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INTRODUCTION 



Les cyclodextrines furent pendant plus d'un demi-siècle des 

curiosités de laboratoire. Cependant, les nombreux travaux réalisés sur ces 

oligosaccharides cycliques ont débauché sur des applications transpasables 

dans le domaine industriel. La demande croissante des utilisateurs et Le 

dynamisme des producteurs en ont fait un marché économiquenient porteur. 

Actuellement, la bioconversian de l'amidon est le seul procédé 

rentable pour la fabrication des cyclodextrines. 

Cependant, le mécanisme d' action de 1' enzyme impliquée, la I 
l 

cyclodextrine-glucosyltransférase (CGTase), est encore mal connu, En effet, l 

ce système enzymatique est souvent décrit comme étant complexe et difficile 

à étudier de par la grande diversité des réactions qu'il catalyse. 

C'est pourquoi, la connaissance approfondie du système enzymatique 

utilisé apparaît aujourd'hui indispensable à la maîtrise du procédé de 

fabrication des différentes cyclodextrines. 

C'est en collaboration avec la société Roquette Frères que nous 

avons entrepris l'étude de la CGTase de Bacillus ciroulans. 

Botre travail a consisté, aprés avoir fait le bilan des 

connaissances acquises, à essayer de répondre aux questions suivantes : 

- La CGTase ?&-elle une entité OU une association entre une a- 

aniylase et une transférase ? 

- Existe-t'il une CGTase pour chaque type de cycloàextrine ? Ou 

encore, la SGTase possède-t'elle une haute sélectivité ? 

- cnfin, est-il possible d'apporter de nouveaux élementç sur le 

mkcanisme rkactionnel de la cyclisation ? 



Pour c e l a ,  nous avons dans un premier temps p u r i f i é  l a  CGTase a f i n  

d ' en  é t u d i e r  l e s  p r i n c i p a l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  enzymatiques. 

Dans un deuxième temps, nous avons essayé d ' appor te r  de nouveaux éléments 

s u r  l a  topographie de l a  r ég ion  c a t a l y t i q u e  de l a  CGTase en é t u d i a n t  son  

a c t i o n  s u r  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s ,  

Enfin, s u r  la  base des r é s u l t a t s  obtenus, nous proposons un 

mécanisme d ' a c t i o n  pour l a  CGTase, modèle qui  reste en accord avec l e s  

d i f f é r e n t e s  r é a c t i o n s  q u ' e l l e  ca ta lyse .  



GENERALITES 



Les recherches sur les cyclodextrines et le développemnt des 

dextrines de SCHARDIXGER n'ont cessé de progresser depuis près de cent ans. 

C'est en 1891 que VILLIERS (168) isole pour la première fois deux 

types de "Cellulosines" issus de la dégradation de l'amidon Far B a c i l l u s  

a m y l o b a c t e r  ( Cl o s t r i d i u n  b u t y r i c u d  . 

Puis, entre 1903 et 1911, SCHARDINGER décrit leur préparation, leur 

isolernent et leurs principales caractéristiques (133,iV4). Aprés avoir 

déterminé la nature cyclique de ces oligosaccharides, il propose différents 

noms puis, opte pour les dénominatians de a- et 0-dextrines cristallisées, 

Les 24 années suivant la dernière publication de SCHARDIXGER 

constituent ce qu'on pourrait appeler la "période de doute". La 

détermination de la structure chimique et celle de la masse maléculaire des 

cycladextrines (a- et P-1 ont fait l'objet de nombreux travaux des équipes 1 
de PRIBGSHEIM (120), SANEC (128) et FREBCH (48). certains résultats 

contradictoires vont même jusqu'à provoquer une pol4mique entre PRIWGSHEIM 

et KARRER (70,713. Si cette periode n'apporte rien au dévelappement de la 

cbimie des cycladextrines, elle permet cependant l'élaboration ci'i~n certain 

nombre d'idées concernant la structure chimique, la dimension moléculaire 

des cycladextrines et la farmatian des complexes. 

De 1935 à 1950 se déroule alors une période que FREWCH appelle lui- 

même : "période de maturation". Elle est marquée par les travaux de 

FREUDEE5ERG et de son équipe. Rejetant les résultats de PRIWGSXEIM et de 

ses contemporains, FREUDENBERG et JACOEI 1521 préparent et purifient les a- 

et P-cyclodextrines et découvrent en même temps la y-cycladextrine. Au 

milieu du siècle, la structure chimique exacte, les dixensians et la masse 

moléculaire des trais cyciodextrines sont incontestablenent établis 

(FfiETJDENBEiIG et coli. (53,54) ; FREZCH et call. (45,471 1 .  La liaison (a 1-41 

entre les rksidus de glucose est alors définitivement admise et le degré de 

palyinérisation de ces cyclodextrines finalement établi pour être de 6 ,  7 et 

8 résidus de glucose. 



Par la suite, FREKH et coll. (51) mettent en évidence l'existence 

des delta- et epsilon-cyclodextrines (9 et 10 résidus de glucose) et, en 

1965 THOMA et STEWART (159) décrivent les dzéta- et êta-cyclodextrines 

contenant respectivement 11 et 12 résidus de glucose. 

De 1950 à nos jours, les recherches ont été principalement orientées 

vers les études de formation de complexes d'inclusion avec les 

cyclodextrines. 

Production igdystrkllg 

La production industrielle des cyclodextrines est réalisée par 

dégradation enzymatique de l'amidon ou autres a 1-4 glucanes 

(11,13,43,44,46,51,63,64). 
. 

FRENCH et coll. en 1949 (46,47) furent parmi les premiers à essayer 

d'améliorer la production de cyclodextrines, jusqu'alors problématique. 

Les difficultés de l'obtention sont, en effet, multiples (63,641 : 

- la CGTase de Bacillus mcerans ne convient pas à une production 

industrielle, car elle est elle-même difficile à produire et instable à la 

chaleur; 

- le rendement en cyclodextrine à partir de l'amidon est faible, de 

1' ordre de 20 à 30 p. 100 (13) ; 

- les solvants utilisés pour précipiter les différentes 
cyclodextrines peuvent présenter une certaine toxicité, comme le 

trichloréthylène ou le bromobenzène (46) ; 

- enfin parmi les trois cyclodextrines, toutes ne présentent pas le 
même intérêt. 

Les travaux de HORIKOSHI (64) ont eu pour objectif la recherche de 

microorganismes alcalophiles producteurs de CGTase. Parmi les différents 

microorganismes susceptibles de produire de la CGTaçe (tableau IV gage 321, 



l'auteur a retenu le Bacillus N'38-2 qui produit de la CGTase en pH 

fortement alcalin (lTa~C03). L'enzym est stable jusqu'à 70'C. Le pH optimal 

de praduction de la cyclodextrine est large : de 4,s à 9 , O .  Différents 

amidons peuvent être utilisés paur la production de cyclodextrine : amidon 

de p o m  de terre, de bié dégraissé, de waxy maïs. L' amylose et 

I'amylopectine sont connus pour adopter dans certaines conditions une 

conformation en. hélice (figure 1 page 6). Cette hélicité qui permet à 

l'amylose de former des complexes d'inclusion doit certainement jouer un 

rôle dans la formation des cyclodextrines (13). La cyclodextrine- 

glucosyltransférase détacherait un tour de l'hélice de l'amidon et 

relierait les deux extrémités du fragment pour donner une molécule 

cyclique. 

L'hydrolyse conduit à un mélange de cycladextrines a-, 8- et Y- avec 

du maltose et divers oligosaccharides, la J3-CD étant la plus abondante. 

TAKAHASHI et call. (154) ont paur la première fois réalisé la 

synthèse de l'a-cyclodextrine en 21 étapes à partir du maitase et avec un 

rendement de 0,3 p.100. Cependant, ce procédé ne peut pas encore faire 

l'objet d'une transposition industrielle. 

Les milmes auteurs avaient déjà synthétisé la a-CD avec un rendement 

de 0,02 p. 100 en 1984. (153) 

Botans au passage les travaux remarquables de TREDZR et call. (162) 

qui sont parvenus en 1986 à synthétiser des cyclodextriaes à partir d'un 

manasaccharide l'a-glucosylfluorure. Pour cela, ils ont utilisé la CGTase 

de Baci 11 US macerans  imobi lis&. 

Les propriétés des cyclodextrines peuvent etre nadifiees par 

substitution de certains hydroxyles (72,1521. 

Ainsi, les cyclcrdextrines méthylées sont très soiubies dans l'eau et 

?es solvants organiques (165). La solubilité de l'heptakis-i2,B-di-O- 

m4thyl)-0-cyciodextrine dans l'eau atteint 50 p. 100 21 température ambiante. 
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re 1 : STRUCTURES ET CONFORMATIONS DE L' M I D O H  
A - granules da amidon 
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2 - amylopectine 

C - conformations possibles de l'amylose en solution aqueuse 
(147) 
1 - structure déroulke 
2 - structure rigide en hélice 
3 - structure en spirale ordonnée (segments en hélice) 
4 - structure en spirale d&sordonnée 



Les complexes d'inclusion des cyclodextrines méthylées sont plus 

stables (18) : la cavité, du côté des groupes hydroxyles primaires est 

Sloquee par un "fond" hydrophobe et le macrocycle devient plus flexible de 

par l'élimination des liaisons hydragéne intramoléculaires. 

Des dérivés de cyclodextrines ont été préparés par amination, 

estérification et éthérification (13,56,57). 

Des cycladextrines doubles ont été préparées à partir de la j3- 

cyclodextrine par pontage avec différents groupements fonctionnels (13). 

Les cyclodextrines réticulées sont préparées en utilisant des 

composés di- au polyfonctionnels tels que : les aldéhydes, les cétones, les 

halogénures d'allyle, les isocyanates, les époxydes, l'épichlorhydrine, 

1' époxypropyléther ou 1' éthylène glycol (13,146). 

Ces polymères, insolubles dans l'eau, ont des propriétés 

complexantes et trouvent leurs applications dans les séparations 

chromatographiques (2,42,58,138,147> d'analogues structuraux, de composés 

énantiomères et d'isomères tels que les acides aminés aromatiques, les 

nucléosides des nucléotides (13) et les différentes prostaglandines A ,  B, ,E 

(61,139). 

2.5. U a t i o n  des c y w t r i n ~ s  branchri3es 

Des cyclodextrines branchées ont été mises en évidence dans des 

hydrolysats d' amidon (86,87>, (GI -cGs et Gï -CGT), elles ont été isolées et 

purifiées aprés action de l'enzyme de Bacillus macerans (13) ou de Bacillus 

ohbensis (147). Des niaitosyl-a-cyclodextrines peuvent être obtenues par 

l'action reverse de la pullulanase (127) ou de l' isoanylase de Fseudomnas 

(1,1721, 

III1 -3 nES CYCLODF- 

Les méthodes les plus utilisées pour la separation et le dosage des 

cyc?odextrines sont les séparations par chromatographie sur gel (94,150) ou 

par X. P. L, C.  (55,62,85,87,150, 173). 



Les cyclodextrines sont connues pour former des complexes 

d'inclusion avec une grande variété de composés. Cette propriété est mise à 

profit dans les analyses calorimétriques (146,167) réalisées à 1' aide de 

colorants plus ou moins spécifiques. 

Les cyclodextrines sont identifiées par chromatographie sur couche 

mince avec le système solvant, propanol/eau/acétate d'éthyle/ammoniaque 

(6/3/1/1 V/V). La révélation s'effectue par vaporisation d'une solution 

iode/iodure de potassium. Les a-, j3- et Y-cyclodextrines sont 

respectivement colorées,en bleu-violet, jaune-brun et brun (111). 

La chromatographie en phase gazeuse est aussi une méthode directe et 

précise pour l'analyse des différentes cyclodextrines (71, 

DES CY- 

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques, non 

réducteurs, 

Les cyclodextrines les plus étudiées comporteat 6, 7 et 8 rhsidus de 

glucose. Elles sont communément appelées a-, j3- et Y-cyclodextrines (figure 

2 page 9). Une cyclodextrine à 5 unités de glucose est improbable par suite 

des tensions qui apparaîtraient au niveau de l'anneau (142>, mais des 

homologues supérieurs à 8 résidus de glucose existent. Ces composés se 

présentent sous forme d'anneau, conséquence de la conformation en chaise Cl 

(121) des résidus glucopyranose et de leurs liaisons glycosidiques du type 

a 1-4 (figure 2 page 9 > .  

La comparaison des structures des cristaux de cyclodextrines (a-, j3- 

et Y-) révèle que les macrocycles ont une forme cylindrique stabilisée par 

des liaisons hydrogène intramoléculaires entre les hydroxyles secondaires 

des résidus glucose adjacents (des carbones 2 et 3) (97). 

Les groupements hydroxyles primaires (OEH) sont préférentiellement 

orientés à l'extérieur du macrocycle. 

Toutes les fonctions hydroxyles secondaires (C:Z et Ca) sont 

localisées sur un des deux bords du tore, taqdis que toutes les fonctions 

primaires (CF) sont placées sur l'autre bord. 



ELgur(F2 : Structures respectives des 3 principales cyclodextrines 
a - a-cyclodextrine 
b - 8-cyclodextrine 
c - Y-cyclodextrfne 
d - (conformation en chaise Cl du D-glucose) 



L'intérieur du tore est tapissé par les groupements C-H et les atomes 

d'oxygène OA et OS. Les ponts osidiques (-O-) axent le centre de la 

molécule. La forme générale des cyclodextrines peut être représentée par un 

tronc de cône constitué de 3 couches superposées. La section supérieure (la 

plus évasée) est composée des alcools secondaires. La portion centrale est 

constituée par les groupes C-H, OS et les liaisons glucosidiques. Les 

paires d'électrons libres des oxygènes dirigés vers l'intérieur de la 

cavité produisent une haute densité électronique du "revêtement internen, 

donnant aux cyclodextrines un caractère de base de Lewis (26). La partie 

inférieure est composée des alcools primaires. Les figures 3 et 4 page 11 

résument les principales caractéristiques structurales des cyclodextrines. 

A l'état solide, les cristaux des a-, P-, Y-cyclodextrines 
renferment respectivement 24, 14 et 48 résidus de glucose par unité 

cristalline (147). Elles sont inodores et ont un goût trés faiblement 

sucré. Leur solubilité augmnte avec la température (tableau 1 page 12) et 

elle varie en fonction de la nature et de la concentration du solvant 

(tableau 2 page 12 1. La P-cyclodextrine est la mains soluble des 

cyclodextrines. 

Comparées aux maltooligosaccharides linéaires correspondants, les 

cyclodextrines sont des molécules trés stables. Cependant, elles peuvent 

être dégradées par les acides forts et l'irradiation gamma (13,50,147). 

L'ouverture du cycle par les acides forts est 3 à 5 fois plus lente que 

l'hydrolyse de l'oligosaccharide linéaire correspondant. L'hydrolyse acide 

partielle donne initialement l'oligosaccharide linéaire correspondant. 

Ainsi, c'est en utilisant de la P-cyclodextrine que FRENCH et coll. (46) 

ont les premiers préparé du mltoheptaose pur. Plus tard, KONDO et coll. 

(89) obtinrent les maltooligosaccharides linéaires correspondant 

respectivement aux a-, P- et Y-CD. Une hydrolyse plus poussée donne des 
homologues inférieurs et du D-glucose. UCHIDA et coll. en 1986 (164) ont 

montré que le complexe acide ascorbique-Cu"' était capable de produire une 

dégradation oxydative des P-cyclodextrines dans des conditions 

physiologiques, 

En milieu alcalin, comme les autres oligo- et polysaccharides non 

réducteurs, les cyclodextrines sont stables. 
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E L ~ ~ E L ~  : Structure fonctiannelle des cyclodextrines 

ure 4 : Dimension des cyclodextrines 



m e a u  I : Solubilité dans l'eau des 3  principales cyclodextrines 
en g/100 ml. (111) 

1 Temp ( 'C)  l a-CD I p-CD I i( -CD I 

Tableau II Solubilité des 3  principales cyclodextrines dans différents 
solvants ( X P/V>. (111) 

I Ethanol 1 0 , 9  1 < 0 , 1  1 1 , 3  1 < 0 , 1  1 2 , l  I < 0 , 1  I 

I Propanol 1 0 , 8  1 < O , l  1 1,l I < 0 , 1  1 0 , 7  1 < 0 , 1  1 

I Isopropanol 1 4 , 7  1 < O ,  1 1 2 , 6  1 < O ,  1 1 0 , 6  1 < O ,  1 I 

I Acétone 1 1 , 9  1 < 0 , 1  1 0 , 3  1 < O , l  1 0 , 5  1 < 0 , 1  1 
I I I I I 1 I I 



VI) -TES FInLOGIQlJFG ET TQXJCITF, 

1 
I 6.1. Hydralv C; -e enzy- 
l 

Les enzymes qui hydrolysent l'amidon ont une faible réactivité sur 

Les cyclodextrines. Ainsi, seules les a-amylases sont capables d'hydralyser 

les cyclodextrines à une faible vitesse, les 8-amylases n'ayant aucun 

effet. 

En 1936, FREUDENBERG et RAPP ont été les premiers à observer la 

dégradation des cyclodextrines en présence de Taka-diastase. L'action de 

l'a-amylase d' A s p e r g i l l u s  o ry zae  a été étudiée sur les cyclodextrines 

(66). Une hydrolyse de 24 heures montre que 98 p.100 d'a- et 83 p.lOO de 0- 

cyclodextrines sont encore présentes et qu'il n'y a pas d'oligosaccharide 

supérieur. Par contre, les 1-cyclodextrines sont trks rapidement 

hydrolysées par l'a-amylase (tableau III et figure 5 page 14). Les Km et 

Vmax abservés varient en fonction des espèc-es étudiées et selon les auteurs 

(66,141). 

En 1970, KEAY (73) observe que l'a-amylase de B a c i l l u s  s u b t i l i s  

I hydrolyse l'amidon et la B-cyclodextrine en glucose. 

Kc CLOSKEY et PORTER (101) constatent que les cyclodextrines peuvent 

être métabol isées par Baui l  1  u s  polymyxa et Baci l  l u s  m u e r a n s .  

ROBYT et.FRENCH (123) utilisent sur divers substrats l'amylase 

exocellulaire de B a c i l l u s  polymyxa, décrite pour la première fois par 

TILDE8 et HUDSON en 1942 !161).Cette amylase dégrade les a-, j3- et a- 
cyclodextrines. Cependant, les vitesses initiales sur ces substrats sont 

plus faibles que la vitesse d'hydrolyse de l'amylase. 

