlNGLER modif iée  par  FRANCOIS et COLL. (1962) qiii révè le  la p r é s e n c e  

d 'hexose  d a n s  la moléci i le  d e  I 'enzyme.  Pa r  conséqiient ,  n o t r e  frii<itofiiranosi- 

d a s e  e s t  probablement  rine g lycoproté ine ,  m a i s  iine é t i i de  plris app ro fond ie  

s e r a i t  so~ iha i t ab le .  

5. COMPOSITION QUALITATIVE EN ACIDES AMINES 

Un c e r t a i n  nombre  d e  t ransosylases  o n t  é t é  obteniis  à I ' g t a t  

pur e t  Ieiir composi t ion  e n  amino  -acide5 a é t &  d é t e r m i n é e  ; c ' e s t  le c-as n o t a m -  

m e n t  d e  l a  phosphorylase (VELIK et KICKS, 1951), d e  l'a a m y l a s e  d e  d ive r ses  

or ig ines  (FISCHER, 1964) e t  d e  la 8 ga1ac:tosidase d'E. coli (U-ALLENFELS, 1950)- 

L'analyse  qua11 t a t  ive d e s  ac ides  a m i n é s  d e  n o t r e  e n z y m e  réa l i s ée  

a p r è s  hydrolyse t o t a l e  (HCI 6 N, 100" C), suivie d'iine &le<-trophorèse d e s  

a c i d e s  aminés ,  m o n t r e  la composi  t  ion e n  a c i d e  a m i n e s  indiquée  c i  d e s s o u s .  

- Asparagine 

- Threonine  

- Ser ine  

- Gli i tamine  

- Prol ine  

- Glycine  

- Alanine 

- Methionine 

- Valine 

- Cys t ine  

- Leiicine 

- Isoleiicine 

- Tyrosine 

- Phenylalanine 

- Lysine 

- Hist idine 

- Arginine 

- Tryptophane  
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FIGURE 4 3  : Spectre d'absorption de  l'enzyme purifiée (0,l mglml) e n  

solution dans un tampon phosphate 0,I M, pH = 7. 
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FIGbRE 42 : ~é terminat ion  de la masse mol&culaire des sous-unités d e  

la 6 fructofuranosidase. 



P a r  ailleiirs, le s p e c t r e  d 'absorpt ion e n  i i l t raviolet  d e  I ' enzyme  

pi ir i f iée à pH 7 p ré sen te  iin minimiim à 260 nm e t  iin maxirniim à 278 n m  

(FIGURE 43 ). 

L e  rappor t  280 e s t  d e  1,2. Abs 260 
L'absorpt ion m a x i m a l e  à 278 nm si iggère l a  p ré sence  d ' ac ides  

a m i n é s  arornatiqiies. Noiis avons  ensi i i te  obtenii  i ine valeiir dri point  isoélec-  

triqrie d e  I ' enzyme ail-dessoiis d e  pH 4, ce qiii la isse penser  qii'il y a rine 

f o r t e  proport ion d 'ac ides  a m i n 6 s  diacides.  

6. ETUDE DES GROUPEMENTS INTERVENANT DANS L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

L'ét i ide d e s  gro i ipements  qiii in te rv iennent  dans  l ' a c t i v i t é  enzyma-  

tiqiie a débi i tg  par  l 'observa t ion  d e s  courbes  d ' a c t i v i t é  e n  fonct ion  dii p H  ; 

les valeiirs di1 pH correspondant  a u x  points  d ' inf lexions d e  t e l l e s  coi irbes 

o n t  fourni  t r è s  t ô t  d e s  indica t ions  in t e re s san te s  siir la na t i i re  d e s  groi ipes 

impliqiiés dans  l e  s i t e  a c t i f .  

Act i ie l lement ,  c e t t e  é t i ide  coi ivre iin domaine  e x t r ê m e m e n t  v a s t e  ; 

elle peiit  ê t r e  a b o r d é e  par  l 'emploi  d e  mgthodes  physiqiies ( spec t r e  i i l t raviolet ,  

d e  dispersion r o t a t o i r e  op t ique  d e  R.M.N. oii p a r  I ' i i t i l isation d e  r é a c t i f s  

sp6c:ifiqiies d 'amino-ac ides  e n  passant  par  I 'étiide in vivo d e  la celliile prodiictri- 

ce d e  I ' enzyme ( r emplacemen t  d e s  amino-ac ides  par  d e s  analogiies).  Poiir 

d e s  ra i sons  pi irement  techniques ,  nolis noiis s o m m e s  l imi t é s  à I 'étiide de  l ' in- 

f l i ience du  pH siirles c o n s t a n t e s  d e  la réac t ion .  

Siir n o t r e  B fr i ictofuranosidase,  nolis a v o n s  siiivi la var ia t ion  

d e  l a  v i t e s se  max ima le  (V ) e t  d e s  c o n s t a n t e s  d ' a f f in i t é s  poiir le s a c c h a r o s e  m a x  
(Ks) e t  l 'iniiline (Ki)  e n  fonct ion  dii pH. 

Les valeiirs d e  pK d e s  a c i d e s  a m i n é s  siiscieptibles d ' i n t e rven i r  

dans  I ' a c t  ivi t é  d'iine p ro t é ine  e n z y m a t i q u e  sont  rappelges  ci-dessoiis (DIXON 

et UEBB, 1964) ( T A B L E A U  le ). 

D'après  KOSLAND (1960) iin pK si t i ié  a u x  envi rons  dii pH 4 co r re s -  

pond à lin groi ipement carboxyl ,  s i t i ié  a u x  env i rons  dii pH 6,5 ; i l  cor respond 

v ra i semblab lemen t  à un gro i ipement  imidazole.  

Noiis avons  d é t e r m i n é  la c o n s t a n t e  d e  Michael is  e t  Menten  

poiir chaqi ie  valeiir dti pH e n  su ivant  la c iné t iq i ie  d e  l ibéra t ion  d e s  s u c r e s  

rédiicteiirs,  ceci à par t i r  d e  4 concen t r a t ions  e n  saccha rose  : 0,0125 M, 

0,025 M, 0,075 M e t  0 , l  M. Poiir les  pH c o m p r i s  e n t r e  4 e t  7, noiis a v o n s  

iiti l isé iIn t a m p o n  phosphate  disodiqi ie-acide ac-étique, e n t r e  pH 6 e t  9 : iin 

t a m p o n  phosphate  a v e c  d e s  concen t r a t ions  d e  0,02 M. 



dans l'activité d'une protéine enzymatique. 



Le calciil  d e  l a  v i t e s se  m a x i m a l e  a é t é  d i r e c t e m e n t  e f f e c t i i é  à l 'a ide d e s  

coi irbes d e  Lineweaver  e t  Btirk. Noiis avons  mesi iré  l ' a c t iv i t é  enzymat iq i i e  

aiix d i f f e r e n t s  pH a u  coiirs d ' une  seille e t  m ê m e  expér ience .  Les  va r i a t ions  

d e  K m  e t  Vm son t  e x p r i m é e s  d a n s  la FIGURE 44 . Noiis cons t a tons  qiie le 

pH o p t i m u m  e s t  s i t i ié  a u x  envi rons  d e  6, ce qiii c o n f i r m e  la valeiir p récédem-  

m e n t  t roi ivée a v e c  l a  p répa ra t ion  pa r t i e l l emen t  piirifiée. La  diminiition d ' a c -  

t i v i t é  ail-dessiis dii pH 6 n 'es t  pas  diie à iine dénat i i ra t ion  d e  l ' enzyme  dii 

moins jiisqii'à pH 9 c a r  l ' a c t i v i t é  e s t  e n t i è r e m e n t  r6ci ipérée lorsqii'on r a m è n e  

l ' enzyme  par d ia lyse  d e  pH 9 à pH 6. Au-delà d e  pH 9, iine déna t i i r a t ion  

d e  l ' enzyme  se produit .  Aii pH optimiim, l a  valeiir dii Km e s t  d e  1,6.10-~ M, ce 

qiii concorde  bien a v e c  les  rés i i l ta t s  t rouvés  p récédemment  (1,2.10-~ M). Noiis 

avons  iiti l isé la r ep résen ta t ion  d e  DIXON (1953) poiir d é t e r m i n e r  d e  f a ç o n  

pliis préc ise ,  à p a r t i r  d e s  coi irbes Km e t  Vm, l e  pKm d e s  groupes  i n t e r v e n a n t  

dans  I ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie .  Siir les coiirbes d e  LogV e t  pKm e n  fonct ion  d u  m a x  
pH ( F I G U R E  45 ), nous troiivons iin pK1 e n t r e  4,5 e t  5 e t  pK2 e n t r e  6 , 5  

e t  7,5. La var ia t ion  d e  la c o n s t a n t e  d ' a f f i n i t é  Ki d e  I ' enzyme  poiir I'iniiline 

e n  fonct ion  dii pH a é t é  gga lemen t  siiivie. Les  rés i i l ta t s  sont  c o n f o r m e s  à 

cei ix t roi ivés p récédemment .  

D e  ces t ravaux,  nolis poiivons dédii i re  qii'il y a p robab lemen t  

[in groi ipe carboxyl  ou  un groupe  imidazol  (oii a a m i n é )  oii l e s  deux à la fois, qiii 

i n t e rv i en t  dans  l ' a c t i v i t é  enzymatiqi ie .  



FIGURE 44 : Effet du pH sur la constante d'affinite Km (v) e t  

Ia vitesse maximum (Vmax) pour le saccharose ( v ) 

FIGURE 45 : Effet du pH sur la vitesse maximum e t  la constante d'affi- 

n i t é  de  la B fructofuranosidase pour le saccharose. ~ e ~ r é s e n t a t i o n  selon 

DlXON (1953). 



C O N C L U S I O N  E T  D I S C U S S I O N  

Noiis avons  iiti l isé d e s  mé thodes  s imples  d e  pi ir i f icat ion d e  l a  

f3 fr i ictofi i ranosidase d e  la  souche  i i so lde  / e t  ét i idié  quelques  unes  d e  ses 

propriéte's. La p u r e t é  d e  n o t r e  p répa ra t ion  é t u d i é e  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  d 'échan-  

g e  d'ions, ge l  d e  f i l t ra t ion ,  ch romatograph ie  d ' a f f in i t é  e t  é l ec t rophorèse ,  

noiis s e m b l e  sa t i s fa isante .  

L ' ac t iv i t é  f3 fr~ictofiiranosidasiqiie d e  l a  souche  r e t en t i e  d é p e n d  

d e  la p résence  d'iine seille enzyme ,  c o m m e  poiir les leviires, t e l l e s  K. fragilis e t  

Candida ke fyr. 

La prépara t ion  enzymat iq i ie  o b t e n u e  dég rade  I'iniiline e n  l i bé ran t  

dii f r i ic tose  e t  (in résidu non rédi ictei i r  ; e l l e  e s t  a c t i v e  &ga iemen t  sur le  sac- 

cha rose  e t  l e  raff inose.  I l  s 'agi t  donc  d'iine iniilinase d e  t y p e  f3 f r i ic tofuranos idase .  

1 L e  rappor t  ini i l ine/saccharose (-1 o b t e n u  e s t  é l evé ,  d e  l ' o rd re  
S 

d e  0,2, ce qiii d i f f é renc ie  toi i tefois  c e t t e  e n z y m e  d e s  inve r t a ses  classiqi ies  

c o m m e  c e l l e  d e  Saccharomycess cerevisiae. O n  pet i t  c e p e n d a n t  a d m e t t r e  

qiie ces iniilinases n e  sont  qiie d e s  i nve r t a ses  a y a n t  d e r  p rop r i é t é s  partic-iilières 

puisqii 'elles joiient le rô le  d ' inver tase .  La f3 f r ~ i c t o f u r a n o s i d a s e  é t i id iée ,  toiit c o m m e  

celle d e  Candida kefyr (NEGORO e t  KITO, 1973 b) e t  d e  K. fragilis (NEGORO, 

1978) e s t  iine glycoprot61ne, ce qui e s t  é g a l e m e n t  le cas d e s  inve r t a ses  

(NEUMAN e t  LAMPEN, 1967 ; IIZUKA e t  COLL., 1977). La pliipart des  <-arbo- 

hydra t a ses  sont  des  g lycoproté ines  (PAZUR e t  COLL., 1963). 

Si l'on e x a m i n e  les  p rop r i é t é s  d e  l ' enzyme  isolée,  noiis poiivons 

f a i r e  les observa t ions  siiivantes : 

- L 'enzyme  r e s t e  g é n é r a l e m e n t  a c t i v e  à d e s  pH siipgrieiirs à 

4,5 ; elle e s t  i nac t ivée  à pH t r è s  ac ide .  Le  pH op t imum e s t  d e  l 'ordre d e  

6 poiir les t ro is  subs t r a t s  : inuline, ra f f inose  e t  saccharose .  C e  pH opt imi im 

e s t  voisin d e  ceiix observés  c h e z  les b a c t é r i e s  prodiictricies d ' a - am y lase te l  les qiie 

Bacillus subtilis (GREENUOOD, 1968) ou  Bacillus licheniformis (THIRUNA, 1984). 

L e  pH optimiim d e s  iniilinases d e  leviires e s t  soi ivent  inférieiir à 5. 



- La t e m p é r a t u r e  o p t i m a l e  d ' a c t i v i t é  va r i e  e n t r e  45" C e t  50" C, 

e r t  l ég6 remen t  pliis faible qiie <-elle ar .K.. fragilis qui s e  s i t i ie  à 55" C (NEGORO, 1978). 

L 'enzyme  e s t  s t ab l e  aiix a len to i i r s  d e  la t e m p é r a t u r e  o p t i m a l e  (50" C), m a i s  

e l l e  e s t  plus oii moins sensible aiix f o r t e s  temp&rati i res  e t  se dénat i i re  rap ide-  

men t  à 70" C. Cependan t  iin c o m p o r t e m e n t  part ici i l ier ,  d 'a i l lei i rs  d é c r i t  c h e z  

pliisieiirs leviires, t e l l e s  giie K. fragilis (NAHM et BYUN, 1977) a é t é  m i s  e n  évi -  

dence  poiir l a  soiiche ét i idiée : l a  dénat i i ra t ion  the rmique  a d e s  consëqi iences  

var iab les  selon le si ibstrat .  La baisse d 'aci t ivi té  par  dénat i i ra t ion  t h e r m i q u e  

e s t  toiijoiirs pltis impor t an te  a v e c  I'iniiline qi i 'avec le ra f f inose  e t  siirtoiit  

le saccha rose  , c o m m e  le m o n t r e n t  l e s  valeiirs d 'énerg ie  d ' ac t iva t ion  o b t e n u e s  

poiir chaci in d e  cies siibstrats.  C e  f a i t  petit ê t r e  expliqiié p a r  la d é n a t i ~ r a t i o n  

progressive d e  l ' enzyme  e t  d e  son s i t e  a ( - t i f  sous  I'infliienc-e d e  la t empéra t i i r e ,  

la dénat i i ra t ion  a y a n t  d e s  conséqiiences var iab les  selon l e  subs t r a t  e n  raison 
/ .  

d e  son e n c o m b r e m e n t  steriqtie. L ' a c c è s  d e  I'iniiline dont  la tai l  le e s t  impor-  

t an t e ,  do i t  ê t r e  g é n é  pliis f ac i l emen t  qiie celiii du  saccharose .  