Des cyclodextrinases ont été isolees de B a c i l l u s  coagulans  (811, 

S s p e r g i l l u s  aryzae  et de f l a vobac t e r ium  s p .  (34,149). Ces enzymes, a- et j3- 

cyclodextrinases, ouvrent d'une manière significative seulement les a- ou 

les 0-cyclodextrines, 



i Tableau : Distribution des ml tooligosaccharides de 1 ' hydrolyse 
des a-, $- et Y-CDS par 1 a-amylase da Asprgi 11 us orpzae 
h pH 5.2 et 37'C, aprds 24 heures (149). 

t mal tose 
(vrnol /me- 103 ) 

EigueS : Hydrolyse des a-, $- et Y-,CDS par 1' a-amylase 
d'Aspergillus oryzae h pH 5,2 et 37'C (149) 
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cas des cyclodextrines en particulier et des additifs alimentaires d'une 

façon générale, 

7 I L &tude de l'action de la microflore du côlon humain sur l'a- et la 

3-cyclodextrine a montré que la majorité (24 sur 30) des souches de 

bactéroïdes s~iectionnées dégrade les cyclodextrines. En présence de 

cyclodextrines, l'activité cyclodextrinase apparaît aprés 4 heures 

d'incubation. Les produits de la réaction d'hydrolyse renferment du glucose 

et des maltaoligosaccharides. 
- 

Cependant, la consamktion à long terme de J3-CD semble modifier la 

nature de la microflore. Ainsi, certains auteurs ont observé aprés deux 

semaines, une excrétion 10 à 100 fois plus importante de Bifidobactéries 

dans les matières fécales chez l'homme adulte qui consommait 10 g/jour de 

j3-cyclodextrine, 

En fait, la différence fondamentale entre le métabolisme de l'amidon 

et le nétabolisme des CD est que le premier s'effectue 'dans l'intestin 

grêle, alors que le second s'accomplit dans le côlon. Le métabolisnie de 

l'a-cyclodextrine est le plus lent et celui de la 1-cyclodextrine est 

beaucoup plus rapide que celui de la 8-cyclodextrine. 

11 est admis que i'administration orale de cyclodextrine à des rats 

et des chiens n'est pas toxique si la dose journalière est inférieure à 600 

mg/kg, ou ne dépasse pas 3 p. 100 de la ration alimentaire (143,1441. Chez 

l'homme, la prise journalière ne doit pas excéder 1 à 2 g/ jour (,25 %/kg>. 

Des études ont montré que l'administration sous-cutanée ou 

intramusculaire de cyclodextrines (a et P >  provoquent une nécrose des 
tissus correspondants. La cytologie révèle des lésions rénales (néphrose>, 

et la présence de cristaux en aiguille dans le cytoplasme des cellules 

épi thel iales, 

Dans le cas de 1' administration intraveineuse des a- et .fi- 

cyclodextrines, on observe des né?hroses. Cependant, aucune mortalité n'est 

observée pour des doses de i000 mg/kg, expérimentation effectuée chez la 

souris. 



La D.L. 50 pour la a-cyclodextrine chez la souris et le rat est 

respectivenent supérieure à 4 g et à 2,4 g/kg ce qui en ferait une molécule 

de choix pour la microencapsulation de médicaments injectables. 

Les auteurs rapportent que des concentrations de 3 mM en P-CD, 6 mM 

en a-CD et 16 mM en 1-cyclodextrine dans du tampon phosphate isotonique 10 

mM provoquent une hémolyse. Les cyclodextrines libèrent le cholestérol de 

la membrane cellulaire (149). 

Par contre, certains médicaments inclus dans des cyclodextrines 

perdent leur effet hémolytique. Cet effet protecteur pourrait être mis à 

profit dans l'administration parentérale ou dermique qui provoque 

généralement une hémolyse ou une irritation locale. 

Les cyclodextrines n'ont pas d'effets physiologiques sur les micro- 

organismes qui peuvent les métabol iser. Cependant, dans certains cas, les 

effets spécifiques observés peuvent être technologiquement trés 

intéressants. 

Par exemple, la conversion microbiologique de l'hydrocortisone en 

prednisolone, réalisée dans une solution aqueuse de P-cyclodextrine, permet 

une augmentation de plus de 300 p.100 de la production de stéroïde avec une 

vitesse de réaction plus rapide. De même, la synthèse d'acides gras par 

1' intermédiaire de lilycobacterium smegmatis est stimulée en présence de 

cyclodextrines et souvent adliorée avec les cyclodextrines méthylées ou 

propylées. 

Chez Bordatella pertussis, trés sensible à certains inhibiteurs, 

l'addition de diméthyl- ou de triméthyl- B-cyclodextrine augmente d'un 

facteur 100 la production d'une toxine. L'addition de j3-cyclodextrine dans 

le milieu de fermentation de Streptomyces sp. favorise la production des 

lankacidines A et C (1321. 



Des études de fermentation de levures amylolytiques ont montré que 

la présence de fi-cyclodextrines comme seule source de carbone augmente la 

production d'a-amylase et de glucoamylase exocellulaires (33). 

Les eaux résiduaires des industries renferment une grande variété de 

substances organiques toxiques. Ces composés peuvent être dégradés au moyen 

de traitement biologique par certaines levures et bactéries présentes dans . 

les boues activées, seulement si leurs concentrations n'excèdent pas un 

seuil critique. Dans le cas contraire, l'addition de cyclodextrine permet 

de complexer une importante partie de ces composés. La cyclodextrine se 

comporte alors comme un "entrepôt" dynamique, et 1' équilibre de 

dissociation du complexe dirige le procédé (149), 

7.1. G~JIQJPYP d'inclusion 

Les complexes d'inclusion sont des cristaux contenant deux espèces 

différentes, invité et hôte, dont l'association diffère de celle des autres 

complexes ou des cristaux mixtes sur deux points essentiels : géométrie. et 

liaison chimique. 

Il y a inclusion totale des molécules invitées dans les cavités 

formées par un hôte squelette ou matrice. Ces cavités sont des cages, des 

canaux ou des couches isolées. 

7.2. -es c~lmplew~s d' inclusian avec les q~cl~dextriSfLS 

~'uie des plus importantes propriétés des cyclodextrines est leur 

capacité à former des composés d'inclusion avec une grande variété de 

molécules (figure 6 page 19). Ces molécules "invitées" sont encastrées dans 

la cavité des cyclodextrines "hôtes". Les inclusions ont lieu en solution 

et à l'état solide. Cette remarquable caractéristique distingue les 

cyclodextrines de la majorité des autres molécules hôtes, qui demandent une 

cristallisation en réseau pour fournir des cavités appropriées (61). 



E i s ; d ,  : Complexe d' inclusion du p-xylène par las cyclodextrines 



Les cyclodextrines sont capables de former des complexes d'inclusion 

avec des composés qui ont des dimensions compatibles avec celles de la 

cavité de la cyclodextrine. La formation de complexes d'inclusion dépend 

aussi de la polarité de la molécule invitée. Des molécules plus 

volumineuses que la cavité peuvent aussi formr des complexes d' inclusion 

avec certains de leurs groupes ou de leurs chaînes latérales. 

Selon COHEN et LACH (231, Les facteurs géométriques sont plus 

importants que les facteurs chimiques. Ces facteurs déterminent le genre de 

molécules qui peut pénétrer dans la cavité de la cyclodextrine. 

Les dimensions moléculaires ont un rôle essentiel. 

La formation des complexes d'inclusion est régie par 3 facteurs : 

- perte d'eau de la surface interne du tronc de cône, accompagnée 
d' une réduction d' énergie; 

- capacité de la molécule invitée de s'emboîter intégralement ou 
partiellement dans la cavité (critère principal); 

- transfert d'une partie de l'énergie de la cyclodextrine sur la 

molécule invitée dû à l'environnement hydrophobe. 

Les formations de complexes d'inclusion sont le résultat de diverses 

interactions intermaléculaires telles que l'hydrophobicité, les forces de 

Van der Waals et les liaisons hydrogène. 

m En solution aqueuse, lorsque les molécules "invitées" ont des 

dimnsions moléculaires similaires, ce sont les résidus ou les molécules 

les plus hydrophobes qui présentent la plus grande affinité pour la cavité 

de la cyclodextrine. Les molécules emprisonnées sont orientées dans la 

cyclodextrine de façon à favoriser le maximum de contact entre leurs 

parties hydrophobes et la cavité apolaire de la cyclodextrine (76). 



I ' 8.1. C Q X ~ ~ L  exes d 1 on des c v c l n ~ ~ ~ s  et de leurs d6rivés 

G?2.36.38.39.63.69.8339881(388 1 ~ 2 5 . 1 2 6 . 1 ~ 9 . 1 6 6 )  

Dans le complexe d'inclusion, chaque molécule invitée est 

individuellement incorporée dans la cyclodextrine. Cette "micro- 

encapsulation" peut modifier les propriétés physiques et chimiques du 

composé qempr isonné . 

La microencapsulation permet d'augmenter la stabilité à la 

température aussi bien h l'état solide qu'en solution. Elle diminue la 

volatilité des produits en augmentanit le point d'ébullition ou en modifiant 

les conditions de vaporisation. 

L'inclusion permet de protéger des effets simples ou combinés de la 

chaleur, de la lumiere et des sels mktalliques quant à l'oxydation des 

nmlécules organiques, Si l'interaction "hôte-invité" peut protéger une 

molécule en phase soluble, cela ne doit pas être érigé en principe car, les 

cyclodextrines peuvent catalyser des réactions hydrolytiques et favoriser 

la dégradation de telle ou telle molécule. Le résultat dépendra des 

molécules invitées, des cyclodextrines employées et du pH du milieu. 

Des études ont démontré que la formation de composés d'inclusion 

augmentait la solubilité de certains médicaments, ce qui peut induire une 

amélioration de la biodisponiblité (67,88,102,107). 

L'administration de médicaments sous forme de composes d'inclusion 

avec les cyclodextrines se traduit par une concentration plus élevée et une 

stabilité accrue du principe actif dans le plasma sanguin, ceci pouvant 

entrainer une augmentation de l'efficacité du médicament (102,114) 

D' autres améliorations résultent de la "micro-encapsulation" : 

conservation des arômes (4,98), réduction de l'amertume des jus de fruits 



(135) et des médicaments, protection des muqueuses de l'estomac contre les 

"anti-inflammatoires", réduction des doses, accroissement de l'effet 

thérapeutique (68,137) et modification de la réactivité chimique de la 

molécule invitée. 

8.2. Q@a,g e de cvcln-e- . sur . m i c e  

Les cyclodextrines peuvent être greffées sur un support polymêrique 

comme le Sepharose 6B ou du silica gel (136). Ce type de gel peut être 

utilisé pour la chromatographie d'affinité (96,105,163). La cyclodextrine- 

glucosyltransférase, la pullulanase, la P- et l'a-amylase de céréale ont 
été purifiées sur de tels gels (13). 

Hises au point par ARMSTROXG D.W. et coll. (5,6,19), les phases 

greffées h base de cyclodextrines sont aujûurd'hui co~rcialisées. 

Développées à l'origine pour la séparation d'isomères optiques, elles ont 

rapidement montré des possibilités étonnantes en phase inverse classique et . 
mêms en phase normale où leur sélectivité est voisine de celle des phases 

diols (19,20,27,30,31,59,90,93,170). . 

1 8.3. BDDZicatiançstridles des cy-ines 

L'utilisation des cyclodextrines permet de stabiliser les produits, 

de transformer des liquides en solides, de réduire les emballages, 

d'obtenir des compositions standardisées, de simplifier les dosages et les 

I manipulations et enfin de réaliser une économie d'énergie, 

1 -  Depuis une quinzaine d'années, un grand nombre d' industries ont 

I utilisé les cyclodextrines pour améliorer la qualité de leurs produits 

1 - Industrie alimentaire : huiles, graisses, arômes, colorants, 
1 vitamines (4,74,117>. . . , 

- industrie de cosmétologie : Huiles, graisses, parfums, lotions, 
1 shampooings (116,148). , . , 

- Industrie agro-chimique : pesticides, fongicides, herbicides, 

tabac, 



- Industrie pharmaceutique : stéroïdes, barbituriques, anti- 

inflammatoires, (i17,118,119). , . , 

- Industrie chimique : détergents, catalyseurs, séparations 

de composés. . . . 

La plupart des réactions chimiques qui ont lieu dans le règne vivant 

sont catalysées par des enzymes. Ces dernières sont utilisées dans 

l'industrie. Cependant, leur fragilité empêche leur utilisation dans des 

solvants organiques ou à haute température, conditions souvent requises 

lors de la fabrication. 

Les premiers pas vers les catalyseurs moléculaires synthétiques ont 

été réalisés avec les cyclodextrines. 

Ces macromolécules sont capables : 

- de reconnaitre et de fixer un substrat; 

- de catalyser certaines réactions. Le phénomène de catalyse par les 

cyclodextrines a été mis en évidence par CRAMER (241. Ainsi, l'hydrolyse 

d' esters, 1' ouverture de cycles ou 1' halogénation sélective (28) peuvent 

s'expliquer par un mécanisme de catalyse covalente (la cyclodextrine 

établit une liaison covalente avec la molécule invitée). 

Ces propriétés font de ces molécules des modèles simples pour 

1 ' étude des mécanismes de la catalyse enzymatique. 

La cavité de nature hydrophobe des cyclodextrines est délimitée par 

des fonctions hydroxyles qui, selon le pH de la solution, peuvent gtre sous 

forme acide (OH) ou sous forme basique (0-1. 11 en résulte une potentialité 

de catalyse acido-basique similaire 5 celle des enzymes naturelles comme 

les hydrolases. Cette propriété fut observée en 1963 par CRAXER (28) lors 

de l'hydrolyse accélérée de pyrophosphates en présence de cyclodextrines. 



-24- 

8.4.2.  Gri=Iif;rPn d'un ~ z t e  actif , . + 1' - 1' 

Afin de mimer des enzymes naturelles, des chimistes ont introduit 

(ou greffé) dans les cyclodextrines des acides aminés ou des coenzymes 

constitutifs de site "actif" de biocatalyseur (169). 

Ainsi, des enzymes artificielles ont été synthétisées : 
l 

- hydrolases (déacétylase, protéasel; i 

- oxydases; I 

- transaminases 

Les enzymes artificielles obtenues à partir de cyclodextrines 

branchées sont plus efficaces que celles obtenues à partir de 

cycladextrines natives. 

Bien que les vitesses observées par ces systèmes soient supérieures 

2~ celle de la réaction non catalysée, elles restent inférieures à celle de 

la réaction catalysée par l'enzyme naturelle. 

Cependant, BRESLOW (16), avec un sytème enzymatique artificiel 

mimant les protéases, mesure une vitesse d'hydrolyse de la liaison ester 

supérieure à celle observée paur les protéases agissant sur un substrat de 

type ester Cfigure 7 page 251. 

1x1 1 

Le marché mondial des cyclodextrines reprksente environ 700 

tonneslan. Deux sociétés se partagent ce marché. Il s'agit de i' entreprise 

CHINOIN en Hongrie qui proauit la j3-cyclodextrine depuis p l u s  de vingt ans, 

et la commercialise principalement en Europe de l'Est - ljautre est au 
Japan : BiHQN SHûiiUHIN U K O  Ca qui fabrique ce composé Cepuis ?lusieurs 

années (1980) et la commercialise dans le Sud-Est asiatique. Le groupe 

C .  P.C. {TJ, S. A, > ,  quant à lui, fabrique 70 tonnes/an environ de 

cyclodextrines. 



S + C  C-S 

- 

Eigwur : Representation sch&matique de l'hydrolyse de phhnyle-acetate (SI 
en acide achtique (Pl) et phenal <Pz> catalysee par les 
cyclodextrines (Cl (16). 



D'autres S o c i é t é s  s e  l ancen t  a c t u e l l e n e n t  s u r  l e  marché. Sur c e l u i  

de l 'Europe de l 'ouest n a i s s a n t ,  les  e n t r e p r i s e s  t e l l e s  que. AVEBE (Pays- 

Bas),  RHONE-POULEHC et  ROQUETTE a t t e n d e n t  les a u t o r i s a t i o n s  a d m i n i s t r a t i v e s  

paur c a m e r c i a i i s e r  e n  France c e s  molécuies.  

En ce q u i  concerne la  C.E.Z. ,  l a  3-cyc ladext r ine  e s t  a u t a r i s é e  en  

R.F. A . ,  au:< Pays-Bas, e n  Belgique e t  au Luxembourg conme i n g r é d i e n t  "dérivé 

de l ' amidon" . 



La cyclodextrine-glucosyltransférase ( l,$-a-D-glucane : 1,4-a-D- 

glucopyranosyl transférase <ayclisantej, EC 2.4.1.19 ) est capable de 

convertir l'amidon ou d'autres a-1,4 glucanes en cyclodextrines par un 

mécanisme de transglucosidation intramoléculaire. 

Le mécanisme réactionnel est en fait complexe. En effet, la 

cyclodextrine-glucosyltransférase catalyse au moins trois réactions 

(78,113) : 

G G 
/ - / 

G G--G G 
/ CGTase / \ / 

G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G -------- > G G + (3-G-G-G-G-G 
\ / 
G--G 

- ides : élongation des 

chaînes par rupture des cycles et association à des oligosaccharides : 

G--G 
/ \ CGTase 
G G +  A -------- > G-G-G-G-G-G-A 
\ / 
G--G 

Donneur Accepteur 

CGTase 
G, + G* -------- > G<m+x> + Gcn-x> 

Gn e t  Gm = chaî ne a- l,4-D-glucopyranosyl 
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n et m = résidus D-glucopyranosyl 

x = partie d'une chaîne a-1,4-D-glucopyranosyl 

a-CD = a-cyclodextrine 

elle peut par conséquent être utilisée pour synthétiser de nouveaux oligo- 

et polysaccharides (49,1031. 

I I )  Jicsuum 

C'est en 1939 que TILDEB et HUDSON (160,1611 annoncent la découverte 

d'une préparation enzymatique acellulaire capable de transformer l'amidon 

en cyclodextrines. Cette solution enzymatique fut obtenue à partir d'un 

moût de culture de B a c i l l  us m c e r a n s .  

Cependant, on doit associer Sr cette decouverte le nom de SCHARDINGER 

(133) qui en 1904, au cours des travaux qu'il conduisait sur des micro- 

organismes resppnsables d'intoxications alimentaires, isola fortuitement un 

micro-organisme ayant résisté à la stérilisation par la vapeur. Il le nomma 

Baci l  l us m c e r a n s .  D' abord géné par ce micro-orga~ism, SCHARDINGER 

l'étudia par la suite pour la production d'acétone et d'éthanol. Ce n'est 

qu'un peu plus tard qu'il le testa sur l'amidon et obtint des cristaux de 

cyclodextrines par extraction alcoolique, Il pensait alors que ces 

macrocycles étaient des produits d'excrétion du micro-organisme. 

L'extrait enzymatique de B a c i l l u s  m c e r a n s  diffère essentiellement 

des autres systénies amylolytiques par le fait qu'il dégrade l'amidon sans 

augmentation notable du pouvoir réducteur. 

La question est alors de savoir si les préparations de B a c i l l u s  

macerans sont des &langes de deux amylases ou plus, l'une ayant une 

activité amylolytique et l'autre formant des cyclodextrines, ou si 

l'activité amylolytique est une propriété intrinsèque .de l'enzyme qui 

produit des cyclodextrines. 

Tous les auteurs engagés sur ce sujet ont porté leurs efforts sur 

l'"enrichissement" en enzyme, jusqu'à l'obtention d'une forme cristalline 



'bien definie. Ces travaux ont entrainé l'optimisation de la production de 

1' "amylase" de B a c i l l  us macerans  (EMAi. 

1 II > -GE DE L' ACTIVITE DE LA CYCLODFmXE-GJ,VCn SYLTRANSFERASE 

Les différentes techniques utilisées reposent soit sur le dosase des 

produits formés,soit sur la disparition du suSstrat (50). 

ta première méthode fut mise au point par TILDEN et HUDSON en 1942 

(161). Elle utilise la propriété complexante des cyclodextrines avec l'iode 

au cours de la cristallisation. C'est une méthode complexe qui engendre de 

nombreuses erreurs. En effet, différents facteurs peuvent influencer la 

cristallisation des complexes "cyclodextrine-iode" : le temps, la 

concentration, la température, les proportions des différentes 

cyclodextrines, et la présence de sels. Cependant l'observation 

microscopique de la forme et de la couleur des cristaux permet de 

différencier les a-CD des 0-CD fordes, 

La méthode la plus utilisée repose sur la mesure de la variation de 

coloration du complexe amidon-iode (77,109). Une autre, mains développée, 

repose sur la mesure de la diminution de la viscosité du substrat (13). 

Cependant, ces deux techniques ne peuvent s'appliquer qu'à des solutions 

enzymatiques pures. En effet, ces dosages ne sont pas spécifiques et 

mesurent une activité amylolytique globale qui peut être due à 

l'association de diffarents systèmes enzymatiques (a-amylase, 

amyloglucosidase, pullulanase...>. 

Certaines méthodes reposent sur le dasage du substrat non converti 

par la CGTase. Ce dosage indirect et peu sensible est réalisé au moyen 

d'amylase et de giucoamylase (109) qui hydrolysent les chaînes linéaires en 

monosaccharides, Les  produits ainsi formés sont dosés soit à l'aide d'une 

glucose oxydase (1091, soit par un dosage classique des sucres réducteurs 

(79,104) , 

En i981, BEWER ( 1 0 )  a mis au point .ne méthode qui permet de 

I mesurer la vitesse initiale d'apparition des a-CD. Le principe du dosage 
1 
1 repose sur l'augmentation de la D . O .  à 290 nrn lorsque les a-CD se 
l 

complexent à l'iode. Une autre méthode consiste à mesurer la variation 

d'absorbante à 546 nm lorsque les a-CD sont complexées au méthylorange (953 



La Iiiéthode colorin&triqua l a  plus sensible e s t  c e l l e  de VIBLMDlï 

(167). El le  repose aur la m u r e  de l a  d(aco1oration de l a  ph6nolphtaléine 

en m i l i e u  basique en pr4sence de CD. Cette &thode permet de doser les B-CD 

dans une gamme de concentrations a l l an t  de O h 50 pg/mi. Elle e s t  6 f o i s  

moins sensible pour les Y-CD et 60 f o i s  mias pour l e s  wCD. 

Des &thodes plus sensibles  e t  plus complètes ont été développées en 

H. P. L. C. (62,130,150,173) s o i t  par dosage d i rec t  des différentes  

- 4.1, Ucrn ~ r ~ ~ ~ ~ u ~ ~  de' la CG- 

, 
Les souches microbiennes s8lectionnées doivent se cul t iver  

facilenient en fermenteur et' permetten? une o p t i d s a t i o n  de l a  production 

- d'enzym. 

Fendant plus de 70 ans, un s e u l  micro-organisrae a 4t4 &tudi4 miais 

a c t u e l l e ~ ~ t ,  9 a c r o - o r p n i s m r  sont consur pour produire de la CGT- 

<tableau IV p q ~ 1  32). Safi dluatrer w x  agqmrtfaaasnt axr Parr BPrcillw, 
' f ncluant un thermphile  (&cf 11 u s  etaranrtherarrphf lus) et; un Bacf 1  l u s  sp. 

aicalopbile.  une &air sderp~cebi oppart i sn t  aux a n t ~ r o ù a c t ~ r i a r r  ( ~ ï s b s j f e i ~ a  

pnsuwaf ae) e t  u a s  autre, au  génm X ~ ~ ~ O C O C C U I I I .  

Cers diffetrentcbs wuches exigent de 1' amiidon ou d 'autres  a-1,4 

glucanes pour induire l a  production de l a  GGTase, 

! 

Le @ne de l a  CGTase (75,1551 der Bacfl lus  macerans a B t é  clan6 et 

exprirssi chez Esherfchfa  colf e t  Bacfl lus  subt f l f s .  

Le @ne de la CGTase de Klebsfella pneumrinfae m a l  (14) a 4th clÔn4 

chez Escheri chf a cul f . 



FGSP I GP 

I CGTase 

cn2Nn c n p n  cn20H cnlon cnpn cnsn 

Q N 0  + @Qoo no on  
n o  

U H H OH 
NO2 

on n 

: Schéma du mode d'action de la CGTase sur le FGSP et le GP (131). 



a u  IV : Micro-organismes produisant de la CGTase. 

I I I I 
I HICRû-ORGABISMES I CYCLODEXTRIHE I REFEREBCE I 
I I PRODUITE 1 I 
1 .  1- 1- I 
I I I I 
I &ci 1 l u s  m c e r a n s  I a- CD 1 25,34,80,82, 1 
I I 1 140,160,161 1 

I I I I 
I I I I 
I Baci l  1  u s  c i r c u l a n s  I j3-CD 1 80 I 
I I I I 
I I I I 
I B a c i l l u s a l k a l o p h i l u s  I j3-CD 1 109,110,112 1 
I I 1 - I 
1 I I I 
I Baci 1  1  u s  o h b e n s i s  I - 1 130 I 

l B a c i l l u s s p ,  I @-CD 1 3,77 I 

I . Micrococcus sp. I j3-CD 1 13 I 

I I I 
l K l e b s i e l l a  pneumniae  mal I a-CD 1 9  



Le  gène e s t  exprimé e t  l e  produit  du gène e s t  excré té .  Cet te  technique 

permet de c h o i s i r  l a  CGTase l a  p lus  s é l e c t i v e  en  fonct ion du type  de 

cyclodextrine que 1 ' on d é s i r e  obteni r .  

4 .2 ,  Les cnndl t l n n s  de. cul- . . 

Les c u l t u r e s  sont  r é a l i s é e s  en aérobiose,  généralement en  batch dans 

d e s  f i o l e s  a g i t é e s ,  ou dans des  fermenteurs a g i t é s  e t  a é r é s  par  un d é b i t  

d 'environ 1 volume par volune de c u l t u r e  e t  par  minute. Cependant, B a c i l l u s  

1 macerans produi t  également l a  CGTase en anaérobiose. 

Le temps de c u l t u r e  dépend de l a  v i t e s s e  de croissance du micro- 

organisme. En généra l ,  les  c u l t u r e s  durent  2 à 3 jours ,  à l a  température de 

30-37'C pour l e s  mésophiles, e t  A une température supér ieure  à 50'C pour 

les thermophiles. Dans t o u s  les cas ,  l a  zone de pH est comprise e n t r e  6 , 0 0  

e t  8,OO. 

L ' a c t i v i t é  c y c l i s a n t e  est s u i v i e  au cours  de l a  fermentation, 

l o r s q u ' e l l e  a t t e i n t  son maximum la c u l t u r e  est a r r ê t é e .  

Les milieux n u t r i t i f s  u t i l i s é s  pour l a  c u l t u r e  des  d i f f é r e n t e s  

souches son t  complexes. I l s  renfernent  généralement des  amidons so lub les ,  

de l a  fécule  de pomme de terre, de l a  f a r i n e  d 'avoine,  des  cyclodextr ines  

ou des  germes de b lé .  

Les sources  d ' azo te  sont  va r iées  : "corn s t e e p  l iquor" ,  peptone, 

f a r i n e  de poisson, e x t r a i t  de viande e t  de levure ,  f a r i n e  de s o j a  e t  son de 

b lé .  Dans c e r t a i n s  cas ,  d e s  s e l s  d'ammonium son t  u t i l i s é s .  

Les s e l s  minéraux les  p lus  couramment u t i l i sés  sont  l e s  su ivan t s  : 

KLHPOQ, ~ S O A  (7H20) , CaClr , NazCOa, CaCO3. 

I 

Par exemple, B a c i l l u s  38-2 (109) e s t  c u l t i v é e  en  aérobiose,  à 37'C, 

pendant 3 jours ,  s u r  un milieu renfermant [ e n  gramme/litrel : 

peptone C51, e x t r a i t  de levure  C51, amidon so lub le  C 10-201, K~HPOA [ 1 1 ,  

MgSOn 7Ha0 [0 ,21 e t  1SazC01~ C101, pH 10,OO. 



Seule Klebsiel la pneumoniae (13) est cultivée en continu sur un 

milieu dont la composition [en gramme/litrel est la suivante : 

KzHPOa Cl], MieCl E31, MgSOd 7H20 C0,51, KC1 E0,51, citrate de Na E0,51, 

FeSOn 7H-O 10,0251 , CaCL E O, 21, amidon soluble (facteur limitant) C 151, 

caséine hydrolysée C0,61 et extrait de levure C0,61. Le pH est régulé à 

6,80 et la température à 30'C. L'alimentation en milieu nutritif ne débute 

que 8 heures après l'ajout de l'inoculum. Le débit d'alimentation en milieu 

nutritif est égal à 0,12 x volume de la culture par heure. 

La production en CGTase est maximale après 3 jours de culture et 

reste stable pendant plus de 3 semaines, Ainsi, cette technique permet 

d'obtenir 4 g de CGTase par jour à partir d'un fermenteur de 12 litres.. 

Seuls DE PINTO et CAMPBELL (34) utilisent les ultrasons pour 

extraire la CGTase des cellules du micro-organisme. Cette technique ne peut 

s'appliquer qu'à des quantités relativement modestes de cellules. 

Dans la plupart des cas, la CGTase est excrétée dans le milieu de 

culture. Apr'és avoir écarté les cellules par centrifugation, l'enzyme peut 

être récupérée par précipitation à l'aide de solvants organiques tels que 

l'éthanol ou l'acétone, ou à l'aide de sulfate d'ammonium. Par contre pour 

des volumes plus importants, la concentration par évaporation sous pression 

réduite est souvent utilisée (13). Mais, dans la majorité des cas , ce sont 
les techniques d'ultrafiltration qui donnent les meilleurs résultats (9).  

Lors des bioconversions à l'échelle industrielle, un tel extrait 

brut convient parfaitement pourvu qu'il ne renferme aucuneetrace d'a- 

amylase qui affecterait le rendenient en cyclodextrines ou de protéases qui 

déstabiliseraient le complexe enzyniatique. - 

Par contre, l'étude du système enzymatique ne peut être entreprise 

que sur une solution monomoléculaire. 



Différents protocoles de purification de la CGTase ont été réalisés. 

Cependant, les mêmes techniques sont souvent utilisées. Eous citerons ici 

les étapes classiques : 

- Précipitation des acides nucléiques ; 
Cette opération est réalisée à l'aide de MnC12 ou de sulfate de 

protamine. 

- Adsorption de l'enzyme ; 
Cette méthode est très largement utilisée. Elle consiste à retenir 

la CGTase sur des particules d'amidon pré-éclaté à sec. On y ajoute souvent 

un agent filtrant tel que la célite qui évite le colmatage et facilite la 

formation du gâteau. Cette adsorption est souvent réalisée en présence de 

sulfate d' ammonium. 

L'élution de l'enzyme est réalisée par un tampon dépourvu de sulfate 

d'ammonium, par une élévation de la température, ou par une solution de 

maltose 0,l M en présence de Bac1 3 M. 

L'étape suivante consiste à préparer la solution enzymatique de 

façon à la chromatographier sur échangeur d'ions. 

- Précipitation de l'enzyme 

Les précipitations fractionnées ou totales sont réalisées à basse 

température à l'aide de solvants organiques tels que l'éthanol ou l'acétone 

(112>, ou à l'aide de sulfate d'ammonium. 

Aprés ressolubilisation, l'enzyme subit une dialyse. 

- Chromatographie d'échange d'ions 

Les CGTases sont généralement des protéines acides. Elles sont 

chromtographiées sur des résines anioniques (D. E. A. E. cellulose ou 

Sephadex) . 

- Gel filtration . . 

Cette technique est souvent employée en fin du protocole de 

purification pour "nettoyer" la solution enzymatique. Les gels les plus 

cités sont des Sephadex@ G75, GlOO et G150, ou des Biogela Pl00 et P150. 
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- Autres techniques 

Généralement, les techniques pré-citées permettent d'obtenir des 

préparations homogènes. Cependant, certains auteurs ont utilisé la 

chromatographie d'affinité, l'électrophorèse préparative en gel de 

polyacrylamide et la cristallisation. 

Le test r i '  homogénéité eSt réalisé par ultra-centrif ugat ion et /ou par 

électrophorèse en gel de polyacryla-mide en présence de S. D. S. , 

A titre d'exemple, nous avons reporté sur la figure 9 page 37 le 

schéma de purification de la CGTase du Bacillus 38-2 alkalophile (109). Ce 

protocole paraît encore plus lourd et plus complexe si on le compare à 

celui mis au point par LAZLO et coll. en 1981 pour la purification de la 

CGTase de Bacillus circulans (96). 

En effet, après concentration le surnageant de culture est 

directement chromatographié sur une colonne d' affinité obtenue par cou$age 

d'a-CD sur du Sépharose 6B@. La capacité théorique du gel est très élevée, . 

ce gel peut retenir 40 mg de CGTase par ml de gel sédimenté. Après lavage 

de la colonne par une solution de liaCl O,1 M, l'enzyme est éluée par une 

solution d'a-cyclodextrine à 1 p. 100. On récupère ainsi 90 à 92 p. 100 de 

l'activité initiale avec un facteur de purification égal à 113, Cependant 

d'autres études ont montré (13) que ce protocole ne convenait pas à toutes 

les CGTases. En effet, il semblerait que certaines CGTases soient plus 

affines pour les @-CD. Dans ce cas, le principe reste valable, il suffit de 

préparer un gel d'affinité à l'aide de @-CD. 
. 

VI) -TES PHYSICO - C- 

Les valeurs des différents paramètres sont reportées dans le tableau 

V page 38. 

- La température optimale d'action des différentes CGTases est 
comprise entre 50 et 70°C, 



EXTRAIT ACELLULAIRE n 

1 EXTsAIT BRUT 1 

-2O'C 
1 

I Ressolubilisation dans l'eau 
Dialyse (contre de l'eau, 2 jours) 

PRECIPITE 

Amidon de blé (3%) 
Sulfate d'ammonium (2021, Bac1 (1 M) 

1 4 

SURBAGEABT 

EBZYME ADSORBEE FILTRAT 

par un tampon phosphate 10 mM pH 7,00 
Sulfate d'ammonium (20 X I ,  WaCl (1 M) 

* 

Lavage par éthanol -2O'C 
Séchage sous vide v , 

Desorption par un tampon phosphate 10 ml4 pH 7,00 
Sulfate d'ammonium (2O%), EaCl (3M), Maltose (0,l Ml 

4 t 

SOLUTION EBZYUTIQUE AMIDON 

Dialyse (eau, glycine-HaOH 10 mll pH 8,5, NaC1 0,l M> 

Chromatographie (DEAE-cellulose équilibrée dans le même 
tampon) 

1 

Schéma de purificatipon de la CGTase de 
Bacf 11 us 38-2 alkalophile (109 

FRACTIONS ACTIVES 

r 

FRACTIOE ACTIVES 

FRACTIOBS INACTIVES 

FRACTIONS INACTIVES 

- 
Concentration (Ficoll 400) 
Chromatographie (Sephadex G-100) 

i 

Cqncentration (Ficoll 400) 
Chromatographie (DEAE-cellulose) 
Blectrophorèse préparative sur gel d'acrylamide) 

v v 1 r 

CGTASE BASIQUE 
(pH opti. 9,5> 

b 

CGTASE ACIDE 
(pH opti. 4 ' 6 )  

b 

CGTASE BEUTRE 
(pH opti. 7,O) 





- Le pH optimal est compris entre 5,00 et 6,00, Seule la CGTase du 
Bacillus 38-2 possède une plage relativement large allant de pH 4,50 à pH 

9,oo. 

Ces conditions physico-chimiques optimales sont rarement respectées 

au niveau industriel car pour transformer la plus grande quantite de 

substrat, le système enzymatique doit rester actif pendant plusieurs jours. 

ûn doit donc tenir compte des conditions optimales de stabilité. 

A 1' exception de la CGTase de Bacil 1 us stearothermophil us et de 

Bacilfus sp. IT25, les CGTases des espèces bactériennes ne sont pas 

thermostables. Cependant, la presence de substrat les protège efficacement 

contre la dénaturation thermique. De plus, le calcium semble dans certains 

cas avoir un effet protecteur sur l'activité enzymatique. Dans tous les 

cas, les CGTases sont stables à un pH de 8 et à une température de 50°C. 

t b  6 . 3 .  Effet des ca ~m 

La CGTase est stabilisée par certains cations tels que le Ca.'". 

C'est un phénomène de protection contre la dénaturation thermique induit 

par la stabilisation de l'édifice moléculaire. A ce four, aucun activateur 

n'a été décrit mais au contraire le Hg-+'" et le Fe'""' sont de puissants 

inhibiteurs. 

La CGTase n'est pas une enzyme métal-dépendante. 

Les valeurs des pHi des différentes CGTases, qui oscillent entre 4,5 

et 6,8, traduisent un caractère acide commun quelle que soit l'origine. 

k 1' exception des VGTases rie Bacil 1 us mcerans et de Eacill us sp. 

IT25, toutes les CGTases po:àsèdent une chaîne peptidique unique ayant une 

masse moléculaire comprise entre 68000 et 89000 daltons. 

A la vue des proprietés des différentes CGTases, ces dernières 
semblent constituer un groupe homogène. 



La CGTase est connue pgur catalyser réversiblement les réactions 1 

et 2 : 

- Réaction 1 : 

cyclisation -------------- G" ( -------------- > Gcn-x> + C G ~  
couplage 

- Réaction 2 : 

activité disproportionnante ............................ G" + 61 < ............................ > G<n-X> + G < ~ + x s  

où G, et G, sont des chaînes de n et m résidus glucopyranose reliés entre 

eux par des liaisons a 1-4., x est une partie de la chaîne et CG, des 

cyclodextrines. La partie de la chaîne glucidique non réductrice 

(considérée comme le donneur) est transférée par l'hydroxyle HO-1 sur 

1 ' hydroxyle HO-4 de 1' accepteur. 
Tout porte à croire que la réaction de cyclisation est en fait un 

cas particulier de l'activité "disproportionnante", l'extrémité non 

réductrice de la m&me chaîne jouant le rôle de l'accepteur. On imagine 

alors le rôle important de la cpnformation en hélice de la chaîne pour 

former une cyclodextrine. 