- L'étiide d e  I ' infliience d e  d ive r s  inhibiteiirs a m o n t r e  q u e  le 

c o m p o r t e m e n t  é t a i t  prat iqi iement  ident  iqiie stir l e s  d i f f é r e n t s  siibstrats.  

- Les c a t i o n s  monovalents  sont s a n s  ac t ion  siir l ' a c t i v i t é  e n z y -  

matique.  

- Co Cl2, M g 5 0  a u g m e n t e  la v i t e s se  d e  l a  r éac t ion  ; r-e son t  
4 

des  ac t iva te i i r s .  Les a i i t res  c a t i o n s  bivalents  inhibent  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i i e  

à d e s  concen t r a t ions  siipérietires à 1 0 - ~  M. 

- Les se l s  d e s  m é t a u x  loiirds (Ag: H ~ + + )  inhibent  f o r t e m e n t  I ' a c t i v i t e  

e n z y m a t  iqiie. 

- L'inhibition par  le N.E.M. e t  le P-hydroxymerctibenzoate, oui 

l ' iode-acé ta te ,  indique la p ré sence  dii gro i ipement  thiol d a n s  le s i le  a c t i f  

d e  I ' enzyme.  

- Les c o n s t a n t e s  d e  h i< -hae l i s  d e  n o t r e  e n z y m e  sont  d e  0,25.10-~ M 

poiir I'iniiline, 1,25.10-~ M pour le saccha rose  e t  4 .10-~  M poiir le raff inose.  Ces 

valeiirs sont  voisines d e  celles troi ivées c h e z  la pliipart d e s  leviires, a l o r s  



qiie c e l l e s  des  champignons  sont  e n  généra l  plus fa ib les  e t  p ré sen ten t  

iine meil lei i re  a f f i n i t é  : c ' e s t  le cas d 'Aspergi l lus n i g e r  (NAKUMARA, 1978) d o n t  

l e  K m  e s t  d e  l 'o rdre  d e   IO-^. Rappelons qiie la c o n s t a n t e  d e  Mirhae l  i s  

d e  I ' inver tase  d e  Saccha romyces  cerevis iae  poiir l e  s a c c h a r o s e  e s t  d e  2.10-2 M, 

valeur  voisine d e  c e l l e  qiie nolis avons  t ro i ivée  e t  aiissi d e  celle d e  l ' iniilinase 

dii topinamboiir (Km 11 1 0 - ~  M). 

- La f3 fr i ictofi i ranosidase ~ o s s è d e  iine masse  mol6ci i laire  (M.M) 

d e  l ' o r d r e  d e  130 000.  activité spécifiqiie peiit Gtre d e  220 moles d'iniiline 

t r a n s f o r m é e s  par  minii te  e t  par  mo le  d 'enzyme.  

C o m m e  poiir la pliipart d e s  sac-<-harasex l ' enzyme  possède iin 

pH opt imi im a c i d e  (pH 6) e t  2 pK, I'iin à 4,5 - 5 e t  l ' a i i t re  à 7 - 7,5. Un groiipe 

carboxyl ,  oii iin groiipe imidazole,  oii a amine ,  oii les deiix, in te rv iennent  proba- 

b l emen t  dans  I 'act ivi  t é  e n z y m a t  iqiie. 



CHAPITRE VII 

Régulation de la biosynthèse de 
la B fructofuranosidase exbcelUaïre 



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

1.1 - Effet du glucose en  présence des  différents B fructosides 

Noiis a v o n s  montré ,  dans  le C h a p i t r e  II, qiie la biosynthèse d e  

l a  l3 f r i ic tofuranos idase  semble  ê t r e  f o r t e m e n t  indiiite pa r  la p résence  d'inii- 

l ine e t  à moindre  deg ré ,  par  la p résence  d e s  a i i t r e s  B friictosides, a l o r s  qiie la 

p résence  dii g lucose  r ép r ime  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  aii coi irs  d e  l a  c ro issance .  

Afin d e  bien d é t e r m i n e r  le rôle du  gliicose, noiis avons  e f f ec t i i é  

iine s é r i e  d e  cul t i i res  con tenan t  d ive r s  f3 fr i ictosides (inuline, ra f f inose ,  s accha -  

rose)  e n  p ré sence  dii glucose. Les  c ~ i l t i i r e s  o n t  é t é  e f f ec t i i ée s  d a n s  le milieii 

synthgtiqi ie  renfermant , ,  e n  pliis dii s i ibstrat  c a r b o n é  à t e s t e r  à la concen t r a -  

tion d e  0 ,5  %, dii glii(:ose d e  0,2 %. Nous avons  suivi I 'appari t ion d e  I ' enzyme 

e n  p r é s e n c e  e t  e n  absence  d e  gliic-ose poiir les t r o i s  subs t ra ts .  La FIGURE 46 

r appor t e  l e s  rés i i l ta t s  obteniis : nous cronstatons qtie, que lque  soi t  l e  subs t r a t  

ritilisé, la p résence  du g lucose  bloqiie t o t a l e m e n t  I 'appari t ion d e  I 'activite '  

e n z y m a t  iqiie. 

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

1.2.1 - Effet du glucose à différentes concentrations 

Noiis a v o n s  ensu i t e  r e c h e r c h é  la concen t r a t ion  l i m i t a n t e  du  gliicose 

r ép r iman t  l a  biosynthèse d e  l ' enzyme.  La FIGURE 47 reisiime les r6si i l tats  

obtenus.  

Noiis cons t a tons  que,  qiielle qtie so t t  l a  concen t r a t ion ,  le gliic-ose 

bloqiie l a  biosynthèse d e  I ' enzyme  e t  ce n ' e s t  qii 'après l 'u t i l i sa t ion  t o t a l e  

dii gliic-ose qiie la l ibéra t ion  d e  l ' e n z y m e  s ' e f f e c t u e  dans  le mil ieu.  

1.2.2 -Effet du glucose ajouté e n  phase exponentielle de  croissance 

Par  ai l leurs ,  pendant  la phase exponent ie l le  d e  la division ce1 lii- 

la ire ,  l o r s  d e  la biosynthèse in t ense  d e  I ' enzyme,  noiis a v o n s  add i t i onné  ari 

milieu d e  ciilti ire u n e  concen t r a t ion  d e  0,2 % d e  gliicose. 

Dès l 'addit ion di1 gliicose (FIGURE 4%' ), noiis c o n s t a t o n s  iin a r r ê t  

aiissi b ien  d e  l 'appari t ion d e  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  qiie d e  l 'hydrolyse d e  

I'iniiline. Pa ra l l è l emen t ,  la consommat ion  d e  gl i icose par les celliiles c o m m e n c e  

d è s  son addi t ion  d a n s  le milieii d e  ciiltiire. 

C e  t e s t  con f i rme  l ' e f f e t  inhibiteiir dii gliicose. 
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FIGURE 46 : Etude de l'apparition de l'activité enzymatique e n  présence : 

( A ) d'inuline ; ( 6 ) de raffinose ; ( C ) de saccharose, ( . ) avec 

et ( O ) sans glucose. 
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FIGURE 47 : Effet d e  la concentration d e  glucose sur l'apparition d e  

11activit6 enzymatique. 

( A ) concentration de glucose exprimée en  % 

( 6 ) apparition d e  l'activité enzymatique 

( U ) O , O 5 %  ; ( @ ) O , l %  ; ( r ) 0 , 2 5 %  ; ( Q ) 0 , 5 %  

culture e f  f er tuée  sur milieu synthétique contenant 0,5 g.l-l d'inuline, dans un 

Erlen-Meyer, à 30" C, sous agitation. e t  &pH 7. 
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FIGURE 48 : Effet du glucose (0,2 %) additionné en phase exponentielle 

(+) sur la biosynthèse de l'enzyme : 

A) ( O ) croissance bactérienne exprimée en D.O. à 600 nm 

( W ) concentration en inuline exprimece en % de consommation 

( v ) concentration du glucose 

6) Biosynthèse de l'enzyme : 

( ) tcmoin sans addition de glucose 

( ) après addition de glucose 



1.2.3 - Mise en évidence d'une diauxie 

C e t t e  étiide e s t  inspi rée  d e  t ravai ix an tér ie i i r s  e f f ec t i i é s  ail la -  

bo ra to i r e  (THEODOROPOULOS, 1985). Polir ob ten i r  iine coiirbe diatixique, 

il f a u t  qiie le gliicose r é p r i m e  la biosynthèse d e  l ' enzyme,  e t  l'iniiline n e  

poiirra pas  ê t r e  iit i l isée a v a n t  q u e  l e  gliicose a i t  disparii  dii milieii. 

Dans  la ciilti ire e n  f e r m e n t e u r ,  e n  plris d e  l ' appréc ia t ion  d e  la 

consommat ion  d e s  siibstrats,  le phénomène d e  diaiixie e s t  mis e n  é v i d e n c e  

par  la mesi ire  d e  l 'oxygène dissoiis danç le mil iei i  d e  ciiltiire. 

Noiis avons r é a l i s é  d e s  c ~ i l t i i r e s  d e  3 1 e n  f e r m e n t e u r  S e t r i c  a v e c  

{in Kla  d e  15 h-' ob tenu par  une  a é r a t i o n  c o n s t a n t e  d e  2 I d ' a i r lmn ,  a v e c  

rine a g i t a t i o n  d e  50 r.p.m. La ciiltt ire e s t  r éa l i s ée  sur  milieii synthé t ique  e n  

p r é s e n c e  d e  g lucose  (0,I %) e t  d'iniiline (0,5 %). Noiis avons  e f f e c t u é  d e s  

p ré l èvemen t s  à d e s  momen t s  préc is  d e  la c ro i s sance  bac t é r i enne  a f i n  d e  su iv re  

l 'évoit i t ion d e  la D.O., la consommat ion  s imi i l tanée  dii glii<-oçe, de I'iniiline 

e t  l ' appar i t ion  d e  l ' a c t i v i t é  B fructofiiranosidiqiie. 

La coi irbe diaiixiqiie s e  t r adu i t  par  d e u x  phases  

d a n s  le suivi d e  l 'oxygène a i s s o ~ s ( F 1 G U R E  . . 49 ) : 

- d u r a n t  la  p r e m i è r e  phase, l e  mil ieu r e s t e  s a t u r é  e n  oxygène,  

du ran t  la phase exponent ie l le  l e  taiix d e  l 'oxygène dissoiis diminiie. Une f o i s  

le g lucose  consomm6,  le milieii se r e s a t u r e  e n  oxygène.  

- d u r a n t  la dei ixième phase, le tai ix d 'oxygène diminiie a v e c  

iin d é b u t  d 'hydrolyse d e  l'inliline ; piiis, e n  phase  s t a t ionna i r e ,  i l  y a à nouveaii 

s a t i i r a t  ion. 

Duran t  la p remiè re  phase  d e  cro issance ,  la concen t r a t ion  d'inii- 

l ine d a n s  le milieii r e s t e  inchangée  e t  1'ac:tivité enzymat ique  r e s t e  f a ib l e  

oti quasi  ntille ; elle es t  c o m p a r a b l e  à celle o b s e r v é e  e n  p ré sence  d e  g lucose  

seul. P a r  con t r e ,  à par t i r  dii débiit  d e  la phase  s t a t ionna i r e  i n t e rméd ia i r e  

e t  d i i ran t  la seconde  phase d e  croissancie, la consommat ion  di1 gliicose e s t  

t o t a l e ,  a l o r s  qtie l a  concen t r a t ion  e n  iniiline diminiie d a n s  le milieii e t  s ' a ccom-  

pagne  d'iine augmen ta t ion  ~ m p o r t a n t e  d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique .  

1.3 - Discussion 

Les rési i l ta ts  ob tenus  mon t ren t  q u e  le gliicose e x c e r c e  iine répres-  

sion d e  la biosynthèse d e  I ' enzyme ; e n  e f f e t ,  qiielle qiie so i t  la c o n c e n t r a t i o n  

e n  gliicose, la seille présence  dii produit d a n s  l a  soliition bloqiie t o t a l e m e n t  

I 'appari t ion d e  l ' a c t iv i t é  enzymat iq i ie  e t  ce n 'es t  qi i 'après son i i t i l isat ion 



FIGURE 49  : Suivi de la croissance eri D.O. ( O ) à 600 nm, de I'6volutron 

de l'oxygène dissoiir ( O ), de I'hydrolyre de I'iniiline ( . 1, de la consom- 

mation de glucose ( r ) et de la biosynthèse de l'enzyme ( ) lors de 

la crois5ance de la souche en fermenteur en prêsence d'inuline (0,5 %) 



c o m p l è t e  q u e  la  synthèse  e t  l a  l ibéra t ion  d e  l ' enzyme  sont  de noiiveaii observées .  

C e t t e  répression p a r  l e  g lucose  s e m b l e  ê t r e  un phénomène e s sen -  

t ie l  d e  la r6giilation d e  l a  B f r i ic tofuranos idase  ex t r ace l l i i l a i r e  d e  l a  soiiche 1 
i ~ l d e  I c o m m e  d'ailleiirs poiir l a  p lupar t  d e s  e n z y m e s  ex t r ace l lu l a i r e s  (HARDER, 

1979). 

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

Les radiat ions U.V. peiivent ê t r e  iit i l isées poiir les sé l ec t ions  

d e  m u t a n t s  ; noiis considérons q u e  c e t t e  m é t h o d e  s imple  n e  peiit  pas ê t r e  

e f f i c a c e  dans  n o t r e  cas,  c a r  e l l e  provoque  d e s  mi i ta t ions  révers ib les  qiii pei ivent  

ê t r e  pho to réac t  ives. 

Nous avons  p r g f g r é  u t i l i ser  les  a g e n t s  mi i tagènes  chimiqiies. 

Noiis avons  choisi la  ni t rosoguanidine SN-methyl  N'N nitro-nitrosogiianidine) 

qiii peu t  induire d e s  insert ions oii d e s  dé l é t ions  d a n s  l e  génôme.  

2.2 - Courbe  d e  su rv ie  

A iine ciiltiire e n  Erlen-Meyer d e  l a  soiiche e n  phase  exponen t i e l l e  

d e  cro issance ,  nolis avons  a j o u t 6  iine soliition d e  N.T.G. e n  t a m p o n  t r i s  - 

maliqiie 0,5 M à la concen t r a t ion  f ina l e  d e  0,l  oii 0 ,5  g.l-l. L a  c i i l ture  e s t  m i s e  

à inciiiber e t  d e s  pr61èvements son t  e f f e c t u g s  à d e s  in t e rva l l e s  d e  t e m p s  régiiliers,  

c e s  éc:hantillons sont  c e n t r i f u g é s  l e  pliis r ap idemen t  possible poiir s t o p p e r  

le (-ontac-t e n t r e  le N.T.G. e t  les cel lules .  Le  cu lo t  cel l i i la ire  e s t  l a v é  deux fo i s  

avec- iin tampon phosphate 0,1 M, puis remis  e n  suspension d a n s  le m ê m e  

voliime d e  sérum physiologiqiie. On p rocède  e n s u i t e  aiix di lut ions nécessa i r e s  
- 4 

(10 à 10 ) e t  a iin comptage  d e s  co lonies  siir milieti synthefiqi ie  sol ide.  

Après cinq joiirs d ' inci ibat ion,  on peiit c o m p t e r  les colonies  appar i ies  

e t  <-al<-uler le rappor t  dii nombre  d e  ce l lu les  v iables  à iin t e m p s  t d e  <-ontac-t 

e t  aii t e m p s  t = C . On ob t i en t  ainsi  le poi i rcentage  d e  surv ie  e n  fonc t ion  

du t e m p s  d e  c o n t a c t  pour les  deiix concen t r a t ions  d ' agen t  mi i tagène  (FIGURE 50 1. 
Une concen t r a t ion  e n  N.T.G. d e  0 , l  g/l p e r m e t  encore ,  a p r è s  rine heiire d e  

c o n t a c t ,  40 % d e  siirvie. Les condi t ions  r e t e n u e s  polir la miitage'nèse & t a n t  

10 % d e  survie,  la soliition d e  N.T.G. a 0,5 g.l-l  s e r a  iit i l isée pendant  10 mn.  
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FIGURE 5G : Pourcentage d e  survie e n  fonction du .  temps d e  contact 

avec  d e s  rolutions d e  N.T.G. à differentes concentrations : 



2.3 - Enrichissement 

Nous avons  u t i l i s é  l a  technique  d ' inocula t ion  cycl iqt ie  a v e c  oii 

sans  indiicteiir, inspirée d e  l a  m é t h o d e  d e  COHEN (1953), i i t i l isée poiir l a  

s é l ec t ion  d e  mi i tan ts  d'E. coli pouvant  syn thé t i s e r  d e  l ' a -amylase  e t  d e  l a  fi-galac- 

tosidase.  

Ai1 dépa r t ,  e n  p rgsence  du  répresseur  ( le  gliicose), les mi i tan ts  

c o n s t i t u t i f s  o n t  le m ê m e  t a u x  d e  cro issance  qiie les a i i t r e s  cel lules ,  m a i s  

qiiand on  r emplace  le repressei ir  par  I'indiicteiir (l 'inuline), les  mi i t an t s  cons t i -  

t i i t i f s  sont  favor isés  par  r appor t  aiix mi i tan ts  indi ict ibles  ; ils n 'ont  pas d e  

phase  d e  la tence .  Après  iin c e r t a i n  nombre  d e  cyc le s ,  la popiilation bac t é r i en -  

n e  c o n t i e n t  iine t r e s  f o r t e  proport ion d e s  mi i t an t s  const i t i i t i fs .  Noiis a v o n s  

appliqi ié  c e t t e  mé thode  à n o t r e  souche .  Après  24 hei ires  d e  ciilti ire siir mi-  

lieii synthét iqi ie  con tenan t  le gliicose à une concen t r a t ion  d e  0,5 %, les  c e l -  

Iiiles son t  t r ans fé rées  siir milieii con tenan t  0 ,5  % d'iniiline ; noiis avons  dîi 

f a i r e  c i n q  sé r i e s  poiir obteni r  [in r é s u l t a t  sa t i s fa isant .  

2.4 - S d e c t i o n  d u  m u t a n t  

Noiis avons  iiti l isé l a  m é t h o d e  s imple  e t  f iab le  d e  LEPESANT (1968). 

Après  mi i tagénèse  à la N.T.G. e t  enr ich issement ,  les b a c t e r i e s  son t  étaleces 

siir ml l ieu  synthét iqi ie  con tenan t  0 , l  % d e  glycérol .  Après  48 hei ireî  d e  ciilti ire 

à 30" C, on piilvérise à l a  s i i r face  d e s  boî tes  iine solut ion s t é r i l e  d e  s a c c h a r o s e  

à 50 % ; on inc-iibe à noiiveaii pendant  2 heures  à 30" C. On piilverise e n s u i t e  

les  r é a c t i f s  di1 "glucostat". Une a i i réo le  roiige co r re spondan t  à iine fo rma t ion  

pliis a b o n d a n t e  d e  gliicose a p p a r a i t  a lors  à la t empéra t t i r e  ambiante. Les  

colonies  m u t a n t e s  produisent beaiicoiip pliis d e  f3 fr i ictofi i ranosidase qiie ce l l e s  d e  

l a  soi iche saiivage. 

Parmi  les  cinq colonies  d é t e c t é e s  pa r  c e t t e  méthode ,  noiis e n  

avons  re ten t ie  iine qiii a m o n t r é  iine r éac t ion  f o r t e m e n t  positive. 

2.5 - C a r a c t é r i s t i q u e  d u  m u t a n t  r e t e n u  

Les d i f f é ren te s  ca rac t é r i s t i q i i e s  d e  ce m u t a n t  o n t  & t é  é t i id iées  

par  compara i son  a v e c  la soiiche saiivage. La di iree d e  la s t a b i l i t é  d e  la mi i ta t ion  

a é t é  vé r i f i ée  aii coiirs d e  la c ro i s sance  a p r è s  iine c e n t a i n e  d e  généra t ions .  

2.6 - Croissance  et product ion  d e  l ' enzyme  p a r  l e  m u t a n t  

2.6.1 - E t u d e  e n  Erlen-Meyer s u r  d i f f é r e n t e s  s o u r c e s  d e  c a r b o n e  

Noiis avons  siiivi, c o m m e  poiir la soli<-he saiivage, la crroisîan<ie 

b a c t é r i e n n e  e t  l 'appari t ion d e  I ' a c t i v i t e  e n z y m a t i q u e  d a n s  les mil ieux d e  



clil t i i res  syn thé t iques  con tenan t  les di f f ë r e n t e s  soi irces d e  ca rbones  : gliicose 

0,5 %, saccha rose  0 ,5  %, iniiline 0,5 % e t  inuline (0,85 %) + gliicose (0,25 %). 

C e t t e  &tude a é t é  réa l i sée  e n  Er len  Meyer à 30" C, soiis ag i t a t ion  e t  p H  7. 

Les rési i l ta ts  obteniis  son t  résiimés d a n s  la FIGURE 51 . A v e c  

le gliicose c o m m e  seiile soi irce d e  carbone ,  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie  d e  la soi iche 

sai ivage e s t  pra t iquement  nulle, la syn thèse  d e  l ' enzyme  e s t  f o r t e m e n t  répr i -  

mée.  P a r  con t r e ,  c h e z  le m u t a n t ,  noiis cons t a tons  qiie l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  

e s t  i m p o r t a n t e  ve r s  la fin d e  l a  phase  exponent ie l le  e t  diirant la phase  s t a t ion -  

naire,  elle e s t  e s t i m é e  à 0,4 pmole /mn/ml ,  a p r è s  30 hei ires  d e  c ro i s sance  

[FIGURE 51 (a)]. I I  en  e s t  d e  m ê m e  qtiand le subs t r a t  e s t  le saccharose ,  

a v e c  iine a c t i v i t é  d e  l 'ordre d e  0 ,5  pmole /mn/ml  [FIGURE 51 (b)]. 

Dans le milieii n e  c o n t e n a n t  qiie d e  I'iniiline c o m m e  seiile soi irce 

d e  ca rbone ,  l ' induction d e  l ' a c t i v i t é  e s t  d e  1,2 pmole /mn/ml  [FIGURE 51 (c)] 

e t  t ro i s  à q u a t r e  fois  plus i m p o r t a n t e  qiie la soiiche sai ivage (0,35 pmole /  

mnlml) .  
I e s t  le m ê m e  qiie celiii d e  la soiiche saiivage, Le  r appor t  - S 

envi ron  0,22. 

En prgsence  d ' inul ine  e t  d e  gliicose [FIGURE S i  (d)], la soi iche 

m u t a n t e  n e  m o n t r e  aiiciin phénomène  d e  diauxie,  e t  la biosynthèse s ' e f f ec t i i e  

rég i i l iè rement  ail coiirs d e  l a  c ro i s sance  bac tér ienne ,  avec: iine acct imii lat ion 

m a x i m a l e  pendant  l a  phase exponen t i e l l e  e t  l a  phase  s ta t ionnai re .  

2.6.2 - E t u d e  e n  f e r m e n t e u r  

Noiis avons  r é a l i s é  d e s  ciilti ires d e  la soiiche m u t a n t e  e n  f e r m e n -  

teiir (Kla  d e  15 h - l )  e n  p ré sence  d e  gliicose e t  d'iniiline, I'évoliition d e  I'oxy- 

g è n e  disroiis (FIGURE 52 ) m o n t r e  qiie : 

- diirant  la phase  d e  l a t ence ,  le milieii r e s t e  s a t i i r é  e n  oxygène  

cirsoiis ; 

- diirant  la phase  exponent ie l le  d e  cro issance ,  le t a u x  d 'oxygène  

d iminue  ; 

- ail débiit d e  la phase  s ta t ionnai re ,  l e  milieii  se resa t i i re  e n  

oxygène .  

Para l lè lement ,  noiis cons t a tons  aii coi irs  d e  la c ro i s sance  b a c t é -  

r ienne,  iine hydrolyse progressive d e  I'intiline a v e c  l ibéra t ion  d e  l ' enzyme  

ail fiir e t  à mesi i re  d e  la division cel l i i la ire  ; l ' e f f e t  inhib i teur  d e  gl i icose 

e s t  t o t a l e m e n t  a b s e n t  dans  cies condit ions.  



FIGURE 51 : Evolution de l'activité enzymatique ( A ) au cours de la 

croissance bactérienne ( O ) en mi lieu synthétique contenant différentes 

sources de carbone- 
- C )  inuline (0,5 %) ; D) inuline - B) saccharose (0,5 %) 7 A) glucose (0,5 5%) 

(0.25 %) + glucose (0,25 96)- 



FIGURE 52 , : Suivi de  la densite optique à 600 nrn ( O ), d e  la variation 

d e  l'oxygène diswus ( O ), d e  l'hydrolyse d e  l'inuline ( . ) e t  de I'appa- 

rition de l 'activité enzymatiqiie (r ) lors d e  la croisranc-e d e  la soiic-he miltante 

e n  prgsence d e  0,25 % d e  glucose e t  0,25 % d'iniiline, é tude  e f f e c t u é e  

e n  réacteur. 

@ 



2.7 - Influence de la mutation sur la nature du système 

enzymatique 

Noiis a v o n s  v é r i f i é  t o u t e s  l e s  c a r a c t é r i s t  iques e t  les  p a r a m è t r e s  

physico-chimiqiies d e  l ' enzyme é t u d i é e  ; noiis n 'avons pas  pi1 c o n s t a t e r  ae d i f f é -  
- - 

r e n c e  part ici i l ière a v e c  I ' enzyme d e  l a  soiiche sauvage.  La FIGURE 53 ' m o n t r e  

iine sépara t ion  chromatographiq i ie  su r  iil trogel ACA 34. 

Noiis cons t a tons  qiie I ' a c t i v i t é  e n z y m a t  iqiie vis-à-vis d e  I'iniiline 

e t  du saccharose  dépend d'iine seille f r a c t i o n  a c t i v e ,  cons t i t i iée  d'iine sel i le  

p ro t é ine  enzymatiqi ie .  

C o m m e  poiir Saccharomyces cerivisiae (ABRAMS e t  COLL; 1978) 

prodi ic t r ice  d ' inver tase ,  la mi i ta t ion  n e  s e m b l e  pas  a f f e c t e r  la na t i i re  di1 

s y s t è m e  enzymatiqi ie .  

2.8 - Discussion 

Avec l a  soiiche m u t a n t e  i so l ée ,  noiis a v o n s  

ob tenu  iine i m p o r t a n t e  amé l io ra t ion  d e  l a  prodiiction d e  l ' a c t i v i t é  enzymat iq i ie .  

C e t t e  a c t i v i t é  d e m e u r e  i m p o r t a n t e  e n  p ré sence  du  si ibstrat  répressif  (glucose). 

Malgré  l a  présence  d'iniiline d a n s  le milieii d e  ciilti ire, l e  phénomène d e  diaiixie 

e s t  l e v é  e t  l ' e f f e t  inhibitetir dii gliicose e s t  f o r t e m e n t  diminiié. 

La mi i ta t ion  n 'a  pas  a f f e c t é  l e s  p rop r i é t é s  e t  l e s  ca rac t é r i s t i q i i e s  

physico-chimiqiies d e  la p répa ra t ion  enzymat iq i ie .  



Frac-t ioni 

FIGURE 53 : Séparation par chromatographie sur gel de  filtration "Ultrogel 

ACA 34" de la solution enzymatique obtenue avec  la souche mutante (frac- 

tion 60 - 80 % de  saturation en  sulfate d'ammonium). 

(-O-) densité optique à 288 nm 

( ) substrat le saccharose 

( . ) substrat l'inuline 



CHAPITRE Vlli 

Essai de production du fmctose par 

hydrolyse enzymatique 



L'ut i l isat ion d e s  e n z y m e s  poiir l a  prodiiction dii f r i ic tose  a été 

env i sagée  d è s  1943 par HEMMI et TOMITA, piiis INAGAKI et HONJO (1949), 

par  KIM (1975) à par t i r  d'iniilinase fongique. BRAUN et NAHM (1978) o n t  

m o n t r é  q u e  I'iniilinase d e  K. fragilis poiiva i t  ê t r e  titi Iisée poiir hydrolyser  

les polyfr i ictosanes dii topinam boiir, e t  FLEMING et CROOT UASSIN (1979) 

o n t  m o n t r é  que  ce p rocédé  é t a i t  pliis a v a n t a g e u x  que  l 'hydrolyse chimiqiie. l 

KIERSTAN (1980) préconise  ce type  d '  hydrolyse poiir la f ab r i ca t ion  

d e  s i rops  à haii te  teneiir e n  fr i ictose.  R&:emrnent, GUIRAUD (198 1) a é t i i d i é  

la possibi l i té  d'ii t i l isation d e s  inul inases d e  d ive r ses  leviires poiir la prodiiction 

d e  f r i ic tose  à p a r t i r  d ' e x t r a i t  d e  topinamboiir.  Noiis a l lons  m o n t r é  dans  ce 

c h a p i t r e  qiie l ' enzyme  d e  la  sd iec t ionn6e  petit îstre iit i l isge d a n s  ce but. 

L 'enzyme a é t e rec - i i e i l l i eap rès  ciilti ire siir milieii  c o n t e n a n t  0,5 % 

d'iniiline dans iin réac te i i r  d e  3 1.  près él iminat ion  d e s  celliiles pa r  cent r i f i iga-  

t ion su iv ie  d'iine f i l t ra t ion  s t é r i l i s an te ,  l e  milieii a é t é  dialysé,  piiis c o n c e n t r é  

par  préc ip i ta t ion  ail si i l fate  d 'ammonii im (70 % d e  sat i i rat ion) .  L ' enzyme  

n ' a  pas  é t é  piirifige davantage .  

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

Noiis avons  rit ilisé iine prépara t ion  enzymat iq i ie  o b t e n u e  selon 

la m é t h o d e  décr i  t e  p récédemment .  L e  milieii réac-tionnel c o n t i e n t  50 rng/ml 

d'iniiline piire dii c o m m e r c e  (Merck)  e t  con tenan t  20 U.1. pour 100 ml. 