En fait, la CGTase catalyse une réaction à deux substrats. Certains 

auteurs en ont conclu qu'elle devait posséder deux sites de fixation : un 

pour le donneur et un pour l'accepteur (12,13>. La spécificité du site de 

l'accepteur n'est pas réduite au glucose ou aux seuls 

maltooligosaccharides, Plusieurs séries d'accepteurs parmi d'autres 

glucosides ont été identifiées (21,49,78). 

Les réactions de cyclisation sont favorisées par les longues chaînes 

glucidiques qui renferment entre 16 et 80 résidus de glucose. Cette 

longueur permet au substrat d'adopter l'hélicité qui favorise la 

cyclisation. Ainsi 1' amidon, 1' amylopectine, 1' amylase, la fécule de pomme 



de terre, le glycogène et les P-dextrines limites de l'amylopectine ont Bté 

testés en tant que substrats potentiels. Tous sont convertis en 

cyclodextrines. Cependant, les taux de conversion diffèrent d'un substrat à 

l'autre. 

La mise. en évidence de petites quantités de cyclodextrines branch4es 

lors de l'hydrolyse de l'amylopectine démontre que l'activité cyclisante 

n'est pas bloquée au niveau des points de branchement du substrat (13,21>. 

Cependant, KOBAYASHI (84) affirme que les points de branchement provoquent 

une diminution de la vitesse de réaction du système enzymatique d'un 

facteur 100 environ. 

La présence de glucose ou de maltose dans le milieu diminue 

considérablement la production de cyclodextrines, Ces deux composés peuvent 

servir d'accepteur lors de la transglucosidation. Ainsi en 1'985, BENDER 

(12) titudia l'effet de différents maltooligosaccharides sur la cyclisation. 

Bien qu'ayant mis en évidence que le glucose était un accepteur, il n'a pas 

réussi à mesurer une inhibition de la vitesse initiale de cyclisation. 11 

supposa alors que le glucose possédait une trop faible affinité pour le 

site de l'accepteur. Par la suite, il montra que le maltose provoquait une 

inhibition de type compétitif et qu'une seule molécule de maltose se fixait 

par molécule enzymatique (Ki = 2,6 mM>. Le maltotriose est aussi un 

inhibiteur compétitif mais cette fois deux mlécules de naaltotriose se 

fixent par molécule enzymatique. 11 en est de même pour les homologues 

supérieurs qui cependant deviennent d'assez bons substrats. 

Ainsi au cours de la mêm étude, BENDER a étudié l'action de la 

CGTase sur des maltooligosaccharides purs. Les vitesses initiales de 

l'activité "disproportionnante" ont été mesurées à des concentrations 

variables de maltose, maltotriose, maltotétraose et maltopentaose. 

Le tableau VI page 42 montre que l'affinité et surtout la réactivité 

du système enzymatique augmentent significativement du maltotriose au 

mltopentaose. L' identification des produits de la .réaction montre que le 

m1to:ïe est le produit initial majeur formé au cours de l'"hydrolysew des 

mltooligosaccharides supérieurs. Dans ces conditions, la libération de 

glucose n' est pas mise en évidence. Seules de faibles quantités de 

mltotrioses sont détectées. 



waj : Action disproportionnante (Vdisp.) et cyclisation initiale 
(Vcycl. > sur des maltooligosaccharides de la CGTase de 
Klebs ie l la  pneuntoniae selon BEXDER (12) 

I 1 l I 
I  I  I 1 
l Vdisp. I Km l Vcycl . I 
I I I  I 
IKat .Kg- '  prot I mM I Ka t .  Kg-' prot I 

I  Maltose I - I - 1 - 1 
I 1 I 1 I 
I I I I I 
1 Maltotriose I 2,22 I 11,78 I - 1 

1 1 1 I I  
I " "tétraose I 4,76 I 10,53 I - 1 
1 I I  I t 
I 1 I  l  I 
1 " " pentaose 1 5,71 1 .  8,33 I  0,92 I  
I - l I 1- I 
l I  l I  I 
1 "hexaose 1 S. D. 1. N. D. l 1,3 I 
I - I - 1  1- I  
I l 1 1 1 
I " "heptaose I S. D. 1 DT. D. l 1 , 4  i 



Le dosage calorimétrique des cycles formés montre que l'action 

"disproportionnante" de la CGTase sur les maltotétraoses ne fournit pas un 

produit qui permet la cyclisation directe. Par contre sur les 

maltopentaoses, la vitesse initiale de cyclisation est mesurable (tableau 

VI page a>. Ainsi, si on a 2 Gg -------- CGTase > Gs + G1 comme premidre 

réaction, alors on peut en conclure que le plus petit maltooligosaccharide 

qui permet la cyclisation initiale est un maltooctaose. 

Les maltohexaoses et maltoheptaoses fournissent des produits qui 

permettent la cyclisation à des vitesses plus élevées. 

CRAXER et STEINLE (25) ont montré que la production de cycles 

dépendait de la nature du substrat, les langues chaînes favorisant la 

cyclisation. De plus, SZEJTLI démontre qu' il n' existe pas de corrélat ion 

linéaire entre le taux de conversion réalisable et la quantité d'enzyme 

mise en oeuvre. Ainsi empiriquement, il formule une équation qui permet de 

déterminer la quantité d'enzyme qu'il faut utiliser pour obtenir de bons 

rendements en des temps courts : 

où S représente la concentration en amidon en g/100 ml, et CR représente la 

concentration en enzyme exprimée en Unité TILDEN et HUDSON (160) par gramme 

de milieu. 

7.4 .  W o r t  des dif fArents cycles iixmcka P 

migré leur grande similitude moléculaire, les CGTases peuvent être 

séparbes en deux groupes. L'un comprenant des CGTases qui produisent en 

majorité des a-CD et l'autre comprenant des CGTases .qui produisent 

principalement des j3-CD en phase initiale de réaction. 

Ainsi pour produire des cc-cycMextrines, les CGTases de K. 

pneumoniae 2115 (43,44) et de Bacillus macerans sont les mieux adaptées. 

&pendant en modifiant les conditions de conversion, on peut utiliser la 

CGTase de Mi crocaccus sp. (13 > . 

Pour la production de P-CD, les enzymes de Bacillus mégatérium ou de 

Bacil lus alhalophil us sp. sont préfbrentiellement utilisées. 



Toutefois en modifiant les conditions, les CGTases de B. macerans et de K. 

pneumuniae permettent d' obtenir ce macrocycle (13,461. 

Bien qu' il n' existe pas d' enzyme produisant spkcif iquement des Y-CD, 

BEBDEi? a utilisé la CGTase de K. pneumoniae dans des conditions bien 

définies (il) pour augmenter le taux de production de ce macrocycie. 

La figure 10 page 45 illustre les rapports des différents types de 

cyclodextrines suivant le type de CGTase utilisé (801, Les conditions 

expérimntales sont les rnèmes pour chaque essai : 200 pl d'enzyme à 2 U / m l ,  

1 ml d'amidon soluble à 1 p.lOO en tampon acétate de sodium 10 mEiI. pH 5,60. 

Comme pour les autres enzymes, l'immobilisation de la CGTase sur des 

matrices macromaléculaires présente des avantages économiques pour la 

production des cyclodextrines (13). En effet malgré le faible rendement 

obtenu au cours de l'immobilisation, 25 p.100 en moyenne, cette technique 

permet d'obtenir une plus grande réactivité par unité de volume. 

En partant d'une solution enzymatique pure, on diminue les risques 

de réactions enzymatiques secondaires qui pourraient nuire à la production 

des cyclodextrines. 

Lors de l'immobilisation de la CGTase, on utilise un bras 

suffisamment long qui permettra une relative mobilitci de l'enzyme. Dans ces 

conditions, les rendements de production sont comparables à ceux obtenus 

avec l ' enzyme i ibre . 

Ainsi la CGTase du Bacillus 38-2 alcalophile a été inmobilisée sur 

un copolymère de polyvinylpyrrolidone. Les propriétés de l'enzyme 

immobilisée restent inchangées, seule la température optimale passe de 50 à 

55'C. Aprés 4 cycles d'utilisation de 2 semaines chacun à 5 5 ' C ,  le réacteur 

a conservé son activité initiale. L'immobilisation en présence d'une 

pullulanase permet de convertir 46 p. 100 d'une solution d'amidon à 15 p. 100 

en cyclodextrine. 

De eme, les CGTases de B. stearothermuphilus et de B. mcerans ont 

été immobilisées avec succés sur un copolymère poreux de polystyrène pour 

ia première et de La cellulose, des dextrans et un copolymère d'acrylamide 

pour la seconde. 



Figure 10 :Rapport des a-,B- et Y-CD produites 

par differentes CGTases. 

A : CGTase de Bac i l  l u s  megaterium. 

B : CGTase de Baci 11 u s  c i r c u l a n s .  ATCC 9995. 

C : CGTase de Bac i l  1 u s  s t e n r o t h e r m p h i  1 us.  

D : CGTase de Bac i l  1 u s  niacerans IF0 3490. 



Bien que les auteurs restent trés discrets à ce sujet, l'enjeu 

technologique étant important, le comportement en général de l'enzyme et 

plus précisément les propriétés enzymatiques semblent subir de profondes 

modifications (65). 

Ainsi TREDEE! et call. (162) en 1984 sont parvenus à produire des a- 

et P-CD à partir d'un dérivé du glucose : l'a-glucosylfluorure. 

Récemment la société ENSUIKO SEIKO, s'est lancée dans la production 

en bioréacteur de cycladextrine à usage agro-alimentaire. Une solution de 

glucose est introduite en continu sous pression dans l'espace central d'une 

membrane tubulaire et poreuse, membrane sur laquelle sont immobilisées des 

CGTases. En traversant cette membrane, le glucose est converti en 

cyclodextrine. 

Le géne codant pour la CGTase de Klebs i eJ la  pneumn iae  B a l  (14) a 

été clôné chez Escher ich ia  coli. Le produit d'expression est excrété, 

La séquence nucléotidique code pour une chaîne palypeptidique de 655 

résidus d'acide aminé. L'enzyme est synthétisée sous la forme d'un 

précurseur qui possède un peptide signal de 30 résidus d'acide aminé à 

l'extrémité N terminale. Ce peptide est excisr3 entre deux résidus d'alanine 

au moment de l'exportation de la CGTase dans l'espace extra-cellulaire, 

La séquence priniaire de la CGTase a été comparee aux séquences de 

différentes a-amylases (figure 11 page 47). De fortes homologies existent 

entre les résidus 77 et 365 de la CGTase et des régions des différentes a- 

amylases connues pour participer à la fixation du substrat et/ou à la 

catalyse (14). 4 régions de forte homologie ont été mises en évidence, cela 

'tend à prouver que les deux types d'enzyme, CGTase et a-amylase, 

proviennent probablement d' un même géne ancestral. 

Les homologies de séquence primaire entre les diff-rentes CGTases 

sont plus importantes. La comparaison des structures ries CGTases de 

Baci l  1 us macerans et de K. pneumn iae  fait ressortir 1' existence d' une 

homologie de plus de 30 p. 100, Cette homologie atteint 63 p. 100 entre la 

séquence primaire de la CGTase du B. macerans et celle de la CGTase du 

Baci l  lus s p ,  38-2 alcalophile. 



CGT K.pn. 49 CCDLRCLINKLPYLKSU;VTSI~!ITPPIDNVNNTDMGNT GYHCïïiGRDYFRID 
AMY B.St. 20 GTLWTKVANEANNLSSLCITALWL P P A Y K O F S R S D V C Y C W D L Y D ~ ~ K C A V R  
AMY 8.m. 17 CQHWKRLQNDAEHLSDICITAVWI P P A Y K C L M 3 S û N ü Y C P ï D L Y D L û E ~ K ~  
AMY B.SU. 16 NWSFNTLKHNMKDIHDACYTAIQT SPINQVKECNûûDKSIISNWYULYQPTSYQICN 
AMY A.or. 36 KYCM;TWQGIIDKLDYIQCMG~A I W I T P V T A Q t ~ Y G D A ~ I Y S W  
AMY Rat 15 HLFEWRWADIAKECERYLAPKGFC CVQVSPPNERIIINNP8RPmERYQPISYKICc 
AMY Hoa 1 5 flLFEnRMlDIAKECERnNPKGFC CVQVSPPNEiWWûNPSRPUUERYQPVSYKLC ~~- 

hW H. ;. 1 Ë HLFEKRWVDIALECERYLAPKG GVQVSPPNEPfV~ZNNPFRPWWERYQWSYKIC 
M Y  Bar. 20 GFNWESWKQSGGWYNMMMGKVDDI AMCVnlVWtPPPSHSVSNEGYWPCRLYDIDA 

- - - - - . - 
AMY B.st. 
I\MY B.aa. 
AMY B.SU. 
AMY A.or. 
AMY Rat 
AMY Hog 
M Y  H.S. 
MY Bar. 

CGT K.pn. 
AMY B.st. 
AMY B.am. 

72 RYL~TEQEF KE 
92 ENYGTADDL KA LSSALHERCMY GSSVDYSV 
71 SRSCNENEP KD MVTRCNNVCVRI 

~ 

71 TRSCNMEP RD PIVTRCNNWXRI 
74 TRSGNEDEF RN MVTRCNNVCVRI 
76 SKYGNMEL KS LICALHCKCWAI CADYKDSRGIYCI 

130 ISGTYOIQAWTKFDFPCRCNTYSS~~H~eSRKLSRIYWRGICIU 
1 27 TSEEYQIKAWTDFRF ff iRCN~SDFKWIWYHFM;ADWDESRKISRIfKFRCW;~ 

M Y  B.SU. 117 
AMY A.or. 137 
AMYRat 116 
AEtY Hog 1 1  6 
M Y  H.s. 119 

AMY Bar. 138 

IPWWTRCNM 
FKPFSSQDYFIIPITFIQNYE 

CSYFNP~REFSAVPYSAWYFNDNKC NCE 

CRDDTK 

AMY B.am. 182 WDWEVSSENCNYDYLMYADVDYDHPDWA~KWCIWYAÙSL 
AMY B.SU. 127 1KNWSDRWDVMNSLLCLYDWiTûN'MMSYLICRFLDRALNM;A 
AMY A.or. 157 DQWVEDCWLGDNT~~LPDLDTTI~D~~<NEWYWG~L~~NY~I 
AMY Rat 1 4 5 I N N y ~ D ~ N o m N c R L s G L L D L n ~ D K D m T I < v A D y p ! N N L I D I G v ~ R L ~ ~ P  
AMY HOg 1 48 IESYNDPYQVRDGCQVLLLDLALEKDYVRSMIADYLNKL 
AMY H.s. 151 IENY~IDATQvRDCRLSGLLDLAU;KD~SKIAEYMNHL 
AMY Bar. 121 
M Y  Bar. 144 YSDGTANLDTGADFAAAPDIDHLNDRVQRELKEWLLWLKSDLGF 

CGT K.pn. 
AMY B.st. 
AMY B.am. 
AMY B.SU. 
AMY A.or. 
M Y  Rat 
AMY Hog 
AMY H.S. 
AMY Bar. 

231 SFIQKWTSDIYDYSKSICREGFFF ANTTTGVDGNAIDYANTSG 
242 SFFPDWLSDVRSQTGKPLFT INKLHNYIMKTNGTHSLFD 
239 SFLl?DWVQAV!ZQATGKEHFT AGKLENYLNKTSFNQSVFD 
184 PDffiSYGSQFWPNITNTSAEM ASRDAAYANYMDVTASNYG 
21 3 KDFWPGYNKAAGVYC PAYTCPYQNVMDGVLNYPI 
202 CDIKAVLDKLHNLNTKYFSQGSRPFI GEAIKGSEYFCNGRVTEFK 
205 GDIKAVLDKLHNLNTNWFPAGSRPFI EAIKGSEYFSNGRVTEFK 
208 GDIKAILDKLHMLNSNWFPEGSKPPI EPIKSSDYFGNGRVTEFK 
200 PEMAKVYIDGTSPSLA TGGDCKPWYDQDAHRQNL 

CGT K.pn. 282 SALLDFGFRDTLERVLVGRSGNTMXTLPISYLIKRQ~FTSDDWO 
AMY B.st. 289 APLHNKFYTASKSGGTF DHRTLMTNTLMKDQPTLA 
AMY B.am. 286 VPLHFNLQMSSQGGGY DMRRLLDCTWSRHPEKA 
AMY B.SU. 233 HSIRSA LKPIRN LGVSNISHYASDVSADKL 
M Y  A.or. 254 YYPLLNAFKSTSGSMDD LYNEIINTVKSDCPDSTLL 
M Y  Rat 255 YGAKLGTVIRKTNGEKM SYLKNWGEGWGFVPTDRA 
AMY Hoq 258 YCAKLCTVVRKWSCEKI'. SYLKGPLKCWCLMPSDRA 
M Y  H.s. 261 YCAKLGTVIRKWTGEKM SYLKNWEECWCFMPSDRA 
A@lY Bar. 2 4 3 VNWvDKVGGAASACE!VFDFTTKGILNMVEGEL!~RLIDPO<;KAPCVMGWIPAKA 

CGT K.pn. 326 
M Y  B-st. 323 
AMY B.arn. 321 
AMY B.SU. 262 
W Y  A-or. 290 
AMY Rat 290 
AMYHog 293 
&.Y H . s .  296 
AMY Bar. 297 

Eigure 1 1 :  Comparaison des séquences en aminoacides de la CGTase et de 
différentes a-amylases (14). 

Abréviation des organismes : K. pn. , Klebsiel la pneumaniae; 
B. st . , Bacil lus stearothermphil us; 
B. am. , Bacillus amyloliquefaciens; B. su. , Bacillus subtilis; 
A, or,, Aspergilus oryzae; H. S., salivaire humaine; Bar, blé; 

Seules les régions de forte homologie sont représentées et les 
4 régions ayant les "mêmes" séquences sont encadrées Ci41 , 



D'autre part, la sélectivité des a-amylases reste étendue. En effet 

TAKASAKI (156) rappelle que si la plupart des a-amylases étudiées produit 

du glucose ou du maltose, un certain nombre d'entre elles produit 

spécifiquement un type d' oligosaccharide. 

Ainsi l'a-amylase de Pseudomonas stuzeri produit des maltotétraoses, 

celle de Bacillus licheniformis des maltopentaoses et celle d' Aerobacter 

aesogenes C Klebsiella pneumnf ae) et de Bacill us circulans G6 des 

mltohexaoses. Ces deux dernières souches sont responsables de la synthèse 

d'une CGTase qui produit préférentiellement des a-CD. Les a-amylases qui 

libèrent des maltohexaoses seraient des "intermédiaires" entre l'a-amylase 

classique et la CGTase. 



MATERIEL ET METHODES 



Le micro-organisme utilisé lors de ce travail est un B a c i l l u s  

circu2ans. Ii a été sélectionné par la so(:iété ROQUETTE FRERES. 