La r éac t ion  e s t  r éa l i s ée  e n  Erlen-Meyer e t  ail ba in-mar ie  a g i t é ,  

à t empéra t i i r e  e t  pH opt imal  d e  l ' enzyme  (50" C, pH 6 ) .  Des  p r é l è v e m e n t s  
l 
l 

sont  e f f ec t i i é s  r6gii i ièrement to i i tes  les deux hei ires  pendant  24  heures.  La  
l 

1 
c iné t iq i ie  d 'hydrolyse a é t é  su iv ie  par  H.P.L.C. e t  pa r  dosages  d e s  s i icres 

rédiic-teiirc. La FIGURE 54 r a s s e m b l e  les  rés i i l ta t s  obtenus.  

Dans nos condi t ions  expér imenta les ,  noiis observons  d 'abord  iine 

c h u t e  bru ta le  d e  I'iniiline aii <-oiirr d e s  deiix p remiè res  heiires (environ 6 0  %) ; 

pendant  ce m ê m e  tempT les  s i icres rédiicteiirs ai igmen t e n t  r6gi i l iè rement  

d e  f a ç o n  impor tante .  Après c -e t te  période,  l 'hydrolyse d e  I'iniiline e s t  r e l a t ive -  

m e n t  l en t e ,  a lors  qiie les s i ic res  cont inuent  à augmen te r .  La  c-inétiqiie d 'appar i t ion  

di1 friic-tose se  s i iperpow à celle d e s  sucres  rédiic-teiirç ; le gliic-ose appa ra i  t  

t a rd ivemen t .  



Temps en h 

FIGURE 54 : Cinétique d'hydrolyse enzymatique de  l'inuline pure. 

( m ) inuline ; ( r ) sucres réducteurs ; ( O )fructose ; ( O ) glucose 

Temps en h 

FIGURE 55 : Hydrolyse enzymatique d e  solutions d e  l'inuline pure à 

20 g/l ( r ) e t  200 g/l ( 0 ) par des préparations enzymatiques à 0,4 u.l./ml 

(-) e t  à 0,2 U.I. (-0-1 d'~ni~l inase,  



Temps en h 

FIGURE 54 : Cinétique d'hydrolyse enzymatique de l'inuline pure. 

( R ) inuline ; ( r ) sucres réducteurs ; ( O  )fructose ; ( O ) glucose 

Tempr en h 

FIGURE 55 : Hydrolyse enzymatique de solutions de l'inuline pure à 

20 g/l ( r ) et 200 g/l ( ) par des préparations enzymatiques à 0,4 ~ . l . /m l  

(-) et à 0,2 U.I. (-*-1 ddnulinase. 



P a r  ailleiirs,  noiis a v o n s  é t i id ié  I 'hydrolyse d e s  soliitions d'iniiline 

à 20 g/l e t  200 g/l ; noiis avons  iiti l isé d e s  so lu t ions  enzymat iq i ies  p e r m e t t a n t  

d 'obtenir  iine concen t r a t ion  d e  0,2 U.I./ml (soit 20G U.I/I) e t  0,4 U.I./ml (soit 

400 L'.1/1). L 'expér ience  a é t é  réa l i sée  c o m m e  prëc6demment.  

C o m m e  o n  poiivait s 'y  a t t e n d r e  (FIGURE 55 ), la baisse d e  la 

concen t r a t ion  e n  inuline e t  I 'a i igmentat ion d e  la conc-entration e n  e n z y m e  

sont  f avorab le s  à I'hydrolyse. 

Une hydrolyse t o t a l e  a & t é  o b t e n u e  a v e c  la soliition d ' inul ine 

à 20 g/l e t  a v e c  l a  soliition enzymat iq i ie  à 0,4 iinité/ml e n  6 heures.  Poiir 

la soliition con tenan t  200 g/l d'iniiline, 80  % d'hydrolyse n e  sont  obteniis  

qi i 'après 24  heiires d ' inci ibat ion a v e c  l a  soliition enzymat iq i ie  à 0,4 U.I./ml. 

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

Noiis avons  ensu i t e  étiidig, dans  l e s  m ê m e s  condit ions,  I 'hydrolyse 

d'iin e x t r a i t  d e  c h i c o r é e  obtenii  par  diffusion à 80" C e t  con tenan t  80  g/l 

d e  s i icres to taux.  

L 'hydrolyse s ' e f f e c t u e  à l ' a ide  d'un e x t r a i t  e n z y m a t i q u e  à 0,4 U.I./ml. 

La FIGURE 56 e t  l e  TABLEAU 19 ra s semblen t  les rés i i l ta t s  obteniis.  Là  

aiissi, l 'hydrolyse e s t  in tense  pendant  les six p remiè res  heiires d ' inci ibat ion,  

avec- iine appar i t ion  progressive d e s  siicres r6diicteiirs. 

Les  r é s i ~ l t a t s  sont  meilleiirs qiie cei ix obteniis  a v e c  l'iniiline piire, 

ceci e s t  no rma l  dans  la mesiire oii l ' a c t i v i t é  d e  la friic-tofiiranosidase isole% 

e s t  meil lei i re  siir le saccha rose  qiie sur  l ' inuline. L 'ex t ra i  r d 'endive c o n t i e n t  

iine q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  d e  s a c c h a r o s e  e t  d e  polymères  d e  faibles  poids mo-  

léciilaires, ce qiii expliqiie le t a u x  impor t an t  d e  gliic-ose a p p a r u  aii cotirs d e  

I'hydrolyse. BYUN et NAHM (1978) on t  t r o u v é  d e s  rés i i l ta t s  semblables  a v e c  

l ' enzyme  d e  K. fragilis. 

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

ENZYMATIQUE 

II noiis a pari1 in t é re s san t  d e  c o m p a r e r  I 'hydrolyse chimiqiie  e t  

I 'hydrolyse enzymatiqi ie .  

L e  TABLEAU 19 e t  la FIGURE 57 p r é s e n t e n t  les c iné t iq i ies  

d e  ces d e u x  types  d 'hydrolyses e f f e c t u e s  dans  les condi t ions  d é c r i t e s  e n  Mater ie l  
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FIGURE 56 : Hydrolyse d'un extrait de racines d'endive contenant 80 dl 
de sucres totaux. 

( r ) sucres réducteurs ; ( O )  fructose ; ( O ) glucose 

Tempc en h 

FIGURE 57 : Hydrolyse acide ( ) et enzymatiqw ( V ) d'un extrait de 

racines d'endives contenant 80 g/l de sucres totaux. 





e t  Méthodes. Le  poiircentage d 'hydrolyse e s t  dgf in i  par  le rappor t  d e s  s u c r e s  

rédiicteiirs siir l e s  s i icres to taux.  

L'hydrolyse a c i d e  e s t  rapide,  compl i t t e  a p r è s  3 heu res  ; m a i 5  

l 'hydrolyse a c i d e  e s t  responsable d'iine dég rada t ion  pa r t i e l l e  du  f r i ic tose  a v e c  

fo rma t ion  d 'environ 5 % d e  d ianhydr ide  d e  f r i ic tose  (ZITTAN, 1981). 

Une ch romatograph ie  siir coi iche m i n c e  m e t  e n  év idence  la p résen -  

ce d e  saccha rose  don t  la liaison e s t  d i f f i c i l emen t  hydrolysable e t  d e  se s  d é r i v é s  

pendant  to l i te  la di irée d e  la réac t ion .  Après  3 heures  d 'hydrolyse a c i d e ,  

on  n o t e  la fo rma t ion  d'iin c o m p o s é  don t  la mig ra t ion  e s t  beaiicoiip pliis r a p i d e  

q u e  c e l l e  d e s  oses,  qiii n e  d ispara i t  pas  poiir d e s  t e m p s  pliis longs d e  r é a c t i o n  

e t  qiii poiirrait  ê t r e  d e  nat i i re  fiirfiiraliqiie. 

L'hydrolyse e n z y m a t i q u e  poiir la  prodiic-tion dii f r i ic tose  e s t  possible 

ma i s  n e  donne  pa r  d e  mpil1eiir5 rés i i l ta t s  qiie I 'hydrolyse à PH 2 e t  à ICGO C .  11 

f a u t  cependan t  n o t e r  iine d i f f é r e n c e  e s sen t i e l l e  e n t r e  l e s  d e u x  t y p e s  d 'hydro-  

lyse : l 'hydrolyse chimique  a f f e c t e  d ' abo rd  les h a u t s  polymères  e t ,  e n  d e r n i e r  

ressor t ,  le saccha rose  ; c ' e s t  l ' inverse  qiii s e  prodiiit  poiir l 'hydrolyse enzymat iq i ie .  

Poiir iin m ê m e  poi i rcentage  d 'hydrolyse,  l a  tenei ir  e n  m o n o m è r e s  

e s t  pliis é l e v é e  pa r  hydrolyse enzymat ique .  L 'hydrolyse enzymat iq i i e  n ' e n t r a î n e  

pas l a  fo rma t ion  d e  c-olorations, ni d e  produits  secon0al res ,  e t  a f f e c t e  d o n c  

beaiicoiip moins l ' aspec t  e t  les  qi ial i tes  dii prodiiit  f inal .  

L ' enzyme  a permis,  dans  nos condi t ions  exp&rimentales ,  d ' ob ten i r  

iine hydrolyse c o m p l è t e  a p r è s  24  à 28 heiires. 



CONCLUSION CENERALE 

Les p l an te s  dont  l e s  rdServes s o n t  c o n s t i t u g e s  d e  po ly f ruc tosanes  

d e  t y p e  inuline cons t i tuent  u n e  i m p o r t a n t e  s o u r c e  po ten t i e l l e  d e  s u b s t r a t s  

c a r b o n g s  ut i l isables indus t r ie l lement .  La c h i c o r g e ,  c u l t u r e  d e  la rcgion Nord  - 

Pas-de-Calais ,  e s t  d e  ce type. 

Dans l e  cad re  d e  l a  va lor i sa t ion  d e s  r ac ines  d 'endive  a p r è s  qu'e1lt:s 

a i e n t  donn6 par  fo rçage  la "sa lade  d'endives", nous  a v o n s  o r i e n t 6  n o t r e  t r a v a i l  

vers  u n e  mei l leure  connaissance  d e  l ' évolu t ion  d e  la masse  pr inc ipa le  d e s  

r é s e r v e s  glucidiqiies lors d e  l eu r  s tockage .  C o m m e  pour lin grand nombre  d ' e s -  

pèces  d e  la  fami l le  des  Composées ,  I'iniiline e s t  l e  principal  hydra t e  d e  ca rbone .  

C ' e s t  un glucofructosane don t  la mol&cule, cons t i t u& d e  35 à 40 m o l ~ c u l e s  

d e  f r u c t o s e  re l iées  par  des l ia i sons  gliicosidiqiies f3 (2-+1), se t e r m i n e  par  un d i h o l o -  

s ide  non re?lucteur ,  le s accha rose .  C e s  f r u c t o s a n e s  s o n t  localis& d a n s  l e s  

vacuo le s  des  ce l lu les  végdtales  r e p r é s e n t a n t  d e s  r é se rves  f a c i l e m e n t  disponibles.  

Leurs  var ia t ions  qual i ta t ives  e t  q u a n t i t a t i v e s  z u  cour s  d e  la cro issance ,  a v a n t  

e t  a p r è s  forçage  d e  la rac ine ,  o n t  pu ê t r e  su iv ies  g r â c e  à la m i s e  a u  po in t  

p réa l ab le ,  au  labora to i re ,  d e  t echn iques  f i n e s  d 'ana lyses  d e s  gliicides (H.P.L.C., 

ch romatograph ie  d e  perméat ion ,  etc...). La cons t i t u t ion ,  en  g luc ides  d e  l a  

r ac ine ,  e s t  variable e n  fonct ion  d e  I ' age  d e  l a  r ac ine ,  beaucoiip d'iniiline h a u t e -  

m e n t  polymér isée  e s t  obtenue  d a n s  d e s  t i ibercules  jetines e t  f r a i s  a lo r s  q u ' u n e  

d i spa r i t i on  progressive surv ient  a u  coiirs d e  la m a t u r a t i o n  e t  dii s t o c k a g e .  

I l  e s t  d o n c  év iden t  qiie l 'on poiirra  ob ten i r  d e s  so lu t ions  d 'a i i tan t  plus r i c h e s  

e n  polyf ruc tosanes  o i e  le prodi l i t  s e r a  jeiine e t  f ra i s  ; ceci e s t  f o n d a m e n t a l  

pour la prodiic-tion d e  sirop d e  frii<:tose d e  har i te  q i ~ a l i t é .  P a r  c-ontrc, la r i<-hesse  

r e l a t i v e  d e s  e x c é d e n t s  der  p rodu i t s  r6col t d s  tardiverr ient  oii m a l  conserv65,  

s e ra  pltis faible. La valorisat ion d e  c e s  polyfrtic-tosanes passe o b l i g a t o i r e m e n t  

par l 'hydrolyse.  

L'hydrolyse chimique ,  que  nous a v o n s  &galement  &ttidi&e, p e u t  

p r é s e n t e r  des inconvénients  e n  fonct ion  d e s  biits re<:herch&. C e r t a i n s  a i i te i i r s  

on t  u t i l i s é  des inulinases fongiques  e t  d e s  l evu res .  C e s  iniilinases sont  g é n é r a  - 

l e m e n t  endocellulaires ,  leur emplo i  dans  l ' i ndus t r i e  e s t  l i m i t e  par letir i so lernent  

qui n é c e s s i t e  des  t r a i t e m e n t s  pr&alables d e s  cel t i i les  qiii l es  con t i ennen t .  U n e  

p a r t i e  essent ie l le  d e  notre t r ava i l  a donc  c o n s i s t g  à r e c h e r c h e r  d e s  b a c t é r i e s  

à 0 f ruc to fu ranos idases  exoce l l t~ l a i r e s ,  c o n v e n a n t  p a r f a i t e m e n t  à la re'alisa t ion 

d 'une  opé ra t ion  industrielle,  e t  à dti idier  les  p rop r id t6s  . . rggissant  son f o n c t i o n n e m e n t .  



P a r m i  l e s  bac t é r i e s  se développant  siir  inu l ine  c o m m e  iinique s o i i r c e  

d e  c a r b o n e ,  nous  avons  montré '  q u e  l a  soucheskiec t ionn&e e x c r è t e  d a n s  le m i l i e u  

d e  c u l t u r e  d e s  qi iant i t6s  i m p o r t a n t e s  d u 6  f r i ic tofuranos idase ,  a c t i v e  s u r  inul ine et 

é g a l e m e n t  s u r  d ' a u t r e s  B f ruc tos ides  ( ra f f inose  e t  s a c c h a r o s e )  a v e c  un r a p p o r t  
I inu l ine /saccharose  ( - ) d 'envi ron  0,22. La b iosynthèse  d e  la  0 f r u c t o f u r a n o s i d a -  S 

se est f o r t e m e n t  indui te  par  l ' inul ine e t ,  à moindre  d e g r é ,  p a r  les a u t r e s  

B f r u c t o s i d e s  ; a u c u n e  a c t i v i t é  n ' e s t  dgce lab le  a p r è s  c u l t u r e  su r  hexoses. E l l e  

l 
l 

s ' e f f e c t u e  r eku l i è r emen t  a u  c o u r s  d e  la c r o i s s a n c e  b a c t e r i e n n e  ; I 'oprimtim 

d ' ac t i v i t é '  e s t  o b t e n u  en  fin d e  phase  exponent ie l le .  E l le  e s t  favoris& p a r  

l ' a c t i o n  du n i t r a t e  d e  sodium c o m m e  sotir<:e d ' a z o t e .  le sciffate d e  magngsi i lm,  

i le f e r  e t  le ca lc ium.  La synthèse  d e  l ' enzyme  e s t  inhibge pa r  le glii(:ose, I ' r i t i l i  - 

sa t i on  d e  la N.T.C. a  permis d ' o b t e n i r  iin m u t a n t  r é s i s t a n t  à (:et effet g lucose .  

C e t t e  souche  produit  t rois  à c inq  fois  plris d ' e n z y m e s  q u e  la sot iche s auvage .  

l La B f ruc tofuranos idase  a é t é  purifi& à p a r t i r  du  mil ieu d e  c u l t u r e  

par  d i f f g r e n t e s  prgc ip i ta t ions  a u  s u l f a t e  d ' ammonium e t  pa s sages  sur  c o l o n n e s  

(D.E.A.E. cel lulose,  Ultrogel ,  ACA 34, c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é 7  é l e c t r o p h o -  

rèse) .  O n  a ob tenu  cine solution e n z y m a t i q u e  n e  c o n t e n a n t  qu 'une  seu l e  p ro tg ine .  

l Si I 'on e x a m i n e  l e s  propriete? d e  I ' enzyme  isolc?e7 nous pouvons  f a i r e  les  o b s e r v a -  

l t ions  su ivan te s  : I ' enzyme fonc t ionne  jiisqii'à d e s  pH s i ipér ieurs  à 4,5 ; elle 

e s t  d g n a t u r ë e  à d e s  pH infér iet i rs  à 4 ; le pH opt imi im e s t  d e  l 'o rdre  d e  6 

sur  l e s  t ro i s  s i ibs t ra t s  : iniiline. r a f f i nose  e t  s accha rose .  La tempe-rature o p t i  - 

m a l e  d ' a c t i v i t é  v a r i e  e n t r e  45" C e t  50" C : I ' enzyme  r e s t e  s t a b l e  ai! m o i n s  

30 m n  a la t e m p é r a t u r e  op t ima le  50" C ; mais  aii d e l à ,  elle s e  dénar i i re  d ' a u t a n t  

plus r a p i d e m e n t  que  la remp&at i i re  s 'd iève  Iiisqii'a 70" C. La ba isse  d 'ac t iv i te -  

par  déna t i i ra t ion  the rmiqoe  e s t  toiijotiri  pli15 i n i p o r t a n t c  a\?<- I'iririliric q i i ' a ~ ~ e c -  

1 le r a f f i n o s e  et su r tou t  le s accha rose ,  c o m m e  le m o n t r e n t  les  valet i rs  d ' é n e r g i e s  

d ' a c t i v a t i o n s  ob t enues  pour chacun d e s  s i i b s t r a ~ s .  

L ' e t u d e  d e  I ' inf l i ience de  d ivers  inhibitetirs a  m o n t r é  qiie. m a l g r é  d e i  p e t i t e s  

d i f f&rences ,  le c o m p o r t e m e n t  es r  ident iqi ic  lorsqiie I 'on titi l ise  di f f g r e n t s  s i i b s t r s r s  

( inul ine,  ra f f inose  e t  saccharose) .  Les inhibi te t i rs  d e  1'ac.t i v i  tc!' e n z y m a t i q u e  

sont  e s s e n t i e l l e m e n t  ~ g + ,  H ~ - + .  L ' inhibi t ion pa r  le N.E.,\I., I ' i odoac6 ta t e  e t  

I le parahydroxymercurobenzoate. indique la p r é s e n c e  d e  g r o u p e m e n t s  t h i o l s  

l d a n s  le s i t e  ac t i f  d e  l ' enzyme.  L ' enzyme  possède iine a c t i o n  d e  t y p e  8 f r i i c to f i i r a  - 

nos idas ique ,  ac t i on  d e  type  "euo" se lon  le me 'canisme "single cha in"  a t t a q i i a n r  

p r é f é r e n t i e l l e m e n t  le c ô t é  c o m p o s é  d e  f r u c t o s e  d e  13 mol&(-u le  d e  I'intilirie. 

Les c o n s t a n t e s  dqaf f in i tKs  de  I ' enzyme  ptirifiée son t  0,25.  I O - '  \1 polir I'iriiilinc. 

l 
l 

1,25.10 -' M porir le saccharose ,  et 4.10 -' pour le raf f inose.  La 8 friic:tofiiranosidzse 



e s t  u n e  glycoprotéine possgdant  iine masse  mol6cula i re  d e  l 'o rdre  d e  130 0 0 0  

( cons t i t u6e  d e  deux sous-unit&) e t  une  a c t i v i t d  moldcula i re  spdcifiqrie d e  

220 moles  d'inuline t r ans fo rmges  pa r  minu te  e t  p a r  mo le  d ' enzyme .  

La c o u r b e  d e  pKm e t  d e  Vm e n  fonct ion  dii pH indique q u e  les g r o u p e m e n t s  

qiii in te rv iennent  dans  l ' a f f in i t é  pour le s a c c h a r o s e  e t  l ' inuline sont  v r a i s e m b l a -  

b l e m e n t  identiques. Le p remie r  pK e s t  s i t ué  a u x  environs d e  4,5 e t  c o r r e s p o n d  

c e r t a i n e m e n t  a lin groi ipement carboxyl .  Le  d e u x i è m e  pK e s t  s i t u e  aiix env i rons  

d e  6 ,5 ,  ce qui cor respondra i t  à l ' in te rvent ion  d'lin grot ipement imidazole  ou a a m i n é  

ou  d e s  deux. 

Kous avons e n f i n  e ~ u d i é  la possibi l i té  d'ii t i l iser la 6 friic-tofiiranosidase 

d e  l a  souche  i so lée  pour la production d e  f ruc tose  par  l 'hydrolyse e n z y m a  - 

t i que  d e s  e x t r a i t s  con tenan t  les  polyfr i ictosanes.  

A P a r t i r  d ' inul ine pure, nous avons  obtenu une hydrolyse t o t a l e  a v e c  la sol i i t ion 

d ' inul ine  pure à 20 g/l e t  une solut ion enzymat iq i ie  d e  0 ,4  U.I/ml en  6 h e u r e s .  

Pour  iine solution con tenan t  200 g/l d ' inul ine,  8 0  % d'hydrolyse n e  sont  o b t e n u s  

q u ' a p r è s  24 à 28heures d ' i ncuba t ion  a v e c  la m ê m e  soliirion enzymat iq t ie .  

A p a r t i r  d ' ex t r a i t s  de  c h i c o r é e  r i ches  en  iniiline ob tenue  par  diffiision à 80" C 

e t  c o n t e n a n t  80  g/1 d e  suc res  ro tahx,  les rés t i l ta t s  ob tenus  d a n s  les  

m ê m e s  condit ions d 'hydrolyse son t  mei l le t i r s  qtie ceLix ob tenus  a v e c  

l ' iniiline pure,  c e c i  e s t  normal  d a n s  la mesiire oii I1ac t iv i t&  d e  la B fr i ictofi i ranosi  - 

d a s e  i so lée  e s t  meilleiire sur  le saccha rose  q u e  siir I'iniiline ; l ' ex t r a i t  d ' e n d i v e  

c o n t i e n t  une q u a n t i t 6  i m p o r t a n t e  d e  saccha rose  e t  d e  po lymères  d e  f a i b l e s  

poids moléciilaires. Par  a i l leurs ,  nous avons  re!lis& une  é-tude c o m p a r a t i v e  

e n t r e  l 'hydrolyse enzymat ique  e t  ac ide .  Les m e i l l e ~ i r s  r é s u l t a t s  sont  o b t e n u s  

par  h!fdrolyse ac ide  a p H  2 et à 100" C si l 'on s e  r g f e r e  a la vi tesse et ail 

t a u x  final d 'hydrolyse.  I l  f au t  n o t e r  cependan t  une  d i f f é rence  d e  nat i i re  e n t r e  

les de i i s  ty.es d ' h y d r o l ~ ~ s e .  5 :  I 'hydrolyse ch imique  a f f e c t e  d ' abo rd  les ha i i t s  

poids molécula i res  e t .  en  de rn ie r  ressor t ,  lc saccharose .  c ' e s t  l ' inverse  qiii 

s e  produit  pour 1'hydrol;:se enzyrriatiqiie. A taiix d 'hydrolyse  par t icl le  & g a l e ,  

la t e n e u r  en monomère  e s t  piiis elev& a p r è s  hydrolyse e n z y m a  t iqiie q i i ' s p r e s  

hydrolyse  chimique.  D e  pliis. I 'hydrolyse e n z y m a t i q u e  pr6serlte iin gnor rne  

a v a n t a g e  : elle n 'en t ra îne  pas la fo rma t ion  d e  colora t ion .  ni d c  prodiiits s c c o n -  

da i r e s ,  e t  a f f e c t e  donc beaucoup moins q u e  I 'hydrolyse chimiqcie, I 'aspec-t 

e t  la q u a l i t é  du prodiiit. L 'hydrolyse enzymat iq i ie  e s t  donc  prefgrablc a I ' hyd ro -  

lyse ch imique .  



Au cours d e  c e t t e  dtude,  nous avons  donc dFmontrd qu'il dtait 

possible d e  valoriser la production d e  plantes à inuline a p r è s  hydrolyse e n z y m a -  

t ique d e  ce polymère. 11 nous a paru int&essant d e  prgsenter les applications 

possibles. En principe, les  jus obtenus  par diffusion à partir  des  cossetes peuvent 

ê t r e  valoris6s d e  diffé-rentes façons  : 

- fabrication d'un sirop à haute  teneur  en  f ructose  capable  d e  

concurrencer  I'isoméi-ose ; 

- production d 'al iments concentrés  liquides ou  ddshydrat&s : l e s  

pellets  qui permet t ra ient  I 'utllisation du potentiel  &nerg&tique des  c a r o t t e s  

d 'endive ; 

- obtention d e  subst ra ts  carboçn& d i rec tement  fermentessibles 

poiivant fournir la  source de  carbone pour la production d e  levure, la  production 

d'alcool e t  la  production d e  biogaz. 

11 exis te  donc une grande divers i th  d'applications possibles pour 

la valorisation des c a r o t t e s  d 'endives par hydrolyse enzymatique.  C e s  a p p l i -  

ca t ions  énoncdes devront fa i re  l 'objet d 'gtudes techniques et dconomiques. 



B I B  L I 0  G R A P H I E  

ABRAMS H.J., 1975. 

Dis t i l l a t ion  and  t h e  reduct ion  of prodiict s epa ra t i on  c o s t  in f e r m e n t a t i o n  

processes .  

O c t a g o n  papers  II, l a rge  s c a l e  f e r m e n t a t i o n  fo r  o r g a n i c  solyants ,  Brilock 

J.D. e t  Powell A.J. ed., Univ. Dep t .  Ext.  Stiid., Manches te r .  

ABRAMS B., HAKEL R. and LAMPEN J.D., 1978, 

Rel ionship  of l a rge  and  small  i nve r t a se  in Sac-charomyc-es : m u t a n t  sele<:tively 

d e f i c i e n t  in smal l  inver tase .  

Jou rna l  of Bacter iology,  135, 809. 

AKAZAUIA J., 1965. 

R e s e r v e s  polysaccharideç.  

In : P l a n t  Biochemis t ry ,  Acad.  Presç., BONNER J. e t  VARNER J.E. ed.,  

p. 285. 

ARCHBOLD H.K., 1940. 

Fr i ic tosans  i n  t h e  monocolyledons. 

A Rev iew,  New, Phytol .  39, 185. 

ARNOLD W.N., 1974. 

Expression of c r y p t i c  6 f r i~c to fu ranos idaçe  in Saccharomyces rouxii. 

J. Bac t e r io l ,  120, 886. 

AVIGAD C. et BAUER S., 1966. 

F r i i c t an  hydrolase. 

In : i\/lethods in Enzymology.  Colowick  S.P. e t  Kaplan  N.D. ed., Acad.  P re s s ,  

Vol. 8, p. 621. 

AVIGAD C. et FEINGOLD D.S-, 1957 

F r u c t o s i d e s  fo rmed  f rom siicrose by a Corynebacterium. 

Arch.  Biochem. Biophys., 70,  178. 



AVIGAD G. et HESTREIN S., 1956. 

An e n z y m i c  synthesis  of a siicrose ana log  : a-D-xylopyranosyl-6-D-fructofuranoside. 

Biochim. e t  Biophys., Ac ta ,  20, 129. 

AVIGAD G. e t  ZELIKSON R., 1963. 

C l e a v a g e  of f r u c t a n s  t o  levanbiose by a spec i f ic  hydrolase. 

Bull. Res .  Coiinc., 11, 253. 

AXELROD B., 1965. 

Highers  polysaccharides. 

In : Plan t  Biochemistry,  Acad.  Press.  Bonner J. e t  Varner  J.E. ed., p. 245. 

BACON J.S.D. e t  EDELMAN J., 1951. 

T h e  ca rbohydra t e s  of t h e  Je rusa l em a r t i choke  a n d  o t h e r  compos i t ae .  

Biochem. J., 48, 11 4. 

BACON J.S.D. et LOXLEY R., 1952. 

Seasonal  changes  in t h e  ca rbohydra t e s  of t h e  Jeri isalem a r t i choke  ruber .  

Bloch. J., 51, 208. 

BAILLARGE E., 1942. 

F l ammar ion ,  ed. Paris .  

BAJON A.M. e t  GALZY P., 1984. 

Isolation of a n  iniillnase depressed  m u t a n t  of Pichia polymorpha for  t h e  prodiic- 

tion of  f ruc tose .  

Biotec-hnol. and Uloeng., 26, 128. 

BARKER S.A., PAUTARD F., SIDDIQUI I.R. and STACEY M., 1955. 

The  s t r u c t u r e  of polysaccharide synthe t ized  by a Streptococcus i so la ted  f r o m  

a "ropy fermenta t ion" .  

C h e m i s t r y  and  Indiistry, 1450-1451. 

BAUER S. e t  AVIGAD G., 1963. 

P r o p e r t ~ e s  of a bacterla1 levanhydrolase.  

Proc.  23 Meeting Chem.  Soc., 1, 211. 



BEIJERINCK M. U;, 1 9  12. 

Die di irch bakter ien  and rohrzucker  e r z e n g t e n  schleimigen wand-stoffe.  

Folia Microbiol., 1, 1. 

BELL D.J. et DEDONDER R., 1954. 

A s t r u c t u r a l  re-examination of t h e  levans forrned by Pseudomonas prunicola a n d  

Bacillus subtilis, BG2F 1 .  