- 7 .  l. 1. m l r ~ u x  Ge culture 

Le micro-organisme est cultivé sur des milieux dont la composition 

est la suivante : 

Source d'azote organique : bio-trypcase 15 g 

bio Xérieux 

bi O-soyase 5 

Source de carbone : glucidex 21 5 8 

Roquette 

Source minkrale : Nacl 5 g 

Source d'azote organique : lysamine 3 3 

Roquet te 

extrait de levure 3 8 

Fould Springer 

Source de carbone : fécule de 30 g 

pomme de terre 

Source minérale : CaC0:i 5 8 

La présence de fécule de pomme de terre (ou d' autres preduit:~ 

apparentés) est indispensable à cette souche pour induire la production de 

cyclodextrine-glucosyltrannf' erase. 



Le sonicat est centrifugé à 20000 g à 4'C, pendant 15 minutes. La 

CGTase contenue dans le surnageant est dosée selon le protocole décrit 

page 51 . 

La souche sélectionnée est cultivée en aérobiose, en fermenteur de 

20 litres GOURDOH (volume utile 15 litres) couplé à une armoire de 

regulation BIQLAFFITE, 

15 litres de milieu de culture additionnés de 20 ml de strucktol 

(agent anti-mousse) sont stérilisés directement dans le fermenteur par 

autaclavage de 45 minutes à 130'C. Le pH, aprés stérilisation, est de 7,4 

mais n'est pas régulé au cours de la culture. 

L'inaculation est faite par l'intraductian de 500 ml de prkculture 

agee de 24 heures, à la température de 30'C. Cette température est 

maintenue par une circulation d'eau et l'agitation est assurée par un axe 

rotatif à palettes (700 r,p.m.). L'aération est assurée par un courant 

d'air stérile (1 v. v. m. 1. Des aliquotes du milieu de culture sont prélevées 

périodiquement et le surnageant est analysé en vue de la détermination de 

1' activité CGTase. 

Quand l'activité CGTase extracellulaire a atteint sa valeur 

mximale, la culture est arrétée. 

m A G E  DE L' ACTIVITE GY(;?,- 

r , . 2.1. msag . e s ~ e c t ~ n ~ ~ e t r ~ a u e  des fi-cvclndextriri~s CB-CD) 

La &thode utilisée est celle décrite par VIKNOM (167) 
d 

Principe 

Lâ phénolphtaléine, indicateur colaré acideTbase, forne un camplexe 

d'inclusion incolore,stable avec les P-CU en solution aqueuse à pH basique 

Oans la zone 10,5 à 1i,4. 

Le rapport molaire du complexe f arné est de (1: 1). 



La diminution de l'intensité de coloration est suivie au 

spectrophotomètre à 550 nm. 

Tous les réactifs sont préparés dans de l'eau milli Q@ exempte de 

CO2 4 

- Solution aqueuse de BaaCOa 83,3 mM. 

- Solution stock éthanolique de phénolphtaléine 3,75 mM (cette 

solution est conservée à l'abri de la lumière).. 

- Solution aqueuse de phénolphtaléine 0,165 mM (A renouveler toutes 

les 4 heures1,obtenue par dilution de la solution stock de phénolphtaléine. 

- Solution stock de P-cyclodextrine 10 mM. 

A partir de la solution stock de @-CD 10 mM,on prépare une gamme de 

concentration de O à 250 FM dans du tampon Tris-HC1 0,l M pH 7,O. 

A 3 ml de Ba2CO3 83,3 mM, on ajoute 1 mi de solution de j3-CD. Après 

agitation,on introduit 1 ml de la solution de phénolphtaléine 0,165 

mPI.Aprés homogénéisation,on effectue la lecture de la densité optique à 550 

nm,dans les 10 minutes. 

On porte graphiquement D. O. =f (P-CD). 

A 0,9 ml d'une solution de glucidex 12 à 5 p. 100 (P/V) en tampon 

Tris-HCL 0,l M pH 7,0,on ajoute 0,l ml de solution enzymatique. L'ensemble 

est incubé pendant 30 minutes à 50'C.La réaction est arrêtée par addition 

de 3 ml de B ~ ~ C O J  (83,3 mM1,les j3-CD formées sont dosées de la façon 

suivante: 



0,2 ml de l'incubat sont prélevés et ajoutés à 3,8 ml de NanG03 83,3 

mM et à 1 ml de phénolphtaléine 0,165 mH.La densité optique est mesurée à 

L'activité enzymatique est exprimée en unité par ml d'extrait 

enzymatique.Cette unité est définie comme la quantité d'enzyme catalysant 

l'apparition d'une micro-male de 8-CD par minute dans les conditions 

standard. 

L'activité CGTase se calcule à partir de la variation de D.O. ,en 

appliquant la relation suivante: 

(D.O. 550 T.enz) - (D.O.sso E. en21 5 20 1 1 --------------------------------- X ---- X ---- X ---- X ---- 
pente 1000 1 0,l 30 

-.. 
'"(D.~.s~o T.enz) - (D.0.560 E.enz) = A D.O. 

. A D. O. ------ - - concentration finale en J3-CD 
pente 

A D.O. 5 ------ x ---- = quantité de B-CD en micra-mole 
pente 1000 

20 : facteur de dilution du milieu réactionnel 

1 
--- = prise d'essai de l'extrait enzymatique 
O, 1 

30 : temps de la réaction en minute 

Le résultat est à multiplier par le facteur de dilution de l'extrait 

enzymatique de départ,s8il y a lieu. 



L'activité est définie en utilisant une méthode mise au point par la 

société RAPIDASE. 

Le pouvoir dextrinifiant de la CGTase est mesuré au 

spectrophotomètre à 620 nm en suivant la décoloration du complexe amidon- 

iode. 

- Solution stock d'iode 

Dissoudre 5,50 g d'iode R. P. et 11 g d'iodure de potassium R. P. dans 

40 mi d'eau milli. Q@.Compléter à 250 m l  aprés mise en solution,cette 

solution conservée en flacon brun,est à renouveler chaque mis. 

- Solution d'iode diluée 

Dissoudre 20 g d' iodure de potassium R,  P. dans de l'eau milli, 

Q@,ajouter 2 ml de la solution stock d'iode et compléter h 500 ml. 

Cette solution est à renouveler chaque jour. 

- Solution tampon 

Phosphate mnopotassique R. P. : 8,32 g 

Phosphate disodique 12 HaO, R. P. : 1,90 g 

Hz0 milli.Q@ q.s.p. 1000 ml 

Le pH doit être compris entre 5,6 et 5,8. 

- Solution d'acide sulfurique 0,5 M et 1 M 

- Substrat d' amidon 



2 g d'amidon soluble (Merck) sont mis en suspension dans 10 ml d' eau 

milli. Q@, puis versés dans 40 m l  d'eau milli. Q@ bouillante, en agitant 

vigoureusement. 

L'ébullition est maintenue pendant 3 minutes.Ensuite,la solution est 

refroidie sous agitation,à température ambiante.0n ajoute 3 ml de tampon 

phosphate pH 5,6-5,8. On vérifie le pH de la solution qui doit être compris 

entre 6,O et 6,2,et on l'ajuste au pH 5,6-5,8 avec la solution d'acide 

sulfurique 0,5 M.La préparation est transvasée dans une fiole jaugée de 100 

ml et complétée au volume avec de l'eau milli. Q@, 

Si nécessaire,la solution ajustée est filtrée sur papier filtre sans 

cendres. 

ânlutinn c-. 
. . 

Bichromate de potassium R. P. : 3'84 g 

Chlorure de cobah,6 Hz0 R.P. : 25,O g 

Hcl 0,01 M q. S. p. 100 ml 

Cette solution standard est conservée au réfrigérateuraune lecture 

de la D.O. est effectuée à chaque analyse. 

L'extrait enzymatique est dilué extemporanénient dans de l'eau milli. 

Q@ afin d'obtenir 1,O unité CGTase par &.Le temps moyen de 

dextrinification est alors de 20 minutes. 

L'hydrolyse enzymatique de l'amidon est suivie dans le temps en i 

comparaison avec la solution colorée standard.Lorsque la coloration de 

celle-ci est dépassée,on estime que la réaction est terminée. 



- Milieu réactionnel 

A 2 ml de solution d'amidon préincubés 5 minutes à 50°C, on ajoute 1 

m l  d'extrait enzymatique pour déclencher la réaction. 

Une gaierie de tubes à essai, contenant 1 ml de solution d'iode 

diluée et acidifiée par 40 pl d'acide sulfurique 1 M, est préparée. Elle 

est placée dans un bain d'eau glacée. 

Au cours de la réaction, on prélève toutes les minutes ou 2 minutes 

0,2 ml de milieu réactionnel que l'on introduit dans un des tubes 

précédents. On agite la solution. Lorsque la réaction est terminée, on 

incube 5 minutes à 30 'C les tubes contenant le complexe amidon-iode. 

On effectue la lecture de la densité optique à 620 nm dans les 10 

minutes. On trace la courbe de la diminution de' 1' intensité de la 

coloration en fonction du temps de réaction ainsi que la parallèle à l'axe 

des abscisses qui correspond à la lecture donnée par le standard coloré. 

L'intersection de la courbe de diminution de D.O. et du standard nous donne 

le temps T de dextrinification du substrat. 
. 

7. 
7-9 P' cx?, ,salon de l'activité emmatiprara 

- 1 L activité enzymatique est exprimée en unité U. B. R ,  (unité 

bactérienne Rapidasel par ml d'extrait enzymatique, 

L' unité U. B. R. est définie comme la quantitci? d' enzyme qui 

dextrinifie 1 mg d'amidon par minute. 

L' activith dextrinif iante de 1' enzyme se calcule d' aprés ?a formule: 

40 : 40 ros; d'amidon annt mis en jeu <ans ?es 2 ml !je substrat 

T : temps de dextrinification 
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F : facteur de dilution de l'extrait enzymatique 

1 : 1 ml de solution enzymatique étudiée 

0,95 : facteur de correction correspondant à l'amidon utilisé 

IV) -GE DESEIE,P 

Au cours des étapes chromatographiques,les protéines sont repérées 

spectrophotormltriquemsnt A 280 nm.Pour la détermination des rendements 

chromatographiques et de l'activité spécifique de la CGTase,deux méthodes 

sont utilisées : celle de BRADFORD (15) et celle de LOWRY et co11, (100). 

L'apparition des sucres réducteurs est mesurée par la méthode de 

MILLER (104) au dinitrosalicylate de sodium (D. N. S. ).. 

L'identification des produits de la réaction enzymatique est 

réalisée par chromatographie sur couche mince de silice 60 (Herck,épaisseur 

de silice OIS mm, dimensions 20 x 20 cm). Les dépots sont de 10 pl. 

Aprés 5 heures de migration dans le système solvant : 

n propanol/eau/acétate d'éthyle/ammoniaque,dans les rapports 6/3/1/1 

(V/V>. 

Les plaques sont séchées à 80'C puis révélées. 

élatinn s ~ é c l k a u ~  . . 

On pulvérise une solution d'iode 0,05 M dans l'iodure de potassium à 

40 g/l. La coloration qui se développe lentement pour les a et les Y-CD,à 

température ambiante, varie en fonction de la nature des 

cyclodextrines: verte pour les a-CD, orange pour les P-CD et j aune orangé 

pour les Y-CD. , 



Les oligosaccharides neutres sont révélés aprés pulvérisation d'une 

solution d'orcinol (KERCK) à 0,2 p. 100 dans l'acide sulfurique à 20 p. 100 

et chauffage à 100-110'C pendant 10 minutes. 

VII) SUR PAPLEB 

La séparation des cyclodextrines peut être effectuée par 

chromatographie sur papier Whatman n'3 en système solvant pyridine/acétate 

dléthyle/acide acétique/eau (5/5/1/3 V/V> pendant 2Oh. Aprés séchage sous 

hottesles différentes cyclodextrines sont révélées spécifiquement par 

différents colorants. 

Les a-CD sont révélées par une solution aqueuse d'iode 0,05 M dans 

1' iodure de potassium à 40 g/l. 

Les @-CD sont révélées par une solution de phénolphtaléine 1 mM dans 

du carbonate de sodium 83,3 mM. 

Les Y-CD sont révélées par une solution de vert de bromocresol 

0,02 p. 100 dans du carbonate de sodium 83,3 mM. 

Toutes les opérations sont effectuées à +4'C. 

8.1. Precwatinn d e s  pn-ides. inhibitinn des ?rntba-es , . .  . . 
P. 

v 
A un volume V de mût de culture,on ajoute ---- volume d'un tampan 

5,66 
Tris 66 IUM, E. D, T, A. 33 mEI pH 8,5 renfermant du cétavlon à 2 p. 100. Le 

mélange est maintenu sous agitation douce à t4'C pendant une nuit.Le culot 

renfermant les polysaccharides et une partie du matériel nucléique est 

éliminé par centrifugation à 15000 g,pendant 30 minutes. 



.-" ioutes les précipitations fractionnées entraînent des phénomènes de 

flottation qui renient la récupération de l'activité enzymatique délicate. 

Le surnageant obtenu aprés élimination des polysaccharides est amené 

à 65 p.iO0 de saturation en sulfate d'ammonium par aj6ut de 430 g de 

sulfate d'ammonium par litre. La suspension obtenue est maintenue sous 

agitation douce une nuit à +4'C. Au caurs de la précipitation, le pH est 

maintenu entre 7,5 et 8,0 par l'ajout de tampon Tris-HCl 1 X,pH 8,50, 

Dans certains cas, on retrouve des phénomènes de flottation. Qn peut 

alors récupérer l'activité par filtration sur célite. L'activité est remise 

en solution par lavage de la célite à l'aide du tampon Tris-HC1 20 mM, 

pH 8,50. 

La fraction insoluble de cette solution enzymatique est éliminée par 

centrifugation, dans les mêmes candi tions que précedemmnt , 

La dialyse est effectuée dans des sacs à dialyse (seuil.de coupure 

3000) contre 4 x 10 volumes d'eau milli. Q@ à +4'C. Le précipité formg est 

élimine par une centrifugation de 30 minutes a 15000 g. 

La concentration des solutés est réalisée à l'aide dlun D,C 2 

(Amicon) muni d'une cartouche de fibres creuses H1DP10 {seuil de coupure 

10000). L'échantillon est équiliSré dans le tampon Tris-HCl 10 mM, pH 8,50 

par trois dilutions et concentrations successives. 

A 100 nl de gel équilibré en talnpon Tris-HC1 10 mi' pil 8,50, an 

ajoute ie retentat obtenu lors cie 1' étape précédente. Aprés 15 minutes de 

contact, on filtre sur verre fritté, Le gel est lavé 2ar 2 fois 200 ml de 

tampon d'equilibre. La fraction non retenue qui renferme la totalité Ce 

i'activite CGTase est concentré3 sur D.C 3 (Amicon). 



La fraction non retenue sur D.E.A.E. - TRISACRYL M est déposée sur 
une colonne de Q. Fast Flow@ (5 x 22 cm) équilibrée dans les mêmes 

conditions que précédemment.L'activité est éluée par un tampon Tris-HC1 20 

mM, pH 6,80. Les débits d' injection et d' élution sont de 300 ml/heure. Les 

fractions enzymatiques (5 ml) sont rassemblées et concentrées sur membrane 

Amicon PM-10. 

8.4.3. -te-e sur mnno Q@ (Pharniacia) 

Elle a été réalisée en F. P. L. C. ,sur mono Q@ HR 5/5 équilibrée en 

tampon Tris-HC1 10 mM,pH 8,50. L'élution de l'enzyme est effectuée par un 

gradient de NaCl de O à 0,5 M ou à l'aide d'un tampon Tris-HC1 50 mM,pH 

6,80, à un débit de 1 ml par minute, pour une pression de 1,l M. Pa. 

Le volume de solution enzymatique injecté est de 500 pl à 0,15 =/ml 

de protéine ou de 1 ml à 3 mg/mi,pour les chromatographies préparatives. 

Les fractions récupérées sont alors respectivement de 0,2 et 0,5 ml. Les 

protéines sont repérées B 280 nm. L'activité est dosée sur chaque fraction. 

8.5. ChromatonraDhi~ d' afflnita sur cyc- S ~ ~ ~ I X W L  , . ,  - @ 

. , atinn de la matrice do aff inlte 

3,5 g de gel "epoxy actived Sepharose@" sont mis à gonfler dans de 

l'eau milli. Q@.Le gel est ensuite lavé sur verre fritté par 300 ml d'eau 

milli. Q@,On obtient un volume final de 14 mi,Le  ligand,^ ou fi-CD,est 

dissous à raison de 10 mg par ml de ge1,dans de la soude 0,l W, pH 12,3. Le 

gel gonflé est repris dans la solution de couplage.Le mélange est incubé à 

404C, sous agitation rotative, pendant 2Oh. 

d Le gel est ensuite lavé successivement par : 

- 200 ml de soude 0,l H 

- 200 ml d'eau milli, Q@ 

- 200 ml de carbonate de sodium O, 1 M,pH 8,00 



- 200 m l  de tampon a c é t a t e  de sodium O ,  i M, pH 4 ,00  

Les époxydes l i b r e a  s o n t  e n s u i t e  bloques par  30 m l  d 'kthanolamine 

O,? l4 pendant 15 heures ,  à température ambiante e t  sous  a g i t a t i o n  douce. 

Le g e l  e s t  e n f i n  idvé s u r  ve r r e  f r i t t é  par  200 n i  ce tampon c i t r a t e  

de sodium 20 mK, pH 6 , 2 ,  X a ~ l  O,? X. 

La f r a c t i o n  s o r t i e  Q . F . F , @  e s t  a j u s t é e  à pH 7 ,00  à l ' a i d e  de Tr i s -  

HC1 20 miul, pH 7,00.  L '  échant i l l o n  e s t  déposé s u r  la  colonne de 

cyclodextrine-Sépharosea (14 x 1 , 5  c m )  é q u i l i b r é e  en  tampon T r i s - H G 1  20 mPI, 

pH 7 ,00 ,  SaCl 0 , 4  M. AprE.s lavage du g e l  pa r  2 volumes de tampon, 

l ' a c t i v i t é  CGTase e s t  é luee  par un g rad ien t  d e  cyc l adex t r ine  de  0 à 10 mM 

dans l e  tampon d'  é q u i l i b r e .  

- - 3  8.6. C n r n m a t w h i e  de :PL f l ~ t r a t i n n  s u r  t r i s a c r y l @  G ,  F. 05 (IBF) 

La f r a c t i o n  s o r t i e  a f f i n i t é ,  tamponnée par  l e  Tris-HC1 20 mK, pH 

7 ,  00, est déposée s u r  l a  colonne (2 ,6  x 29 ,5  c m )  de C. F. 05 é q u i l i b r é e  avec 

l e  même tampon, e t  k luée  à un deb i t  de 120 ml/heure. 

Les f r a c t i o n s  enzymatiques de  10 m l  s o n t  rassemblées.  