J. C h e m .  Soc., 2866. 

BELL D.J. e t  PALMER A., 1952. 

S t r i ic tura l  s tudies  on  inulin O f  Inulina helenium and  on l evans  f r o m  Dacty2is 

glorriérate and Loliurn italiculn. 

J. C h e m .  Soc., 3763. 

BELUCHE I., GUIRAUD J.P. et GALZY P., 1980. 

I n u l ~ n a s e  ac t iv l ty  of Debaromyces cantarellii. 

Folia mlc rob io log~ca ,  25, 32. 

BERNFLED P., 1955. 

Methods in Enzymology. 

Vol. l., Acadernic Press,  inc., New-York. 

BERGMEYER H.U., BERUT E., SCHMIDT P. e t  STORK H., 1974. 

Dans : Methods of enzymatlc- analysis .  

Be rgmeyer  H.G. a n d  Ga~vehnk  A. ed., 4cad .  Press ,  New-York, Vol. 3, p. 1196. 

BHATIA I.S., MANN K.S. et SINGH R., 1974. 

Biochemitral changes  in t h e  water -so luble  ca rbohydra t e s  during t h e  develop- 

men t  of  chicory (Cichorium intybus L.) roots .  

J. Sci. Food Agric., 25, 535. 

BLANC M., 1978. 

La r a c i n e  d e  ch ico rde  to r rd f i ée .  Evoliition d e  la composi t ion  e n  f r u c t o s e  

a u  c-oiirs d e s t r a i t e m e n t s  technologiques.  

Lebensm. W.iss Technol., 11, 19. 

BOINOT F., 1942. 

Le  topinambour  d a n s  la fabr ica t ion  d e  l 'alcool.  

Bull. Assoc.  Chim., 59, 792. 



BOSER H., 1955. 

Cité'  dans  la Thèse  d ' E t a t  Par i s  i iAPOPORT G., Par i \ ,  1966. 

2. Physiol. Chem., 300, 1. 

BOSTFORD J.L., 1981 

Cyc l i c  nucleot ides  in procaryotes.  

Microbiol. Rev., 45, 620. 

BOSUELL V.R., STEINBAUER C.E., BAB6 M.F., BURLISON U.L., ALDERMAN 

U-H. e t  SCHOTH H.A., 1936. 

Stiidies of t h e  c u l t u r e  and c e r t a i n  va r i e t i e s  of  t h e  Je rusa l em a r t i choke .  

U.S. Dept .  Agric. Tech.  Bull., no 514. 

BOURDU R., 1963. 

Iniillne e t  o l i g o s a c c h a r ~ d e s  dans  l e s  Akenes en  .erni inat i~,n Ge Cahl ia ,  

Physiol. veg., 1, 77. 

BRADBURY I.K. et HOSFA G., 1976. 

Ass imi la tes  distr ibut ion p a t t e r n s  and  ca rbohydra t e  concen t r a t ion  c h a n g e s  

in o rgans  of Solidago canadensis dur ing  a n  anniial developmenta l  cyc le .  

Can.  J. Bot., 55, 1121-1 127. 

BRADFORD M.M, 1976. 

A rapid and  sens i t ive  method for  t h e  quant i f ica t ion  of mic rog ram quanti  r i e s  

of pro te in  iiti l izing t h e  principale of protein-dye binding. 

Anal. Biochem., 72, 248. 

BUFFA M., CONGLU G., LOMBARD A., TOURN M.L., 1980. 

A homologoiis s e r i e s  of non-reducing o l igosacchar ides  in Artemisia absinthum L. 

roots .  

J .  Chromatogr . ,  200, 309. 

BYUN S.H. e t  NAHM B.H., 1978. 

Product ion  of f ruc tose  from Je rusa l em a r t i c h o k e  by e n z y m a t i c  hydrolysis.  

J. Food Sc. 43, 187 1 .  

C e n t r e  dlEtude e t  d e  Recherche Technologiques d e s  Industries (C.E.R.T.I.A.) 

Etiide physico-chimiques d e  la r ac ine  f r a i che  d e  chicorée .  

R a p p o r t  d ' ac t iv i t é ,  1973. 



CHALLINOR S.U., HAUT)RTH UiN. and HIRST E.L., 1934. 

Polysaccharides.  P a r t  17. The  const i t i i t ion and  cha in  length of levan. 

J. Chem.  Soc-., 676. 

CHAUTARD P., GUIRAUD J.P. et GALZYP., 1981. 

Iniilinase ac t iv i ty  of  Pichia polymorpha.  

A c t a  h~licrobiologica, Academiae  Scientiariim Hiingaricae, 28 ,  245. 

CHOLET R. et ANDERSON L.L., 1977. 

Confo rma t iona l  changes  a s soc ia t ed  with t h e  revers ib le  cold inac t iva t ion  

of ribiilose-1,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase.  

Biochim. Biophys., A c t a ,  482, 228. 

CHUBEY B.B. et DORREL D-G., 1977. 

A Ch ico ry ,  ano the r  potential  f r u c t o s e  crop. 

J. Inst. Can .  Sc. Technol .  Alim., 10, 331. 

COHEN-BAZIRE G. et JOLIT M., 1953. 

I so lement  par  s é l ec t ion  de  m u t a n t s  d lEscher ichia  coli. 

Ann. Inst. Pas teur ,  8 4 ,  937. 

COLIN H., 1942. 

Les g luc ides  dii topinambour.  

Biill., .-issoc. Chim., p. 179. 

COLLINS F. T., CHANDORKAR K.R,, 1973. 

D e  no\.o synthesis  of friic-to ol~gosac-c-haride.;in leaf  disks of c e r t a i n  A s t e r e c e a e .  

II.  C e r t a ~ n  physiological and biochimical c h a n g e s  ac-companying frr icto o l igo  - 

s a c c h a r i d e  format ion .  

Can.  J. Bot., 51, 1931. 

COLMAN G., 1967. 

S tudies  o n  t h e  regiilation of ex t r ace l lu l a r  e n z y m e  fo rma t ion  by Bacil lus subti l is .  

J.' Gen.  Microbiol., 49, 421. 

CORI G.T., CORI C.F. et GREEN A.A., 1943. 

C i t é  p a r  R. DEDONDER d a n s  T r a i t e  d e  Biochimie,  t o m e  I I I ,  Ed. Masson 

& Cie.  

Syn thèse  e t  ddgradat ion  des homopolyosides. 

J. Biol. Chem., 151, 21. 



CUGNAC A., 1931. 

Les  g luc ides  d e s  gramin6es.  Impor t ance  d e s  fructoholosides.  

Bii11. Soc. Chim. Biol., 13, 125. 

DACOSTA T. and GI BONS R.J., 1968. 

Hydrolysis  of levan  by hiiman p laque  s t r ep tococc i .  

Arch.  Oral .  Biol., 13, 609. 

DARBYSHIRE B. et HENRYR-J., 1968. 

T h e  metabolisrn of fr i ic tosan metabol i sm in higher  p l an t s  as exampl i f i ed  

in Heliantus tuberosus. 

New Phytologist ,  67, 517. 

DAVIS P.J., 1964. 

Disc  e lec t rophores is .  I I .  Method and  appl ica t ion  t o  human  serurn proteins.  

Ann. N.Y. Acad.  Sci., 121, 404. 

DEDONDER R., 1952. 

Les  glucides du  topinambour.  3. Syn thèse  du  g luco f ruc tosane  in vi t ro p a r  

d e s  e x t r a i t s  d e  d ive r s  o rganes  d e  topinamboiir.  

Bull. Soc. Chim.  Biol., 34. 171. 

DEDONDER R. et SLIZEUICZ P., 1958. 

Et i ides sur les  l evanes  produits  pa r  Bacillus subtilis 2. P r o p r i ~ t ~ s  physiques e t  

poids m o l ~ c i i l a i r e s  des  l evanes  n a t i f s  d e  l e u r s  produi t s  d 'hydro lyse-ac ide  

m6nag4e. 

Bull. Soc. Chim.  Biol., 40, 873. 

DEDONDER R., 1961. 

Les g luc ides  du topinambour.  

Thèse ,  Paris.  

DEDONDER R. et Mme NOBLESSE, 1953. 

Mise e n  dv idence  d e  produi t s  i n t e rmgd ia i r e s  c o n t e n a n t  dii g l i ~ c o s e  dans  la 

s y n t h è s e  d e s  l evanes  par Bacillus subtillis. 

Ann. Inst. Pas t eu r ,  85, 356. 



DEMEULES S., GUIRAUD J.P. et GALZY P., 1981. 

Stridy of iniilinase f r o m  Debaryomyces phaffii. 

Zei t sch r i f t  Allg. Microbiol., 21, 181. 

DlXON M., 1953 (a). 

Nomogram f rom ammonii im s u l f a t e  solutions. 

In "Methods in enzymol.". S.P. Colowick and  Kaplan &.O. ed.,  Acad.  Press ,  

New-York, 11, 76. 

DIXON M. e t  UEBB E.C., 1964. 

Enzymes,  2e  ed. 

Acad. Press ,  Ed., N.Y. 

DORREL D.G. e t  CHUBEY,B.B., 1977. 

Irr igat ion,  fe r t i l i ser ,  harves t  d a t e s  and  s to rages  e f f e c t s  on t h e  reducing  siigar 

and  f r u c t o s e  concen t r a t ions  of Jerusalern a r t i c h o k e  tiibers. 

Canad.  J .  Plant.  Sci., 57, 591. 

EDELMAN J. e t  BACON J.S.D., 1951. 

The  a c t i o n  of  a hydroly t ic  e n z y m e  sys t em frorn Heliantfius tuberosus on  ca rbohy-  

d r a t e s  present  in t h e  tubers. 

B ~ o c h e m .  J., 93, 148. 

€13 E LMAN J., DICKERSON A.G., 1966. 

The  metabol i sm of fr i ictose polymers in plants. 

B ~ o c h e m .  J., 98, 787. 

EDELMAN J. et JEFFORD T.C, 1964 

The  metabol i sm of f ruc tose  polymers in p lants  4-8 fr i ictofi i ranosidases of t u b e r s  

of Helianthus tuberosus. 

Bioch. J., 93, 148. 

EDELMAN J. et JEFFORD T.G., 1968. 

The  mechanism of f ruc tosan  metabol i sm in higher p l an t s  a s  exampl i f i ed  

in  Helianthus tuberosus. 

New Phytologist ,  67 ,  517. 



ELORZA V., VILLANUEVA 3.R. e t  SENTANDREU R-, 1977. 

T h e  mecan i sm of ca t abo l i t e  inhibi t ion of i nve r t a se  by g lucose  i n  Saccharomyces 

cerevisiae. 

Blochim. Biophys. Ac-ta, 475, 103. 

FEINGOLD D.S., AVIGAD G. and HESTRIN S., 1956. 

T h e  mecanisrn of polysaccharide production f r o m  si icrose 4. Isolation a n d  

probable  s t r u c t u r e s  of o l igosacchar ide  formed f r o m  sucrose  by levane-si icrase 

sys t em.  

Biochem. J., 64, 351. 

FEINGOLD D.S. e t  GEHATIA M., 1957. 

The  s t r u c t u r e  and  proper t ies  of levan,  a polymer  of D-f ruc tose  produced 

by ci i l t i i res  and  ce l l - f ree  e x t r a c t s  of Aerobacter levanicum. 

J. Po lymer  Sci., 23, 780. 

FIALA V., JOLIVET E., 1980. 

T h e  a p t i t u d e  of roo t s  of RitIoof ch icory  for  ch icon product ion  studied by 

ti xiir ca rbohydra t e  composition. 

Sc i en t i a  Hort., 13, 125. 

FISCHER E.H., KOHTES L. et FELLING J., 1951. 

P r o p r ~ é t é s  d e  I ' inver tase  piirifi6e. 

Helv. Ch im.  Ac ta ,  34, 1132. 

FISCHER E.H. et STEIN E.A., 1964. 

T h e  e n z y m e s ,  2e ed., Acad. Press.  Ed., N.Y., 4, 31 3. 

FLEMING S-E. e t  GROOT U-ASSINK 3. U.D., 1979. 

P r e p a r a t i o n  of high f ruc tose  sy rup  f rom t h e  t i ibers  of  t h e  Jer i i sa lem a r t i choke .  

C.R.C.-C.R.I.T., Rew. Food. Sc. Niit., 11, 1. 

FLOOD A.E., RUTHERFORD P.P. e t  UESTON E.U.., 1970. 

T h e  r eponse  of ch icory  root  t i m e s  disks t o  t r e a t m e n t  wi th  2,4- and 3,5- 

dichlorophenoxy-ace t ic  acids. 

Phy tochemis t ry ,  9, 243 1. 



FRANCOIS L., MARSHALL R.D. e t  NEUBERGER A., 1962. 

C i t é  d a n s  monographie d e  Montreilil  3. e t  Spik G. 

Biochem., 83, 335. 

FRIIS J. e t  OTTOLENGHI P., 1959. 

Local iza t ion  of i nve r t a se  in a s t r a i n  of yeast.  

C.R. Car lsb .  Lab., 31, 259. 

FUCHS A., 1959 

On t h e  s y n t h e s ~ s  and  break down of levan by bac ter ia .  

Ph. D. Thesis, Universi ty of Leiden. 

GASCON S., NEUMANN N.P. e t  LAMPEN J.O., 1968. 

C o m p a r a t i v e  s tudy of t h e  p rope r t i e s  of t h e  piirified in terna1  and  e x t e r n a l  

i n v e r t a s e  f rom yeast .  

J. Biol. Chem., 243, 1573. 

GASSON S. e t  OTTOLENGHI P., 1972. 

Inf luence  of g lucose  concen t r a t ion  of t h e  medium on t h e  inve r t a se  c o n t e n t  

o f  a s t r a l n  o f  Saccharomyces bear ing  t h e  5uc 2 GENE. 

C o m p t e s  rendus d e s  t ravaux ciii l abora to i re  Car lsberg ,39 ,  15. 

GENSHIRO KAN-AI H., TANIGUCHI e t  MICHINORI NAKUMARA, 1973. 

Po ly f ruc t ans  and  o l igofruc tans  synthes ized  f rom siicrose by conidia of Aspergillus 

sydowi Lam 2544. 

Agr. Biol. Chem., 37, 21 11. 

GILBERT V.E. \ t STACEY M., 1948. 

The const i t i i t ion of a levan prodiiced f rom sucrose  by Pseiidomonas mors -  

priinorcim (Kormald) .  

J. C h e m .  Soc., 1560. 

GORDAN A.J., FLOOD A.E., 1979. 

E f f e c t  of 2,4-dichlorophenoxy-acetic, ac id  o n  inve r t a ses  in ch icory  roo t .  

Phy tochemis t ry ,  18, 405. 



GREENU-OOD C.T. and MILNE E.A., 1968. 

S t a rch  degrading a n d  synthes iz ing  enzymes .  In advances  in ca rbohydra t e  

chemis t ry .  

Vol. 23, ed. by M.L. Kolfrom, Acad. Press,  New-York and  London, p. 281. 

GROTELUESCHEN R.D., SMITH D., 1968. 

ca rbohydra t e  in grasses.  3. Es t imat ion  of d e g r e e  of polymerisat ion in t h e  

s t e m  bases  of t imo thy  and bromegrass  a t  s eed  ma tu r i ty .  