I X j  G E C T R O P H O W  E3 GEL DE ?flLYACRJdIdE 7 7  r' 

Les é iec t rophoreses  e n  plaques (10 x 13 c m )  s o n t  réai i :&es en 

présence de S,D,S. O ,  1 p. 100, s e lon  la méthode de WEEER e t  c o l 1  ( 1 7 1 ~ .  Le 

g e l  u t i l i s é  e s t  un g rad ien t  5-24 p.iO0 de palyacrylarnicie. 11 pernet  

d' o b t e n i r  une meil leure r é so lu t ion .  

Les e c h a n t i l i o n s  s o n t  t r a i t é s  dans un tampon contenant  du S.3.S. 

iS.D.3. à 5 p.  100 à i O O o G  pendant 4 minutes, e n  présence de 9- 

mercaptaéthanol 4 , 5  p. 100 e t  de. bleu de bromophénol, Des dépôts  de 10 1j.l 

son t  r é a l i s é s  pour des  s o l u t i o n s  cûntenant O,2 mg de p ro t é ine  par  m l ,  

L 'e lec t rophorese  e s t  conduite  à courant  cons tan t  de 40 mA j u squa& ce 

que  i e  m r q u e u r ,  l e  bleu de bromoph4nal, a i t  a t t e i n t  l e  bas du g e l  i2h30 de 

z i g r a t i o n  env i ron ) .  



Les échantillons traités sont, aprés migration, révélés soit par la 

méthode au nitrate d'argent de MORRISSEY (106)) soit par le bleu de 

Coomssie . 

La détermination de la nasse moléculaire a été effectuée en gel 

homogéne de 7 , 5  p.100 en acryiamide, en presence de F-mercaptoéthanol et de 

S. D. S. . Les témoins utilisés .ion+; ceux cfu kit de calibration de msr;e 

moiéculaire (14000-94000 Da) Pharmacia. 

la masse moléculaire a été déterminée : 

1 - sur une colonne de Superase 12@ (Pharmacial HR 10/30 en F. P. L. C. . 
La colonne, équilibrée en tampon Tris-HCl 50 mlf, pH 8,5, NaCl 1 14, a &té 

calibrée à i'aide de témoins de masse. 

Le volune de solution enzymatique injecté est de 200 pl (0,15 mg/ml  

de protéines). Le débit est de, 0,5 m i  par minute. (fractions de 0,5 ml). 

Des essais ont été réalisés avec d'autres systèmes tampons : 

- Tris-HC1 50 mM pH 8,5, NaC1 1 X, @-CD 1 mM 

- Tris-HC1 50 mi pH 8 , 5 ,  S.D.S, 0,l p. 100 

- Tris-HC1 50 fl pH 8,5, Acétonitrile 30 p.100 

2 - sur une colonne de Sephadex G .  100 ( 2  x 80 cm) en Tris-HC1 50 ml!, pH 

8,5, NaCl 1 M à un débit de 20 ml/h. (échantillon de 1 mi). 

3 - sur une colonne de FRACTûGEL T.S K @ HW 55 S ( 1.4 X 114 cm ) en 

T r i s -  HCl 50 mM, pH 7,5 , NaCl 0,5 M à un débit de 10 ml/h. !échantillon de 

0,8 ml), 

XI) DETFRXiNATIOV i lU FQIZT ISQELECTRIQUE 



Le point isoélectrique de la CGTa.=e a <&termin& en L . P . L . C .  SiAr 

une colonne mono Pm (Pharmacia) HR 5/20. La colonne est équilibrée en 

tampon Tris-Acétate 75 mM, pH 9,3. L'élution est effectuée par le 

poiybuffer 94 ajust4 à pH 4,0 à un débit de 0,5 ml/min. 

Le volume de solution enzymatique injecte est de 200 pl (0,15 mg/ml 

de pratéinei. 

Le pH et la densité optique à 280 nm sont mesures en continu sortie 

de colonne. L'activité cyclisante est mesurée sur chaque fraction de 0,5 

ml. 

11.2.1 Fn veine 1- . . 

La détermination du point isaélectrique a été réalisée en veine 

liquide dans une colonne modèle $101 (LKB 110 ml> contenant un mélange 

d' ampholine (LKB) pH 5,00-$,O0 (anode en bas). Le gradient de saccharose 

est coulé à 60 ml/h et l'enzyme est introduite dans la solution légère. 

Après focalisation de 24 heures, a 2'C et à puissance constante de 11 W, la 

solution est éluée h 60 ml/&-' en fractions de 2 ml. Le pH, l'absarbance 

à 280 nm et l'activité sont mesurés sur chaque fraction. 

Le point isoélectrique a été déterminé sur gel de polyacryiamide 

(L. K. 8. bmphaline&> dans la zone de pH 5,50-5,50. Les volumes d' échantillon 

dkposés sant de 10 pl (1 à 3 mg/ml de protéine), La solution anodique est 

constituée par un tampon HEPES 0,4 M, la solution cathodique est de la 

soude 0,1 K. L'électrophorèse est menee pendant 2h30 sous 1600 volts et un 

ampérage de 50 mA. 

Le gel de migration est ensuite découpé en bandelettes de 5 mm x 2 cm, 

Cnaque Sandelette est déposée dans 1 ml de glucidex 12 à 5 p. 100 ( P / V )  

tamponné par le iris-HCi 0,1 M ,  pH 7,00. Le mélange est incubé une nuit à 3 O 0 C ,  

puis 30 minutes à 50°C. Les S-CD sont dosées dans les conditions standard. 

Lors de ia détermination du gradient de pH, le sel de polyncryiamide subit 



la même découpe que précédemment. Chaque bandelette est immrgée dans 1 ml 

d' eau milli. Q@, préalablement dégazée par ébullition, Aprés 18 heures 

d' incubation à 20°C, an le pH à l'aide d'une microélectrode. 

XII) iXQlPOSITIO8 c D Q U E  EN OS= 

Le dosage des sucres est réalisé par chromatographie en phase 

gazeuse. 

1 mg de protéine lyophilisée sont repris dans 1 ml de mésoinositol 

(témoin interne) à 1 pg par ml puis lyophilisés. Les produits sont 

méthanolysés 24 heures à 90'C par un mélange de xuéthanol/HCl anhydre. Le 

tube est alors refroidi. On neutralise par le carbonate d'argent (pH 

supérieur à 6). On ajoute ensuite 10 pl d'anhydride acétique. Le mélange 

est placé 18 heures à 20°C à l'obscurité. Après délipidation à l'heptane (2 

x 250 pl), la fraction méthanolique est séchée sous courant d'azote. Le 

résidu sec est repris dans 50 pl de pyridine et 50 pl de BSTFA à 1 p,100 de 

TMCC' (PIERCE) . 

L'ensemble est laissé à 20'C pendant 3 heures. 2 pl sont injectés 

dans une colonne de CP Si1 SCB (Chrompack) diamètre intérieur 0,2 mm, 

longueur 10 m. Le chromatagraphe est de type Spectra 7100. 

Les paramètres analytiques sont les suivants : 

- température de l'injecteur et du détecteur : 240'C; 

- gradient de température : 100°C à 240'C ; 3'C par minute ; 

- palier : 13 minutes à 240'C; 

- gaz vecteur : hélium 0,4 bar, 

XIII) 20SAGE DES FONCT1.nrYS 

La quantité de thiols a été déterminée selon la méthode au D. T.N. B. 

de ELLMAN (41) en utilisant un spectrophotomètre Cary 219 VARIAB double 

faisceau muni de cuves à deux compartiments. 



Le S. D. S. a  é t é  c h o i s i  comme agent dénaturant  pour doser  l e s  

groupements t h i o l s  l i b r e s  to taux  ( 3 6 ) .  

TJn compartiment de l a  cuve con t i en t  1 m l  de D. T. N, B. (ALDRICH) 10 mH 

E. D . T .  A .  1 0  mM pH 7,00,  l ' a u t r e  c o n t i e n t  l ' é c h a n t i l l o n  (au minimum 0,02 

male de SH) en s o l u t i o n  dans un tampon Tris-glycocolle  50 pH 9,00 S.D.S. 

2 p. 100, E. D. T. A,  10 xdf ( c e t  é c h a n t i l l o n  a préalablement é t é  por t é  à 

é b u l l i t i o n  pendant 4 minutes pour doser  l e s  t h i o l s  t o t a u x ) .  

Les t h i o l s  l i b r e s  apparents  son t  dosés en absence de S.D.S. e t  s a n s  

t ra i tement  thermique. 

La méthode a  é t é  v é r i f i é e  en u t i l i s a n t  une gamme de chlorhydrate de 

cys té ine  (ALDRICH). La l o i  de Beer-Lambert e s t  respectée  pour des  q u a n t i t é s  

i n f é r i e u r e s  ou éga les  à 0 , 2  niole de SH dans l e  m i l i e u  r éac t ionne l  (2 m l ) ,  à 

une longueur d'onde de 412 nm. 

Le c o e f f i c i e n t  d lex* inc t ion  molaire a é t é  déterminé 

expérimentalement, La c o l a r a t i o n  est s t a b l e  pendant au moins une heure. L a  

présence d '  E. D. T. A. dans l e  milieu inhibe l 'auto-oxydation d e s  t h i o l s .  

Le pH optimal a  été déterminé se lon  l e  protocole  d é c r i t  page 51 e n  

u t i l i s a n t  l e  système tampon c i t r a t e  - phosphate - bora te  33 mW qui couvre 

l a  gamme de pH var i an t  de 2 ,00  à 12,00. Un témoin s u b s t r a t  a é t é  por té  dans 

les m ê m e s  condi t ions .  L e  pH 7 ,00 a  & t é  v é r i f i é  avec le  tampon Tr i s -HC1 0 , l  M. 

&&&ion s tock  de t a  c i t r a t e  - 

- Acide c i t r i q u e  c r i s t a l l i s é ,  1HzO R.P. : 34,67 g  

- Acide orthoborique R . P .  : 10,20 g 

- Acide phosphorique R.  P .  : 18,80 g ou 11,66 m l  

- Soude 5  M 



Les acides citrique et arthoborique sont d'abord dissous dans 500 ml 

d'eau milli. Q@. On ajoute ensuite l'acide phosphorique et la soude 5 M.On 

ajuste la solution à 1 litre avec de l'eau milli. Q@.La préparation est 

O, 165 If. 

A 50 ml d'eau milli. Q@,on ajoute 20 mi de la solution stock.Le pH 

désiré est ajusté avec une solution d'acide chlorhydrique 5 M, eau milli. 

Q@ Q.S.P. 100 ml. 

La solution enzymatique est diluée à 1 U/ml dans le système tampon 

citrate - phosphate - borate 33 ml4 de pH variant de 4,00 à 10,OO.Le mélange 

est incubé aux différentes températures :.40, 50 et 6O'C. A intervalles 

réguliers,on réalise un double prélèvement de 100 111 (un témoin et un essai 

enzymatique), qui sont refroidis dans un mélange eau - glace à 

l0C.L'activité' résiduelle est dosée dans les conditions standard, 

L'étude est déterminée selon le protocole décrit page 54 , en utilisant 
le système tampon citrate - phosphate - borate de la solution stock. 

L'activité est mesurée dans les conditions standard,mais 

l'incubation est réalisée à différentes températures variant de 20 à 80°C, 

pendant 10 minutes. 

. . Le substrat tamponné par le système citrate - phosphate - borate 33 

mM, pH 6,00 est préincubé 5 minutes aux différentes températures. La 

réaction est déclenchée par 1' ajout de 0,l ml d' extrait enzymatique 

préalablement dilué à 0,6 lJ/mi dans de l'eau milli. Q@. Un témoin substrat 

a été porté dans les mêmes conditions. 



préalablement dilué à 0,6 U/mi dans de l'eau milli. Q@. Un témoin substrat 

a été porté dans les mêmes conditions. 

. . ,  15.2. Détermination de l,a twnpbrature ~ & h % l e  de l'actlvlte 

Le dosage de l'activité est réalisé à différentes températures 

variant de 20 à 80'C selon le protocole décrit page 51, mais pour un 

substrat tamponné par le système tampon citrate - phosphate - borate de la 
solution stock, à pH 6,00. 

Aprés une préincubation de 5 minutes aux différentes températures, 

on déclenche la réaction en ajoutant la solution enzymatique. 

I substrat 

La solution enzymatique est diluée à 1 U/ml dans le tampon citrate- 

phosphate-borate 33 mM renfermant du glucidex 12 à 5 p. 100 (P/V) final et 

couvrant la zone de pH allant de 5,00 à 8,00. 

I Le mélange est incubé h différentes températures : 50,60 et 70'C.A 

1 intervalles réguliers,deux aliquotes de 100 pl,un témoin et un essai 

1 enzymatique sont prélevés et incubés à 1'C dans un mélange eau-glace. 

1 L'activité résiduelle est dosée dans les conditions standard. - 

16.2. Etude de l'eff~t prntecteiir du substrat à cU&rentas 

Des concentrations croissantes en substrat (O à 50 p.100 P/V> 

préparées dans le tampon citrate-phosphate-borate 33 mM pH 6,00 sont 

incubées 3 heures à 60'C en présence d' 1 U/ml de solution 'enzymatique. La 

réaction est arrêtée en plongeant le milieu réactionnel dans un &lange 

eau-glace à 1'C. L'activité résiduelle est mesurée dans les conditions 

standard ( page 5 1 ) , 



16.3.1. Substrats de mame 

Les substrats étudiés proviennent de l'hydrolyse enzymatique de 

l'amidon de maïs.11~ ont une composition et un degré de polymérisation 

différents. 

La solution enzymatique est diluée à 1 U/ml dans le tampon citrate- 

phosphate-borate 33 mM pH 6,00 renfermant l'un des substrats suivants,& la 

concentration de 5 p.100 (P/V) : glucidex 2B,glucidex 6,glucidex 12 et 

glucidex 62.0n incube les différents mélanges à 60'C pendant 1 heure.A 

intervalles réguliers,on prélève,dans chaque milieu réactionne1,deux 

échantillons de 100 p1,pour le témoin et l'essai enzymatique. 

Un témoin tampon est réalisé dans les mêmes conditions. 

L'activité résiduelle est dosée dans les conditions standard. 

16.3.2. Substrats différents 

La solution enzymatique est diluée à 1 U/ml dans le tampon citrate- 

phosphate-borate 33 mM pH 6,00 en présence des substances suivantes: 

- Glycogène : 5, O p. 100 (P/V) 

- j3-cyclodextrine : 1,8 p. 100 (P/V> (limite de solubilité 
à 2O.C) 

- Glucidex 12 : 5, O p. 100 (P/V> 

- Glucidex 12 : 5,O p. 100 (P/V) + E.D.T. A. 5 mM 

- Glucidex 12 Déminéralisé : 5,O p. LOO (P/V) 

- Témoin tampon 

- Témoin E . D ,  T. A. 5 mM 



Les mélanges sont incubés h 60'C pendant 4 heures,Deux prélèvements 

de 100 pl sont effectués à intervalles réguliers et placés dans le &lange 

eau-g1ac.e à 1'C. L'activité résiduelle est dosée selon la méthode standard. 

Une étude analogue a été effectuée dans les mêmes.conditions avec 

les substrats purs additionnés de chlorure de calcium 2 mM. 

- Cations : CaClz 4 mM,WgClz 4 mM,CoClp 4 mM,ZnClr 4 ~ I M  dans du 

Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 

- Réducteurs : D. T. T. 2,4 mM,J3-Xercaptoéthanol 4 mM dans du Tris-HC1 
0,l M,pH 7,00 

- Enzyme : on prépare une solution à 2 U/m1 dans du Tris-HC1 

0,l M, pH 7,00 

On préincube 1 ml de cation ou de réducteur en solution à 50'C.Après 

5 minutes,on ajoute 1 ml de solution enzymatique.0n prélève une aliquote de 

100 pl toutes les deux minutes pendant 10 minutes puis toutes les 5 

minutes,que l'on refroidit dans un bain glacé. 

Après le dernier prélèvement, au temps 20 min, on dose 1 ' activité 
résiduelle suivant le protocole décrit page 51 . 

17.2. -tifln de la r ,ancentration nptimale en calcium 

tifs 

- CaCla : 0,l 0,2 0,4 1 2 4 6 8 10 20 50 100 mM en 

solution dans du Tris-HC1 0,l M,pH 7,00. 

- CGTase : 2 U / m l  dans du Tris-HC1 0,l M, pH 7,00, 



On incube 0,5 ml de chaque concentration en CaCla à 50'C. Aprés 5 

minutes, on ajoute 0,5 mi de la solution enzymatique. Après 20 et 60 minutes 

d'incubation,an prélève une aliquote de 300 pl que l'on refroidit aussitôt 

dans un bain d'eau glacée.L'activité résiduelle est mesurée selon le 

protocole décrit page 51 . 

- .  XVI II 1 

L'enzyme est incubée dans le milieu réactionnel en présence des 

différents produits.les P-CD libérées sont dosées par la méthode standard. 

- Tampon : Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 

- Glucidex 12 : 6,25 p. 100 (P/V) dans le tampon Tris-HC1 0,l M,pH 

7,oo. 

- Cations : MnSOP,MnC12,KCl,COC1~,CaC1~,SnC1:~:,MgC1:~:,SnCl~:,CuSO~, 

FeSOa,HgC1:i à 10,50 et 100 mM dans le tampon Tris-HC1 

0,l X, pH 7,00. 

- L. C. X. B. : dans les m+n;es conditions que pour ?es cations. 

- réducteurs : Dithiothréitol et 0-mercaptoéthanal à 0,1, 1 et 

10 mM dans le tampon Tris-HC1 0,1 X,pH 7,00. 

L'extrait enzymatique est dilué à 0,3 U/ml dans la solution du 

composé à étudier. 

A 0,8 ml de la solution de glucidex 12,on ajoute 100 pl de cations 

ou de réducteurs,le &lange est pr&incuSé à 50°C pendant 5 minutes.0n 

ajoute O , i  mi de la dilution enzymatique pour déclencher la réaction.bprès 

30 minutes,la réaction est arrêtée par l'addition de 3 mi de carbonate de 

sodium 83,3 mM. 



Les solutions de glucose, maltose, maltotriose, maltotétraose, 

maltopentaose, maltohexaose et de maltoheptaose sont à 20 mM dans le 

tampon Tris-HC1 0,l H, pH 7,00. 

A 0,9 ml d'une solution de maltooligosaccharide incubée à 5O'C,on 

ajoute 0,1 m l  de solution enzymatique à 12 U/ml.Le suivi de la réaction est 

réalisé par la prise d'échantillon (2 x 50 pl) dès le temps zéro, puis à 

intervalles réguliers pendant 24 heures. 

Une aliquote sera déposée dans un tube renfermant de l'ammoniaque à 

28 p.100 et servira au contrôle en couche mince.L'autre sera additionnée à 

3,95 ml de XazC0~ 83,3 mEl,pour la mesure directe des j3-CD. Le témoin est 

effectué dans les mêmes conditions. 

XX) ACTIooT DEIFSURTS SUBSTRATS 

L'activité de l'enzyme purifiée a été déterminée sur un certain 

nombre de substrats pour vérifier leur spécificité.Les mesures ont été 

réalisées dans les conditions standard,mais dans certains cas les temps 

d'incubation ont été prolongés pour obtenir des valeurs significatives et 

se rapprocher des conditions industrielles. 

Des substrats d'origine et de nature différentes ont été utilisés 

dans le tampon Tris-HCI 0,1 H,pH 7,00.Lfactivité cyclisante est mesurée 

dans les conditions standard et les composés produits sont identifiés par 

C. C. M. . 

Substratç 

- Glucidex 

- Amidon : Xaïs natif standard à 5 p. 100 (P/V) 



- Amidons modifiés : Viscolys 100,Clearam CHIO-20-30,Préflo MI 2OA 
et 203. 

- Autres : Glycogène,Pullulan et Dextran à 5 p.100 (P/V) 

A 0,9 ml de solution de substrat préincubé 5 minutes à 50eC,on 

ajoute 0,l m l  d'extrait enzymertique.Le dosage des fi-CD est effectué selon 

le protocole décrit précédemnt. 

Des échantillons de 50 pl sont prélevés et introduits dans des tubes 

renfermernt de l'ammoniaque à 28 p.100 pour l'identification par C.C.H. des 

composés formés en cours de réaction. 

Une étude analogue a été effectuée sur les amidons de maïs natif,de 

waxy-maïs,de blé,de pomme de terre et de collys E 700 à 5 p.100 (P/V).Ces 

différents amidons ont subi un éclatement à 80'C pendant 5 minutes.11~ ont 

été comparés au glucidex 12. 

La vitesse initiale de la réaction est déterminée à la température 

de 60 'C  et à pH 6,00 tampon citrate-phosphate-borate 33 rnM pour une 

concentration en substrat de 5 p. 100 (P/V). L' extrait enzymatique est dilué 

afin d'obtenir 1,2 U/ml. 

Une galerie de tubes à essai contenant 0,9 ml de la solution de 

substrat est préincubée 5.minutes à 5O0C.La réaction est déclenchée par 

l'ajout de 0,l ml d'extrait enzymatique. A des temps déterminés, on arrête la 

réaction en ajoutant ,3 ml de 3anCO-s 83,3 mM, dans 1' un des tubes. La 

réaction est suivie sur 30 minutes au minimum par le dosage des P-CD,Des 

témoins "correspondants sont effectués dans les mêmes conditions. 



Les paramètres apparents Km et Vmax sont déterminés selon la méthode 

de LINEWEAVER et BURK (99). 

La solution enzymatique est diluée dans de l'eau milli. Q@ de façon 

à obtenir 0,12 U par ml de milieu réactionnel. 

L'activité cyclisante après 10 minutes de réaction est alors 

déterminée selon le protocole décrit page 51 avec des concentrations 

finales en substrat de 0,45 - 0,9 - 1,8 - 2,7 - 3,6 - 4,5 - 5,4 - 7,2 - 9,0 
- 13,5 p.100 (P/V) tamponné par le système citrate-phosphate-borate 33 mM 

pH 6,00,et à la température de 60'C. Les témoins sont réalisés dans les 

mêmes conditions. 

i Des réacteurs clos ont été réalisés avec les différents substrats. 

~ Substrats 

- Glucidex 2B : 0,5 - 1,O - 5,0 - 10,O - 20,O p. 100 P/V 
Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 

- Glucidex 12 : 0,5 - 1,O - 5,O - 20,O p.100 P/V 
Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 

A 1,8 ml de solution de substrat préincubés 5 minutes à 50°C,on 

ajoute 0,2 ml d'extrait enzymatique titrant 3 U CGTase par ml. Le dosage des 

P-CD est suivi au cours de la réaction,pendant 15 heures. 

Des quantités variables de 8-CD sont introduites dans une solution 

de glucidex 2B à 5 p. 100 (P/V) en tampon Tris-HC1 0,l M pH 7,OO. Les 

concentrations finales en P-CD introduites sont de l'ordre de O - 0,25 - 
0,5 - 0,75 et 1 p. 100 (P/V> ce qui correspond expérimentalement à un taux 

de conversion du glucidex 2B de O - 5 - 10 - 15 et 20 p. 100. 





- -- 'y- 

- Analyse par C.C.M. selon le protocole décrit page 57 . 

Aprés révélation à l'orcino1,l'intensité des taches est mesurée à 

l'aide d'un densitomètre Shimadzu.La lecture est effectuée à 660 nm, 

intégration des pics de vallée à vallée. 

- Les mêmes produits ont été analysés par H.P. L. C .  selon le 

protocole décrit page 89. 

- amidon uniformément marqué lAC, (1,9 mCi/mg>. 

- CGTase 1 U / m l  dans du Tris-KC1 0,l H, pH 7,00 

- Tampon Tris-HC1 0,l W,pH 7,00 

Dans un tube eppendorf,on introduit successivement, 40 pl. de 

substrat (4 yCi soit 11 pg), 60 pl de CGTase à 1 U / m l ,  100 pl de tampon 

Tris-HCl 0,l M, pH 7,00. Le mélange est incubé à 45'C. 

On prélève, aux temps 0 - 1 - 2 - 4 - 10 - 20 - 30 - 60 - 120 et 240 
minutes, 20 pl que l'on dépose sur papier Whatman n03. 10 pl d'orange 

G. G. N. sont déposés entre deux dépôts comme témoin de migration. La 

chromatographie descendante est réalisée dans le système solvant 

pyridine/acétate d' éthyle/acide acétique/eau (5/5/1/3 V/V> pendant 22 

heures. 

Aprés séchage du papier,chaque piste de migration est découpée en 

bandelettes de 1 x 4 cm et comptée en scintillation liquide avec 2 ml de 

Lipof luorm. 

Le temps de comptage est de 1 minute dans un compteur a 

scintillation liquide BECUN L. S. -1800. 
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XXI II EFFET DE L' SUR LA CYC- 

. . 23.1. p i s e _ . l a  sur un -se (~lucidex 12) en 

présençp de différents aaentç - 

1 g de glucidex 12 en solution dans : 

- 20 ml de Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 éthanol 10 p. 100 

- 20 ml de Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 éthanol 20 p. 100 

On préincube 10 ml de chaque mélange à 45'C.La réaction est 

déclenchée par l'ajout de 100 pl de CGTase à 30 U/ml.Une aliquote de 1 ml 

est prélevée aux temps : O - 5 - 10 et 20 minutes,pour chaque essai.La 
réaction est arrêtée par 3 ml de carbonate de sodium 63,3 mM. Les P-CD sont 

dosées selon la'méthode stanciard.Un contrôle en couche mince est réalisé 

après 20 minutes. 

La même étude est réalisée sur des milieux renfermant des 

concentrations croissantes en éthanol, O - 10 - 20 - 30 et 40 p.lOO. 

Les produits formés ont été dosés par H.P.L.C. selon le protocole 

décr i t page 89. 



- Amidon '*C (U) de Nicotiana Tobacum 

- CGTase 1 T J / d  T r i s - H C 1  O, 1 W, pH 7 ,00  

- Tampon Tris-HC1 60 d, pH 7,00 é thanol  40 p.100 

- Tampon Tris-HC1 60 df, pH 7,00 

On i n t r o d u i t  successivemenh dans un tube eppendorf : 

- Essai témoin : Amidon 10 1.11 

CGTase 20 1.11 

- Essai  é thanol  : Amidon 10 p l  

CGTase 20 pl 

Ethanol 40 p. 100, 

T r i s  HCl 60 mM 30 1.11 

Qn incube l e s  .deux &langes à 45'C. 

--Qn procède se lon  l e  protocole d é c r i t  page 75. 



XXIVI ACTION DE La CGTASE S U R  CYCLODEXTRInIES 

La constante d'équilibre de la CGTase peut être estimée par 

chromatographie sur colonne d'affinité. 

Une solution enzymatique homogène contenant 1250 unités CGTase est 

déposée sur une colonne (1,6 x 18 cm) d'a-cyclodextrine-Sepharose 

équilibrée en tampon citrate de sodium 0,02 M, pH 6,2, Bac1 0,l # à 4'C. 

L'élution est effectuée par un gradient d'a-CD,O - 5 mM. 

La même étude a été réalisée sur une colonne de fi-CD-Sepharose.Dans 

ce cas,l'élution de l'activité cyclisante est réalisée par un gradient de 

j3-CD,O - 5 d. 

24.2.1, Hydralyse des 3 pri-es c y c l o ~  

L'extrait enzymatique est dilué à 60 U/ml dans du tampon Tris-HCI 

0,l M, pH 7,00. 

La concentration des a-CD, J3-CD et 3-CD est de 27 mM en tampon Tris- 

HC1 0,l M, pH ?,O0 (les P-CD sont solubilisées à 60'C). 

Trois séries de tubes à essai sont préparées et plongées dans le 

mélange eau - glace : 

- La lère série renferme 3,95 ml de RanC0:~ 83,3 mM par tube, pour le 

dosage des j3-CD; 

- La Sème contenant 0,6 ml de D, ï?, S. par tube servira au dosage des 

sucres réducteurs; 



- La dernière,contenant 10 pl d'ammoniaque à 28 p.100 par tube pour 

arrêter la xéaction, servira à 1' identification par C. C, M. des produits 

f armés. 

A 2 ml de substrat préincubés à 50'C pendant 5 minutes,on ajoute 1 

ml d' extrait enzymatique. 

- Concentration finale en substrat : 18 mM 

- Concentration finale en enzyme : 20 U/mi 

Au temps zéro, on préléve trois aliquotes : 50 pl pour le contrôle 

en couche mince, 200 pl pour le dosage des sucres réducteurs et 50 pl pour 

le dosage des @-CD. 

. 
Des prélèvements identiques sont réalisés toutes les 30 minutes, 

puis toutes les heures à partir du troisième prélèvement. L'étude est 

conduite pendant 8 heures. Les dosages sont réalisés dans les conditions 

standard. 

L'hydrolyse des cyclodextrines est suivie par le dosage des sucres 

réducteurs libérés. 

. 
Béact ifs 

Substrats : 

en solution dans du Tris-HC1 0,l M, pH ?,O0 

Enzyme : 100 U / d  dans du Tris-HC1 0,l M, pH 7,00, 



L'incubation à 50'C est réalisée dans les tubes à hémolyse de 5 ml 

en verre qui serviront au dosage des sucres réducteurs au D.N.S.. 

On incube 190 pl de chaque substrat à 50'C. Après 5 minutes, on 

déclenche la réaction par l'ajout de 10 pl d'enzyme. Un témoin est réalisé 

pour chaque concentration en ajoutant 10 pl de tampon Tris-HC1 0,l M, pH 

7,OO. Chaque essai enzymatique est réalisé en trois exemplaires. 

Après 10 minutes pour les a-CD et après 3 heures pour les j3-CD et 

les Y-CD, la réaction est arrêtée par l'ajout de 600 pl de D.N.S. a 

Les sucres réducteurs sont dosés selon la méthode de MILLER (104). 

Les vitesses d'hydrolyse sont exprimées en nmole de maltose libéré 

par minute. 

XXV) EFFET DU GLUGnSE SUR 1.8 VZSSFI 1- DE CYCr.ISATIW 

Cette expérience revient déterminer le Km et la Vmax en presence 

de glucose. 

- Amidon soluble Merck dans du Tris-HC1 0,l M, pH 7,00 aux 
concentrations suivantes : 4 - S,8  - 2 - 1,6 - 1,2 
- 0,s - 0,6 - 0,4 p.100 (.P/V 1 

- Glucose : O - 150 - 250 et 500 mM dans du Tris-HC1 0,l M, pH 7,00. 

- CGTase à 1 U/ml. 

&de np~ratoire 

Chaque série est doublée (1 témoin et 1 essai) : 



- S é r i e  BI' 1 : on i n t r o d u i t  successivement  0 , 5  m l  d'amidon 

(4- 0 , 4  p. 1001 e t  0 , 4  m l  de  tampon Tris-HC1 

0 , l  M, pH 7 ,00 ,  

- S é r i e  BI' 2 , 3  e t  4 : On procède comme pour l a  s é r i e  No 1 e n  

remplaçant l e s  0 , 4  m l  de Tris-HC1 0 , l  M, pH 

7 ,00  r e spec t  ivement pa r  0 , 4  m l  de glucose 150, 

250 e t  500 mM. 

Les 4 s é r i e s  s o n t  incubées  à 55'C,après  5 minutes  on a j o u t e  100 pl 

d'enzyme pour l ' e s s a i  enzymatique e t  100 p l  d e  tampon pour l e  témoin. 

Après 15 minu te s , l a  r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  l ' a j o u t  de 3 m l  de 

carbonate  de sodium 83,3 d. 

Les @-CD s o n t  dosées  par  la  méthode s t anda rd .  

La même expér ience  e s t  r é a l i s é e  en  remplaçant l e  glucose par  du pW- 

g lucose  aux c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s  : 75 - 50 e t  25 mM. 

- Waxy maïs à 2 p. 100 (P /V)  dans du Tris-HC1 0 ,1  M, pH 7 ,00 .  

I - Accepteurs du groupe N o l ,  200 ml4 dans  du Tris-HC1 0 , l  M, pH 7 , 0 0 .  

- Accepteurs du groupe B"2, 50 mM dans  du Tris-HC1 0 , l  M, pH 7 , 0 0 .  

- CGTase à 0 , 5  U / d .  

Pour chaque p r o d u i t  t e s t e ,  on i n t r o d u i t  dans  un tube  : 

- 500 pl de Waxy maïs 

- 400 p l  d ' accep teu r .  



Le mélange est incubé à 55'C. 

Après 5 minutes,on déclenche la réaction par l'ajout de 100 pl de la 

solution enzymatique. Un témoin est réalisé en remplaçant 1' enzyme par 100 

pl de tampon Tris-HC1 0,l #, pH 7,00. 

Après 10 minutes, la réaction est arrêtée par l'ajout de 30 pl 

d' ammoniaque à 28 p. 100. 

- - 
Une aliquote de 10 pl est prélevée pour réaliser un dépôt sur couche 

mince,avant de doser les J3-CD selon la méthode standard. 

l Accepteurs du groupe EOI : 

D-glucose, D-mannose, D-fructose, D-lyxose, D-galactose, D- 

cellobiose, acide D-glucuronique, 6-D-glucuronolactone, E-acétyl-a-D- 

glucosamine, lactose, 3-0-méthylglucose, D-tréhalose, L-fucose, hélicin, 

méthyl-J3-D-glucoside, méthyl-a-D-glucoside, palatinose, amygdalin, 

mélézitose, maltose, sorbitol, glucose 6-P, saccharose, mannitol, D-xylose, 

inositol, mélibiose, raffinose (ALDRICH). 

Accepteurs du groupe E'2 : 

stévioside, désoxy-big-chap, hexyl-, heptyl-, octyl-, nonyl- et 

decyl-j3-D-glucopyranoside, dodecyl-J3-D-maltoside, heptyl-Fi-D- 

thioglucopyranoside, pW-a-D-glucopyranoside (CALBIOCHEM), 

- guanidine 

- Guanosine-2'-3' cyclique 

- a-amylase inhibitor phaseolus . 

(inhibiteur d'a-amylase issu du haricot) 



- a-amylase inhibitor triticum 
(inhibiteur d'a-amylase issu du blé) 

- Désoxyno j i r i myci ne 

- Waxy maïs 

- CGTase 

: 2 p. 100 dans du Tris- 

HC1 0,l ET, pH 7,00 

Le protocole est identique A celui utilisé lors de l'étude de la 

spécificité de 1' accepteur. 

XXVIII) ACTIOB DE LA m q s E  I~Il2.A.U DE 

C Y C T . w I n T  (dbter-nn du Ki) 

- Amidon soluble (MERCK) en solution dans du Tris-HC1 0,l X, pH 7,00 

aux concentrations suivantes : 0,4 - 0,6 - 0,8 - 
1,2 - 1,4 - 1,6 - 2 - 2,8 et 4 p.100. 

- Desoxynojirimycine 4 - 8 - 16 - 40 mM dans le même tampon 

- CGTase B 0,4 U / m l  

% Dans un Bppendorf, on introduit 200 pl d'amidon et 100 pl 

dtinhibiteur.Le mélange est incubé à 55'C. 

Après 5 minutes, on ajoute 100 pl d' enzyme. 

Une série sans inhibiteur est réalisée dans les mêmes cpnditions. 

, Après 15 minutes, la réaction est arrêtée par 30 pl d' ammoniaque à 28 

p. 100. 



Une a l i q u o t e  de 50  p l  est pré levée  pour d o s e r  d i rec tement  l e s  P-CD 

formées.0n y a j o u t e  3 , 9 5  m i  de carbonate  de sodium et  1 m i  de  

phénolphta lé ine  0,165 mM. La D.0, e s t  l u e  à 550 nm. 

- pHP-G2 

- Enzyme : 0 , 3  U/ m l  pour les pNP-G8, ' pBP-G7 , pNP- 

G6, pNP-G5 et pNP-G4; 0 , 6  U / m l  pour l e  

pBP-G3 et  1 , 2  U / m l  pour l e  pP-G2 

On i n t r o d u i t  dans un eppendorf 80 p l  de s u b s t r a t  qu i  s o n t  incubés  

5 minutes à 45'C. 

La r é a c t i o n  e s t  déclenchée pa r  1' a j o u t  de  20 p l  d '  enzyme 

Après 10 minutes ,on a r r ê t e  l a  r é a c t i o n  e n  plongeant l e s  t ubes  dans  

un bain-marie b o u i l l a n t  pendant 10 minutes. 

Chaque f r a c t i o n  est d i l u é e  10 f o i s  par  a j o u t  de  900 pl d'eau m i l l i .  

Q @ , p u i s  c e n t r i f u g é e  30 minutes  à 5000 g. 



Les p rodu i t s  formés son t  dosés par H. P. L. C. su ivan t  l e  protocole 

d é c r i t  page 87. 

cu l  de l a  v i t e s s e  d- d r s p a r i t i n n  du s u b s t r a t  

X Subst ra t  hydrolysé x  [Sol x 0 , l  
= ................................... m male /min 

1000 x  1 0 

l e s  paramètres d ' i n t é g r a t i o n  ont  é t é  déterminés pour que l e  p i c  du 

s u b s t r a t  pur représente  e n t r e  99,8 e t  100 p.100 de l a  su r face  des  p i c s  

in tég rés ,Le  pourcentage du s u b s t r a t  hydrolysé e s t  donc égal  à : 

100 - Surface du p i c  d u  s u b s t r a t  (en pourcentage) 
................................................... 

100 

où : 

- ES01 représente  la  concentra t ion  i n i t i a l e  (mM) en s u b s t r a t  * 

- 0,10 e s t  le  volume du mélange réact ionnel  en  m l  

- 1000 pour ramener à une q u a n t i t é  ( m  male) 

- 10 e s t  le  temps d ' incuba t ion  en minutes 

- Les va leurs  du Km e t  de l a  Vmax s o n t  déterminées par t r o i s  

&thodes qui  son t  : l e s  r ep résen ta t ions  de Lineweaver e t  Burk, de Eady e t  

de Dixon. 