Crop  Sci., 8, 210. 

GROOT U-ASSINK J. U-.D. et FLEMING S.E., 1980. 

Non spec i f i c  f3 f ruc tofuranos idase  f rom Kluyveromyces fragilis. Batch a n d  con t i -  

nuous f e rmen ta t ion ,  s ingle r ecove ry  method and  s o m e  industr ial  proper t ies .  

Enzy. Microbiol. Technol.,  2, 45. 

GROOT UASSINK J. UiD. and HE UlTT G.M., 1983. 

Indiictible and  cons t i t uve  f o r m a t ~ o n  of B f ruc tofuranos idase  ( ~ n i i l ~ n a s e )  ln  ba tch  

and cont lnuous  c i i l tures  of t h e  yeas t  Kluyveromyces fragilis. 

Journal  of genera l  M ~ c r o b ~ o l o g y ,  129, 3 1 .  

GUIRAUD J.P., 1981. 

E n z y m a t i c  hydrolysis of  plant  e x t r a c t s  conta in ing  inulin. 

Enzyme  Microb. Technol., 3, 305. 

GUIRAUD J.P., 1981. 

Uti l isat ion des  levures  pour l a  valorisat ion indus t r ie l le  d e  polyfruc-tosanes 

d e  t y p e  inuline. 

Thèse  d e  Docteur  d l E t a t ,  G.S.T. di1 Languedoc. 

GUIRAUD J.P., BERNIT C .  and GALZY P., 1982. 

Inulinase of  Debaryomyces cantarellii. 

Folia  Microbiol., 27, 19. 



GUIRAUD J.P., DAURELLES 3. et GALZY PI, 1981. 

Alcohol prodiiction frorn Jer i i sa lem a r t i choke  iising y e a s t s  wi th  inulinase 

ac t iv i ty .  

Biotechnol. Bioeng., 23, 146 1. 

GUIRAUD 3.P. et GALZY P., 1981. 

Product ion  d e  f r i ic tose  par hydrolyse  chimique  d e  I'iniiline. 

Rev. Ind. Agric. Alimen., 98, 45. . 

HABER E.S., GAESSLER U-.G. and HIXON R.M., 1941. 

Leviilose f rom chicory ,  dahlia  a n d  ar t ichokes .  

Iowa ST. Coll. J. of Science, 16, 291. 

HAMMER H., 1970. 

Oligo- a n d  polyfructosides frorn t h e  bulbs of t w o  lericojiim species.  

A c t a  Chem.  Scand., 24, 1294. 

HANES C.S., 1940. 

C i t é  pa r  R. DEDONDER, t r a i t é  d e  Blochimie Géné ra l e ,  Ed. Masson e t  Cie, 

Proc .  Roy. Soc., 128 ,  421. 

HANSEN S.A., 1974. 

Thin-layer  chromatographic  me thod  for  ident i f ica t ion  of o l igosacchar ides  

in s t a r c h  hydrolyzates.  

J. Chromatogr . ,  105,  388. 

HANSEN S.A., 1975. 

Thin-layer  chromatographic  rne thod fo r  i den t i f i ca t ion  of mono-, d i -  and t r i -  

sacchar ides .  

J .  Chromatogr .  , 107, 224. 

HARDER U;, 1979- 

Regii lat ion of t h e  synthesis  of  ex t race l l i i la r  enzymes .  

Symp. Dublin, s ep t .  1979. 



HARKORTH W.N. et LEARNER A., 1928. 

L a  s t r u c t u r e  d e  l'inuline. 

J. Chem.  Soc., 131, 619. 

HA U-ORTH U-.N., HIRST E.L. et PERCIVAL E.G.V., 1932. 

Polysaccharides.  XV. The  molecular  s t r u c t u r e  o f  inulin. 

J. Chem.  Soc., p. 2384. 

HEDRICK J.L. et SMITH A.J., 1968. I 

Size  a n d  cha rge  i somer  sepa ra t ion  a n d  e s t i m a t i o n  f o  molecu la r  weights  of  

pro te ins  by disc gel electrophoresis .  

Arch. BIoch. Biophys., 126, 155. 

HEHRE E.J., CALSON 3. et NEIL, 1947. 

Synthes is  of  a polysaccharide of t h e  s ta rch-glycogen c l a s s  f r o m  sucrose  by 

a ce l l - f r ee  bac t e r i a l  enzym sys tem.  

J. Biol. Chem.,  177, 267 

HEMMI F. et TOMITA H., 1943. 

Ut i l iza t ion  of m a t e r i a l s  r ich in inulin. p repa ra t ion  of f r u c t o s e  swee ten ing  

a g e n t  f r o m  Helianthus tuberosus. 

J. Agric. Chem.  Soc., 19, 816. 

HESTRIN S. et GOLDBLUM J., 1953. 

Levanpolyase.  

Na tu re ,  172, 1046. 

HESTRIN S. and AVINERI-SHAPIRO S., 1944. 

The  m e c a n i s m  of polysacchar ide  production f r o m  sucrose.  

Biochem. J., 38, 2. 

HESTRIN S., AVINERI SHAPIR S. and ASCHNER M., 1943. 

T h e  e n z y m i c  production of levan.  

Biochem. J., 37, 450. 

HESTRIN S., FEINGOLD D.S. and AVIGAD G., 1956. 

The  mechan i sm of polysaccharide production f r o m  sucrose.  3. Donor-acceptor  

spec i f i c i t y  of  levan sucrase  f r o m  Aerobacter levanicum. 

Biochem. J., 64, 340. 



HE UlTT G.M. and GROOT WASSINK J. U-.Dm, 1984. 

Stimultaneous production of inulinase and l a c t a s e  in ba tch  and continuous 

cu l tu res  of KZuyveromyces fmgilis. 

Enzyme, Microb. Technol., 6, 263. 

HIBBERT H. and BRAUNS F., 1931. 

Studies on react ions  relating t o  carbohydrates  and polysaccharides 36. S t ruc tu re  

of t h e  levan synthesized by t h e  ac t ion of Bacillus subtilis o n  sucrose. 

Can.  J. Research,  4, 596. h 

HIRST E.L., Mac GILVRAY D.I. et PERCIVAL E.G.V., 1950. 

Studies  on fructosans. 1. Inulin f rom dahlia tubers. 

J. Chem.  Soc., p. 1297. 

HIRST E.L., 1957. 

Some aspec t s  of t h e  chemistry of the  fructosans. 

Proc.  Chem. Soc., 7, 193. 

HOCHE B., 1926. 

Production industrielle de  levulose. 

2. Ver. Dtsch. Zucker, 76, 821. 

HORTON D. et UELFROM, 1963. 

Polysaccharides,  section a ,  dans  comprehensive Biochemistry. 

Florkin e t  Stotz ,  13, Elsevier Publ. Company, Amsterdam. 

INCLMAN B. and SIEGBAHN K., 1944. 

Dex t ran  and levan molecules studied with t h e  electron-microscope.  

Nature ,  154, 237. 

INSTITUT FRANCAIS DU PETROLE, 1982. 
' 

Production d e  carburants  liqiiides par f e rmenta t ion  a par t i r  du topinamboiir. 

Rappor t  d'activitc!. 

JAYASANKAR N.P., GRAHM P.H., 1969. 

An a g a r  p la te  method for screening and enumerat ing pect inolyt ic  microorga- 

nisme. 

Can. 3. Microbiol., 16, 1023. 



KANAYA K., CHIBA S., SHIMOMURA T., 1978. 

Thin l a y e r  chromatography of  l inear  ol igosaccharide.  

Agric. BIol. Chem., 42, 1947. 

KIERSTAN M.P.J., 1978. 

Product ion  of f r u c t o s e  syrups f r o m  inulin con ta in ing  plants. 

Biotchnol. Bioeng., 16, 609. 

KIERSTAN M.P.J., 1980. 

Product ion  of f r u c t o s e  syrups f r o m  inulin. 

P rocess  Biochem., 5, 2. 

KIESSLING U-., 1939. 

C i t d  p a r  DEDONDER dans t r a i t &  d e  Biochimie t o m e  III. Biosynthèse e t  d6- 

g rada t ion  d e s  homopolyosides. 

Biochem. 2, 302, 50. 

KIM-KI-CHOUL, 1975. 

Studies  o n  the  hydrolysis of inulin in J e rusa l em a r t i c h o k e  by fungal  inulase. 

Hanguk Nanghuahakhoe,  Chi, 18, 117. 

KOSLAND D.E., 1960. 

Molecular  forms o f  yeas t  i nve r t a se .  

Adv. in  Enzym., 22 ,  45. 

KOVALJOVA N.S. et YURKEVICH V.V., 1973. 

Regi i la r i t ies  of si lcrose and inulin hydrolysis by B f ruc tos idase  f rom Saccharomyces 

Zactis. 

VEST. Moskav. Univ. (Botan), 1, 37. 

KUNBAUCH U;, 1974. 

C a r a c t e r i s t i q u e  d u  f r i ic tosane  d e  Dactylis glomemta. 

2.. A c k e r  und P.F. Lanzenbau,  139, 85. 

LELOIR L.F., OLAVARRIA J.M. et CARMINATTI H., 1959. 

C i t g  p a r  DEDONDER. Tra i t4  d e  Biochimie, T o m e  III. 

Arch.  Bioch. Biophys., 81, 508. 



LENEKEAVER H. et BURK D., 1934. 

T h e  de t e rmina t ion  of  enzyme  dissoc ia t ion  cons tants .  

J. Am. C h e m .  Soc., 56, 658. 

LEPESANT J.A., DEDONDER R., 

I so lement  et carac tBr isa t ion  d e  m u t a n t s  dii s y s t è m e  mdtabol ique  du  s a c c h a r o s e  

c h e z  Bacillus subtilis. 

C.R. Acad.  Sci. Par i s ,  266, 1442. 

LINDBERG B., LONNGREN J. e t  THOMPSON J.L., 1973. 

Methyla t ion  s tudies  on  levans. 

A c t a  C h e m .  Scand., 27, 1819. 

LOEUENBERG J.R. and REESE E.T., 1957. 

Obse rva t ions  on microbial  f r u c t o s a n s  a n d  f ruc tosanases .  

Can.  J. Microbiol., 3, 643. 

LOURY O.H., ROSENBROUG N.S., FARR A.L. et RANDALL R.J., 1951. 

Pro te in  m e a s u r e m e n t  with t h e  fol in phenol r eagen t .  

J. BIol. Chem., 193, 265. 

LYNE R.R., PEAT S. and STACEY M., 1940. 

Polysacchar ide .  P a r t  39. T h e  cons t i t u t ion  of c e r t a i n  l evans  fo rmed  by bac -  

te r ia l  ac t ion .  

J. Chem.  Soc., 237. 

MARAIS B. SLACKJIAK M. et MOSCHETTO Y., 1981. 

Mesure photom6tr ique  e t  micro-informatique.  Exemple  d ' in tggra t ion  d ' un  

microprocesseur  d a n s  un disposi t i f  d e  pho tom6t r i e  a d a p t é  à l a  microbiologie.  

Innov. Tech.  Biol. Med., 3, 309. 

MARGARITIS A., BAJPAI, P., U-ALLAGE J., 1981. 

Ethanol  f e r m e n t a t i o n  in a con t inuous  tower  f e r m e n t o r .  

BIotechnol .  let., 3, 613. 

MARILLER C., 1943. 

Exp6r i ences  siir l e s  topinambours.  

Bull. Ass. Chim., 60, 186. 



MATTOON J.R., HOLMLUND C.E., SCHEPARTZ S.A., VAVRA J.J. and 

JOHNSON M.J., 1955. 

Bac te r i a l  levans  of  i n t e r m e d i a t e  mo lecu la r  weight .  

Applied Microbiol., 3, 345. 

M c  DONALD E.J., 1946. 

Polyf ruc tosanes  and  d i f ruc tose  anhydrides.  

Adv. Carbohydr .  Chem., 2, 253. 

L 

MEERS J.L., 1972. 

T h e  regula t ion  of a amylase  production in Bacillus licheniformis. 

Anton ic  van  Leeuwenhoek,  J. Microbiol., Serol., 38, 585. 

MENCIER F., 1972. 

Mdthode  s imple  et rapide d e  mise  e n  gvidence  d e  mic roorgan i smes  produc- 

t e u r s  d e  dex t r anase .  

Ann. Inst. Pas t eu r ,  122, 153. 

METZENBERG R.L., 1963. 

The  s t r u c t u r e  and  proper t ies  of  i n v e r t a s e  synthes ized  by a Neurospora crassa. 

Arch. Biochem. Biophys, 100, 503. 

MIDDLETON E., 1975. 

The  molecular  conf igura t ion  of  inillin. 

J. Memb. Biol., 34, 93. 

MILLER C.H. and SOMERS P.J.B., 1978. 

Degrada t ion  of l evane  by Actinomyces viscosus. 

Infec t ion  a n d  Immunity,  22, 266. 

MILLER D.L., 1975. 

E thano l  f e r m e n t a t i o n  and potential .  

Biotechnol. Bioeng., 5, 345. 

MOHINDERJIT S., SIDHU and SANDHU D.K., 1984. 

P roduc t ion  and  local izt ion o f  f3 gliicosidase in Trichoderma harzianum and  s o m e  

a s p e c t  of  c a t a b o l i t e  repression. 

Can.  J. Microbiol, 30, 1377 



MOULE C., TSVETOUKHINE V., DUPUIS G. et RENAULT M., 1967. 

Cont r ib i i t ion  a l ' é t u d e  du top inambour  ensi lage.  

I.N.R.A., SEI, no 31. 

MOULE C., 1972. 

Phy to t echn ie  s p k i a l e .  T3. P l a n t e s  s a r c l é ë s  et diverses.  

Ed. La Maison Riistique, Paris.  

MURPHY D., 1952. 

S t r i i c tu re  of a levan  produced by Bacillus polymyxa. 

Can.  3. Chem., 30, 872. 

NAHM B.H. et BYUN S.M., 1977. 

Pu r i f i ca t i on  and  c a r a c t e r i s a t i o n  of iniilase f r o m  Kluyveromyces fmgilis. 

Korean  Biochem. J., 10, 95. 

NAKAYAMA M. et COLL., 1983. 

E f f e c t s  of  some  subs tances  o n  t h e  fo rma t ion  of i n u l ~ n  f r i i c to t r ans fe ra se  

in Arthrobacter ureafaciens. 

Agric. Biol. Chem., 47,  2761. 

NAKUMURA T., NAKATSU S., 1977. 

Gene ra l  p rope r t i e s  of ex t r ace l lu l a r  iniilase f rom Penicillium. 

Nippon Nogei  Kagakukaishl,  51, 681. 

NAKUMURA T., KUROKAU-A TT., NAKATSU S. et UEDA S., 1978  (a) 

Crys t a l i za t i on  a n d  genera l  p rope r t i e s  of a n  ex t r ace l l i i l a r  iniilinase f rom 

Aspergillus sp. 

Nippon Nogei  Kagakukaishi,  52,  6 8  1. 

NAKAMURA T., MARUKI S., NAKATSU S. et UEDA S., 1 9 7 8  (b) 

Genera l  p rope r t i e s  of  a n  ex t race l l i i l a r  iniilase f r o m  Aspergillus. 

Nippon Nogei  Kagakiikaishi, 52, 5 8  1. 



NARISAMA, S. and YAMAMATO U., 1974. 

Regulatory fac to rs  af fect ing a-amylase production in Bacillus licheniformis. 

3. Bacteriol., 121, 848. 

NEGORO H. et KITO E., 1973 (a) 

@ - fructofuranosidase from Candida kefyr. 

3. Ferment.  Technol., 51, 96. 

NEGORO H. et K I T 0  E., 1973 (b) b 

Purification and enzymatic properties of intracellular @ fructofiiranosidase f rom 

Candida ke f yr. 

3. Ferment .  Technol., 51, 103. 

NEGORO H., 1978. 

Inulinase from Kluyveromyces fmgilis. 

J. Ferment .  Technol., 56, 102. 

NEUMAN N.R. et LAMPEN J.O., 1967. 

Purification and properties of yeas t  invertase. 

Biochem., 6, 468. 

NORMAN A.G., 1936. 

The  composition of foiirage crops.  1. Rare grass. 

Biochem., J., 30, 1354. 

OTA N., INOUE M. et MIN0 Y., 1979. 

Inulin in medicinal plants. 1. Determination of inulin in medicinal plants 

by X-ray di f f ractometry .  

Chem.  Pharm. Bull., 27, 2997. 

PALMER A., 1951. 

The  specif ic  determination and  detect ion of glucose as a probable const i tuent  

radical  of ce r ta in  fructosans by means of rotatr in.  

Biochem., J., 48, 389. 
<. 

PAZUR J.H., KIEPPE K. et BALL. E.M., 1963. 

The  glycoprotein na tu re  of s o m e  fiingal carbohydrates.  

Arch. Biochem. Biophys., 103, 5 15. 



PEAUD-LENOEL Cm, 1956 

Mekanisrne d 'ac t ion  d e  l a  l evane  s u c r a s e  d e  Bacillus subtilis. Complexe  e n z y m e -  

levane.  

Compt .  Rend., 242, 1772. 

PHELPS C.F., 1965. 

T h e  physical  p rope r t i e s  of inulin solutions. 

Biochem. J., 95, 41. 

. 
PHILIPS D.E. et RUTHERFORD P.P., 1976. 

Some  e n z y m e  changes  in ch icory  (Cichorium intybus) diiring forcing. 

Ann. Appl. Biol., 84 ,  251. 

POLLOCK C.J., HALL M.A. et ROBERTS D-P., 1979. 

S t r u c t u r a l  analysis  of  f ruc tose  polymers by g a z  liquide ch romatography  a n d  

ge l  f i l t ra t ion .  

J. Chromatogr. ,  171, 41 1. 

PONTIS H.G., 1968. 

Sepa ra t ion  of f ruc tosans  by ge l  f i l t ra t ion .  

Anal. Biochem., 23, 331. 

PONTIS H.G., 1966. 

Observa t ions  on t h e  d e  novo synthes is  of f ruc tosans  in  vivo. 

A r c h ~ .  Biochem. Biophys., 116, 4 16. 

PUNJ M.L., KOCHAR A.S. et BHATIA I.S., 1970. 

Degrada t ion  and metabol i sm of inulin by rumen microorganisms.  

Ind. J. Nutr.  Diet., 7, 247. 

REJ RI et RICHARDS A.H., 1974. 

I n t e r f e r e n c e  by t r i s  buffer  in t h e  e s t ima t ion  of  p ro t e in  by t h e  Lowry procedure .  

Anal. Biochem., 62,  240. 

ROSE V., 1953. 

Neues  Allgem. J. C h e m .  (Gehlens)  3, 217 - Citc! p a r  : VChistler R.L. et S m a r t  C.L. 

d a n s  : Polysacchar ide  chemis t ry ,  Acad. Press,  p. 277. 



R 1 ITHERFORD P.P. et PHILLIPS D.E., 1970. 

The variation of invertase and  hydrolase ac t iv i t i e s  of chicory roots  diiring 

cold-storage and significance of t h e r e  changes t o  chicory development. 

SYMP. Sect .  Horticole Eucarpia, Gembloux, Belgique, p. 207. 

RUTHERFORD P.P. et PHILLIPS D.E., 197% 

Carbohydrate  changes in chicory diiring forcing. 

J. Hort. Sci., 50, 463. 

RUTHERFORD P.P. et UESTON E. U;, 1968. 

Carbohydrates  changes during cold s torage of some inulin containing roo t s  

and tubers. 

Phytochem. 7,  175. 

RUTHERFORD P.P. e t  DEACON A.C., 1972 (a) 

f3 fructofuranosidases from roo t s  of Dandelion. 

Biochem. J., 126, 569. 

RUTHERFORD P.P. et DEACON A.C., 1972 (b) 

The mode o f  act ion of Dandelion roots  f3 fructofuranosidases on inulin. 

Bioch. J., 129, 51 1. 

RUTHERFORD P.P., 1981. 

Some biochemical changes in vegetables  diiring s torage.  

Ann. Appl. Biol., 98, 538. 

SATYANARAYANA M.N., 1976. 

Biosynthesis of oligosaccharides and f ructans  in a gave vera crriz. Pa r t .  

II Biosynthesis of oligosaccharides. 

Indian J. Biochem. Biophys., 13, 398. 

SAIT0 N. and YAMAMOTOT X., 1975. 

Regulatory factors  af fect ing a amylase  production in Bacillus licheniformis. 

Journal of Bacteriology, 121, 848. 

SCHAEFFER P., 1969. 

Sporlilation and t h e  production of antibiotics, exoenzymes and exotoxins. 

Bacteriol. Rev., 33, 48. 



SCOPES R.K., 1973. 

Measuremen t  of p ro t e in  by s p e c t r o p h o t o m e t r y  at 205 nm. 

Anal. Bioch., 59, 277. 

SCOTT R.U; et EDELMAN 3., 1966. 

Sucrose  f ruc tosyl  t r ans fe ra se  f r o m  higher p lant  tissues. 

Biochem. J., 100, 238. 

SIDHU M.S. and SANDHU D.K., 1984. a 

Prodiict ion and local isat ion o f  f3 glucosidase in Trichoderma harzianum and  s o m e  

a s p e c t s  of  c a t a b o l i t e  repression. 

Can.  J. Microbiol., 30, 1377. 

SINGH R., BHATIA I.S., 1971. 

Isolat ion and cha rac t e r i s a t ion  of  f ruc tosyl  t r a n s f e r a s e  f r o m  ch ico ry  roots .  

Phytochem.,  10, 495. 

SHIRAHASHI K., HAYAKA%A S. and SUGIYAMA T., 1978. 

Cold lab i l i ty  of py ruva te  or thophosphatedik inase  in  t h e  m a i z e  leaf .  

P l an t  Physiol., 62 ,  826. 

SMITH D., 1973. 

Polysachar ide  reserves .  

Dans : Simple cel l .  Protein II. Tannenbaum S.R. e t  Kang  D.I.C., MIT ed .  

Cambr idge ,  p. 158. 

SNYNDER H.E. et PHAFF H.J., 1960. 

Stiidies o n  a f3 f ruc tos idase  produced by Saccharomyces fragilis. 

Anton. Van Leeuwenhoek,  26, 433. 

SNYNDER H.E. et PHAFF H.J., 1962. 

T h e  p a t t e r n  of a c t i o n  of inul inase f r o m  Saccharomyces fragilis on  inulin. 

J. Biol. Chem., 237, 2438. 

SUZUKI M., 1968. 

F ruc tosan  in  t h e  t i m o t h y  haplocorn.  

Can.  J. Bot., 46, 1201. 



TANAKA K-, UCHIYAMA T. et ITTO A., 1972, 

Format ion of difructofiiranose dianhydride f rom by a n  extracel lu lar  Inulinase 

II of Arthrobacter. 

Biochim., Biophys. Acta,  284, 248. 

TANAKA K., KAN-ACUCHI H. and SHOHJI K., 1981. 

Enzymic formation of difructose anhydre I V  from bacterial  levan. 

J. Biochem., 90, 1545. 

1 

TANRET C., 1893 (a) 

Sur l'inuline, la pseiido inuline e t  I'inulenine. 

- Bull. Soc. Chim., 9, 200. 

1 TANRET C., 1893 (b) 
Sur I'inuline. 

Bull. Soc. Chim., 9, 227. 

TANRET C., 1893 (c) 

Sur les  hydrates d e  carbones du topinambour. 

Bull. Soc. Chim., 9, 622. 

THEODOROPOULOS P., 1986. 

Le t ranspor t  du glucose et sa  régiilation chez R. meliloti. 

Thèse d e  Docteur e n  Biochimie, U.S.T. Lille. 

THOMAS C.J., 1960. 

Metabolism of t h e  soluble carbohydrates of grasses  in t h e  rumen of t h e  sheep. 

J. Agric. Sci., 54, 360. 

THOMSON T., 1818. 

A system of chemistry. Abraham small. Philadelphie 4, 65, c i t é  par Nhistler 

dans  : Polysaccharides chemistry,  Acad. Press., p; 276. 

TOMASIC J., VENNINCS H.J. et GLAUDEMANS C.P.J., 1978. 

Evidence for a single type of linkage in a fr i ictofuraman from Lolium perenne. 
Carbohydrate  Research,  62, 127. 



TOMODA M., NAGUMO S. et NAKATSUKA S., 1973 (a) 

N a t e r  soluble ca rbohydra t e s  of  Ophiopogonis tubers .  

Chem.  Pharm. Bull., 21, 659. 

TOMODA M., SATON N. et SUGIYAN A., 1973 (b) 

Isolat ion a n d  cha rac t e r i s a t ion  o f  f r u c t a n s  f r o m  Polygonatum odomtun; rhizomes. ,  

Chem.  Pharm. Bull., 21, 1806. 

TORAN-DIAZ, 1983- 

Product ion  d'alcool p a r  Z. mobilis. 

T h è s e  d e  Doc teu r  Ingénieur. 

TRENEL G., JOHN M. et DELLUEG H., 1968. 

Gel  ch romatograph ic  sepa ra t ion  of o l igosaccha r ide  a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e .  

FEBS Lett . ,  2, 74. 

TSVETOUKHINE V., 1960. 

Cont r ibu t ion  à I1&tude d e s  va r ig tgs  d e  topinambour .  

Ann. Amelior. P lantes ,  3, 275. 

UCHIYAMA T., NIU-A S. e t  TANAKA K., 1973. 

Pur i f i ca t ion  and p rope r t i e s  of Arthrobacter ureafaciens iniilinase. II. 

~ i o C h i r n .  Biophys. Ac ta ,  315, 412. " 

UCHIYAMA T., 1975. 

Act ion  of Arthrobacter ureafaciens inul inase I I  o n  severa l  o l igofr i ic tans  b a c t e r i a l  

levans.  

Bioc-him, Biophys. Acta,397,  153- 

ULMANN A., 1985. 

C a t a b o l i t e  repression. 

Biochimie,  67, 29. 

VELICK S.P. et UlCKS L.F., 1951. 

C i t g  d a n s  l a  Thèse  d ' E t a t ,  R A P o P o R ~ G e o r g e ,  P a r i s  1966. 

3. Biol. Chem., 190, 741. 



UAIN R.L., RUTHERFORD P.P. et CRIFFITHS c.M., 1964. 

E f f e t  o f  growth  regula t ing  s u b s t a n c e  on inulin s to r ing  p l an t  tissu. 

Na tu re ,  London, 203, 504. 

U'ALLENFELS X., 1950. 

Uber  e i n e n  neuen nachweis r eduz ie reude r  z u c k e r  in pap ie r  c h r o m a t o g r a m m  

a n d  des sen  quant i ta t ive .  Auswertung.  

Naturwissenschaffen ,  37, 491. 

1 

U-ALKER N.E. and CAMPBELL L.L., 1963. 

D e  novo synthesis  o f  a amylase  by Bacillus stearothermophilus. 

J. Bacteriol . ,  86, 1202. 

KALKER G.J. and MORREY-JONES J.G., 1983. 

Act iv i ty  of  f r u c t a n a s e  in b a t c h  c u l t u r e  of  o r a l  s t r ep tococc i .  

Carbohydr .  Res., 113, 101. 

UILLIAMS L.A. et ZIOBRO G., 1982. 

T h e  prodiiction of e thano l  by immobi l ized  yeas t  cel l .  

Biotechnol .  Let., 4, 45. 

UILFRED J., 1974. 

T h e  c r y p t i c  B f ruc tofuranos idase  of Saccharomyces rouxii. 

J. Bacteriol . ,  120, 887. 

UHISTLER R.L. and SMART C.L., 1953. 

Polysacchar ide  chemis t ry .  

A c a d e m i c  Press  Inc., New-York. 

YURKEVICH V.V. et KOVALJOVA N.S., 1972 (a) 

A c t i v i t é  su r  s accha rose  e t  inul ine  d e  l a  B f ruc tos idase  d e  Kluyveromyces fragilis. 

Acad.  Nauk,  U.R.S.S. (Bioch.), 207, 1233. 

YURKEVICH V.V. et KOVALJOVA N.S., 1972 (b) 

f3 f ruc tos idases  f r o m  yeast.  

Biol. Nauk (Nauk dokl-Vyshcol), 6 ,  98. 



YURKEVICH V.V., KOVALJOVA N.S. et BAKER K.K., 1972. 

f3 f ruc tos idase  f rom Saccharomyces lactis. 

Acad.  Naiik. U.R.S.S. (Biol., Ras t ) ,  19, 937. 

ZELIKSON R. et HESTRIN S., 1961. 

Limi ted  hydrolysis of levan by a levanpolyase sys tem.  

Biochem. J., 79, 71. 

ZITTAN L., 1981. 8 

E n z y m a t i c  hydrolysis of inulin. An a l t e r n a t i v e  way t o  f r i ic tose  product ion .  

P r e s e n t e d  a t  t h e  32 s t a r ch  convent ion  of t h e  Associat ion of Ce rea l  R e s e a r c h  

a t  Detmold .  

COMMUNICATIONS PERSONNELLES 

EL YACHIOUI M., HORNEZ J.P., OCHIN D. et TAILLIEZ R., 1986 

Product ion  d e  l a  f3 f ruc tofuranos idase  e x t r a  ce l lu la i re  par  une bhctdr ie  du sol.  

Asoociat ion A. TESSIER, Soci4td d e  Microbiologie e t  Hygiène d e  1' A l imen ta t ion  

et d e  l a  Nutr i t ion,  Paris.  

EL YACHIOUI M., OCHIN D., HORNEZ J.P, et TAILLIEZ R., 1986 

Pur i f ica t ion  e t  propr ik t4s  d e  l a  f3 f ruc tofuranos idase  ex t r ace l lu l a i r e  c h e z  une  

bac td r i e  du sol. 

1 l e  Colloque Soc. Fr .  Microbiol., Tou lo i~se  (3-5 Avril 1986) 

Publ. in P r o c e d e ~ n g s ,  Bioreac tors ,  pp 207 - 214. 