- Les va leurs  des  v i t e s s e s , c a l c u l é e s  à p a r t i r  d e s  e s s a i s  où l ' o n  

dose moins de 90 p.100 de l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  en s u b s t r a t s ,  ne son t  pas  

p r i s e s  en compte. 



XXX) BçTInN I l L L L U U ~  SUR LE PaTP - G7 Ul!XE 

btiaue .d'hvdrnlvsp du - G7 blnaub seul nu 30.1. 

Tous les produits sont mis en solution dans du tampon Tris-HC1 0,l 

Ml pH 7,00. 

Réactifs 

- piVP-G7 bloqué : 100 mM 

- Glucose : 80 mM 

- Essai A : Dans un eppendorf,on dépose 100 pl de plYP-G7 bloqué 

t 100 pl de tampon Tris-HCI 0,l Ml pH 7,00. 

- Essai B : 100 pl de plYP-G7 bloqué t 100 pl de glucose 

- Essai C : 100 pl de pW-G7 bloqué + 100 pl de pW-G1. 

Les différents mélanges sont incubés pendant 5 minutes à 55°C. 

La rkaction est déclenchée par l'ajout de 50 pl de solution 

enzymt ique. 

Aprés 10 minutes dtincubation,on arrête la réaction en plongeant les 

eppendorfs dans un bain-marie à 10O0C, pendant 10 minutes. 

Les échantillons sont dilués dans de l'eau milli. Q@ pour obtenir 

une concentration finale en pNP-maltooligosaccharides de O,l a. 



L' ana lyse .  d e s  p r o d u i t s  formés e s t  r é a l i s é e  pa r  H. P. L.  C. s u i v a n t  l e  

pro tocole  d é c r i t  page 88, 

- pW-G1 : 4 - 6 - 10 - 20 - 30 - 40 - 50 - 60 - 80 mM d a n s  

du Tris-HC1 0 , l  W, pH 7 , 0 0 ,  pWP-G7 80 mM. 

- pm-G7 bloqué : 4 - 6 - 10 - 20 - 30 - 40 - 50 - 60 - 80 mM d a n s  

du Tris-HC1 0 , l  M, pH 7 ,00 ,  pnTP-G1 80 HIM. 

- CGTase : 0 , l  U / m l .  

On préincube pendant 5 minutes les d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  à 55'C. 

La r é a c t i o n  est déclenchée pa r  20 p l  d'enzyme. 

I Une s é r i e  témoin, s a n s  enzyme, e s t  r é a l i s é e  dans  les mêmes 1 
I cond i t i ons .  

Aprés 10 minutes,  l a  r é a c t i o n  est a r r ê t é e  e n  plongeant les 

eppendorfs  dans  de  l ' e a u  b o u i l l a n t e  pendant 10 minutes.  

l Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  d i l u é s  10 f o i s  pa r  900 p l  d 'eau  m i l l i ,  Q@ p u i s  ~ 
1 c e n t r i f u g é s  30 minutes à 5000 g. 

Les p r o d u i t s  formés s o n t  a n a l y s é s  par  H.P.L.C. s e l o n  l e  p ro toco le  

d é c r i t  page 88. 

XXXI) LIQUIDE HAUTE P-oR (H .P .L .C .  > 

31. 1. t d PS to-rides ~ a r  H. P. L, C. 



Bous avons utilisé un Spectra Physics SP 8100 muni d'un passeur 

automatique d'échantillons et équipé d'un détecteur à longueur d'onde 

variable KRAUER ainsi que d'un intégrateur SP 4290. - 

Chaque échantillon est porté par dilution à une concentration finale 

de 0,l mM. 

La séparation des diffkrents p8P-maltooligosaccharides s'effectue à 

température ambiante sur colonne RP-18 Spheri-5 OD-5A (4,6 mm x 250 mm; 

Touzart et Matignon). 

Le programme d'élution est le suivant : 

- lère phase : Système isocratique acétonïtrile/eau 8/92 (V/V> 
. pendant 8 minutes; 

- 2ème phase : gradient d'élution acétonitrile/eau de 8/92 à 20/80 

(V/V> en 32 minutes; 

- 3ème phase : système isocratique acétonitrile/eau 8/92 (V/V) 

pendant 20 minutes pour rééquilibrer la colonne. 

Le débit est de 0,5 ml/min. La lecture se fait à 303 nm. 

L'atténuation du détecteur est égale à 1. 

31.2. w a t i n n  et dnsue des wtnlt-des - bloau b s 

Le protocole est identique au précédent,seul le programme d'élution 

est modifié. 

Le programme d'élution est le suivant : 

- lère phase : système isocratique acétonitrile/eau 8/92 W / V >  

pendant 8 minu tes; 



- 2ème phase : gradient d'élution acétonitrile/eau de 8/92 B 60/40 

(V/V) en 37 minutes; 

- 3ème phase : système isocratique acétonitrile/eau de 8/92 '(V/V) 

pendant 15 minutes pour rééquilibrer la colonne. 

31.3. m a t i n n  et dosa@= des c y c l n ~  

Le matériel utilisé est identique à celui utilisé précédemment, seul 

le détecteur U.V. est remplacé par un réfractomètre différentiel. 

La séparation des différentes cyclodextrines s'effectue sur 2 

colonnes 50 Wx4 Ca'" montées en shrie,offertes par le laboratoire d'analyse 

de la société Roquette Frères. 

Le programme d'élution est un système isocratique d'eau milli. Q@, 

pendant 60 minutes. Les colonnes sont thermostatées à 85'C dans le four du 

SP 8100. 

Le débit est de 0,5 ml/min. L'atténuation du réfractomètre est de 8 

et celle de l'intégrateur est de 4. 

L' injection est de 10 pl dans une boucle de 10 pl. 

Cette technique perrriet aussi de séparer les differents pBP- 

nialtooligosaccharides. 



RESULTATS 



La figure 12 page 91 mntre les résultats obtenus lors du suivi de 

1ù fermentation d'une souche de Bacillus circulans sélectionnée par la 

SaciSté Roquette pour la 2rûduction de CGTnse. 

La production de l'activité cyclisante débute avec l'ajout de 

l'inaculum de 500 ml. 

La biomasse se développe rapidement; Après une phase exponentielle 

de 20h, elle atteint son maximun en 40h puis s'autolyse partiellement. 

La CGTase est excrétée au cours du développement de la biomasse, A 

un changement dl&chelle près, les deux courbes (biomasse et enzyme 

excrétée) pourraient être superposées. 

i'activité CGTase intracellulaire est présente dès le début de la 

fermentation, passe par un maximum après 10h, puis diminue lentement au 

cours du temps, 

Le pH chute rapidement de 0,8 U en début de phase exponentielle, se 

stabilise et énfin remonte après 40h de fermentation. 

La culture de Bacillus circulans est réalisée dans un ailieu 

contenant de la fécule de pome de terre corne seule source de carbone pour 

induire la production d'enzynes amyloiytiques. Dans ces conditions, seule 

la CGTase semble être excrétée. Les cellules sont éliminées-gar 

centrifugation et le surnageant ainsi obtenu constitue l'extrait brut. 

Tautes les opérations sant realisées à t 4 0 ~ .  

Les résultats des différentes étapes de la purification sont 

reportés dans le tableau V I 1  page 92. 



e l2 : Cinétique d'une fermentation de Baciilus circulans. 

H : Biomasse 
D--CI: pH 
-: Activité CGTase exocellulaire 
*: Activité CGTase intracellulaire 
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2.1. Elunuaki-desides et -ion des prntéasea . . 
C 

. S . .  

Le surnageant de culture est traité au cetavlon qui réduit la 

viscosité par précipitation d'une grande partie des polysaccharides. Cette 

première étape est essentielle pour faciliter la récupération de l'activité 

par précipitation au sulfate d' ammonium. 

La présence d' E. D. T. A. permet de réduire notablement 1' activité 

protéasique (Calcium-dépendante), puisque dans ces conditions de pH et de 

température, on ne détecte plus d'activité protéasique. Cette étape permet 

de récupérer 108 p. 100 de l'activité cyclisante. 

Ce rendement supérieur à 100 p.100 est reproductible et semble être 

en relation avec la quantité de polysaccharide éliminé, Deux hypothéses 

peuvent alors être proposées: le polysaccharide est un inhibiteur de 

l'activité CGTase ou le polysaccharide peut inclure la CGTase dans sa 

maille. 

2.2. P r e w t  inn au , . .  r =  

Cette étape permet de récupérer 84,2 p.100 de l'activité cyclisante 

tout en concentrant plus de 4 fois l'extrait enzymatique. 

2.3. Dialyse et c ~ t r a t i q n  

Bien que n'étant pas des étapes de purification en elles-même, ces 

opérations sont obligatoires pour éliminer les sels et le cétavlon. De 

plus, une partie des peptides et des pigments est ainsi éliminée. 

Le rendement est de 94 p. 100. La détermination de l'activité 

spécifique devient possible. Le facteur de purification est égal à 2. 

2.4, Chromataaraohie sur D. S A .  E. Tris-vlBK 

La CGTase est décrite comme étant une protéine acide 

(pHi < 7,00>. gous avons donc essayé de la retenir sur D . E . A . E . :  tous les 

essais entrepris furent des échecs. .Quel que soit le pH (6,00 à 10,00> et 

quelle que soit la nature ou la molarité du tampon, l'activité cylisante 

n' est pas retenue sur 1' échangeur. Par- contre, cette étape permet de 

récupérer 100 p.100 de l'activité avec un facteur de purification égal à 3. 

De plus, on élimine ainsi une partie du polysaccharide. 



2.5. ç h r n m a w i ~  sur Q Fast Flow@ 

La fraction non retenue sur D.E.A.E. est déposée sur une colonne 

Q. Fast. Flow@, Après lavage avec le tampon d' équilibre, 1' act ivité 

cyclisante est éluée par un gradient de pH (8;50 à 6.80). Les fractions 

actives sont collectées et représentent 78 p.100 de l'activité déposée. La 

figure 13 page 95 représente le profil d'élution. 

Cette étape permet de purifier 4 fois l'extrait enzymatique. 

Après concentration sur membrane Amicon PM 10, 1 ' extrait enzymatique 
est déposé sur la colonne d' affinité. 

L'activité cyclisante est éluée par un gradient d'a-cyclodextrine. 

Le rendement de cette étape est égal à 96 p.100 avec un facteur de 

purification égal à 1,8. 

2.7, Chromatoaraphip sur GF.05 

Cette étape permet d'éliminer les a-cyclodextrines ainsi que les 

sels. Elle permet d'obtenir un extrait enzymatique en solution dans du Tris 

HC1 10' mM, pH 7,OO. 

Çnnservaunn de l'activité cvclisank 

L'extrait enzymatique est conditionné stérilement en pilulier de 

5 ml et stocké à +4*C, Dans ces conditions, aucune perte d'activité n'a été 

détectée après 18 mois. 

2.9.1, Test par el~ctr 

Pour étudier la pureté de la solution enzymatique, l'électrophorhse 

est conduite dans un gradient de gel de polyacrylamide 5-24 p.100. 

Les électrophorégrammes des fractions obtenues au cours des 

différentes étapes sont reportés dans la figure 14 page 96. 



ActivitC cyclisante Utml 

Volume d'élution ( m l )  

: Prof il de chromtographie sur Q. F. F. @. 
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-e 14 : Prof ils électrophorc9tiques au cours dda différentes 4tapes de 
purification de la CGT&, 

T : tSmoin de amws 
A : extrait brut 
0 : artrait a p t b  trai tomnt au o&brvloa at B. B, T. A. 
C : a p d s  prQciphtstfan r u  sulfate d'amnfu'LP 
D : aprbr 9.8. A, B. Ttieacryl t e t  4). F m t  Fla* 
E : apr&e affinitd, 



Une lecture directe de l'intensité des bandes sur le gel, à l'aide 

d'un densitomètre, montre que l'enzyme représente 99,75 p.100 des protéines 

révélées au nitrate d' argent. 

Le critère d'homogénéité "une bande en électrophorèse" est respecté. 

. . 2.9.2. Test _aeirA-ie c liqude r@ 'de (F. P. L. C. 

2.9.2.1, Test par gel filtration sur SUPERnSE 12@ 

En présence de NaCl 1 M, la fraction active est éluée en un pic 

symétrique. La CGTase représente 98,9 p.100 des protéines détectées à 280 

m. 

La fraction enzymatique est donc homogène en masse. 

2.9.2.2. Test par é c h ~ & , ~  P . d ions sur I 

Bous nous sommes inspirés du protocole mis au point sur Q Fast Flow@ 

niais nous avons la possibilité de réaliser un gradient fin et 

reproductible . 
L'échantillon de la solution enzymatique finale est chromatographié 

sur mono Q@, L'activité cyclisante est éluée en deux fractions représentant 

respectivement 68,90 et 29,99 p.100 des protéines détectées à 280 nm. Ces 

deux fractions présentent la même activité spécifique à l'erreur 

expérimentale prés: 86 et 88 U/mg. 

Botons que la somme des deux pics actifs représente 98,89 p.lOO des 

protéines détectées à 280 nm (figure 15 page 96). 

2.10. Déteratinn des pourc~ntgges des detsx fractinns d u ~ . ~  - l'ext- 
m 

Pour vérifier que les pourcentages obtenus de 30 et .70 P.lOO ne sont 

pas dus à des artéfacts de purification, nous avons analysé un échantillon 

obtenu par dilution, dialyse et centrifugation du surnageant de culture. 

Dans ces conditions, on récupère 98 p.100 de l'activité initiale. 

La figure 16 page 99 représente le profil d'élution de la mono Q@. 

L'activité est déterminée sur des fractions de 200 pl. 

Les deux premiers pics actifs représentent respectivement 70 et 30 

p. 100 de l'activité initiale, 



mure 15 : Chromatographie en F. P. L. C. sur mono Q@. 



D.O. 280 nm 

L l  LLE @ 

m e  16 : Chromatographie de l'extrait brut en F.P.L.C. sur mono QQ. 

: Activitk cyclisante 



Ces résultats montrent que dans le mût de culture, la CGTase existe 

bien sous deux formes représentant respectivement 70 et 30 p.100 de 

l'activité initiale et qu'en fin de purification de la CGTase, an retrouve 

ces deux fractions dans les mêmes proportions. 

~Isc,ussIQg 

Au cours de la mise au point du protocole de purification de la 

CGTase, nous avons essayé d'éliminer différentes étapes. Bous avons obtenu 

des résultats remarquables en chromatographiant, après dialyse, le 

surnageant de culture sur Q Fast Flow@. A plusieurs reprises, cette étape a 

permis d'obtenir une solution enzymatique homogène à 90 p.100 avec un 

rendement supérieur à 95 p. 100, Cependant, dans ces conditions, la capacité 

de la colonne est fortement diminuée par la présence de polysaccharides; De 

plus, suivant la nature du moût de culture ~viscosité,protéases . . .  ), les 
résultats ne sont pas reproductibles, allant jusqu'à la perte totale de 

l'activité. C'est pour cela que l'élimination du polysaccharide par le 

cétavlon et 1' inhibition des protéases par 1' E. D. T. A. sont indispensables 

pour obtenir de bons résultats reproductibles. 

La chromatographie sur D. E. A. E. favorise une meilleure 

reproductibilité de la chromatographie sur Q Fast Flow@. 

La Q Fast Flow@ permet d'éliminer une partie des polysaccharides et 

des protéases, ce qui améliore les rendements des étapes suivantes. 

Le facteur de purification obtenu sur colonne d'affinité peut 

sembler extrêmement faible pour ce genre de chromatographie. Cependant, au 

cours des nombreux essais, il est apparu qu'il était prkférable de déposer 

un échantillon totalement débarrassé de polysaccharide et renfermant le 

minimum de protéases. C'est dans ces conditions uniquement que cette étape 

permet d'obtenir une solution enzymatique homogène en électrophorèse et 

débarrassée de toute autre activité contaminante. 

Le protocole ainsi défini permet de récupérer 64 p. 100 de l'activité 

initiale avec un facteur de purification de 41. 

Il permet d'obtenir, en deux semaines au laboratoire, plusieurs 

dizaines de milligrammes d' enzyme. Cette aolution est parfaitement stable 

pendant 18 nois à t4'C. 



Cependant, lors du test d'homogénéité par F. P. L. C. sur mono Q@, nous 

avons mis en évidence deux fractions actives qui avaient échappé à la 

résolution des techniques chromatographiques utilisées. 

Ces fractions représentent respectivement 70 et 30 p.100 de 

l'activité initiale. Elles peuvent facilement être séparées par 

chramatagraphie préparative sur mono Q@ (figure 17 page 102). 

Le rapport de l'activité dextrinifiante sur l'activité cyclisante 

reste constant au cours des différentes étapes de purification. Les deux 

activités seraient portées par la même structure protdique sans qu'il soit 

possible pour le moment de définir s'il s'agit d'un ou de deux sites de 

catalyse. 

III) - 

La figure 18 page 103 montre la relation linéaire existant entre le 

logarithme de la masse moléculaire et la mobilité des échantillons. La 

mesure du Rf permet de déterminer graphiquement la masse moléculaire de la 

CGTase. Cette dernière est égale à 73000. Ce résultat est la moyenne de 8 

déterminations réaliskes en gel homogène à 7,5 p. 100 ou dans un gradient 

5-24 p. 100 d' acrylamide, 

3.1.2. D é t e r w n n  gel filtration sur Superose 12@ en F, P.L. C, 

La colonne a été équilibrée dans différents systèmes tampons pour 

déterminer la masse moléculaire : 

- en présence de NaCl 1 M, la masse apparente est de 21000 
- en présence de HaCl 1 M et de j3-cyclodextrine 1 nM, la masse 

apparente est égale à 21000 

- en présence de S.D.S. 0,l p. 100, la masse apparente est de 24000 
- en présence d'acétonitrile 30 p.100, la masse apparente est de 

33500, 
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F a u r e  18 : Détermination de l a  masse moléculaire  de l a  CeTase p u r i f i é e  par  
é l ec t ropha rése  s u r  g e l  de polyacrylamide en  presence de SDS. 

2 - Sérum albumine bovine 62 000 Da 

3 - Ovalbumine 

4 - Anhydrase carbonique 30 000 Da 

5 - I n h i b i t e u r  de  la  t r y p s i n e  de  
. l a  g ra ine  de s o j a  

6 - a-lactalbumine 14 000 D a  



Bous sommes en présence d'un phénomène d'interaction protéine - 
matrice qui provoque une sous-estimation de la masse apparente de l'enzyme. 

On retrouve les mêmes résultats sur colonne de Sephadex G.100. 

3.1.3. Déterminati- ZP 
. - atinn sur col-ne de T, S.K,HW 5 2  7 . . 

La masse apparente est égale à 49000. 

L'ensemble de ces résultats semble être une conséquence des 

propriétés hydrodynamiques de la CGTase. Cette dernière ne serait pas une 

protéine globulaire, mais présenterait une structure particulière en 

relation avec sa fonctian. 

La masse moléculaire de la CGTase est égale & 73000 daltons en 

électrophorèse dénaturante (S. D, S, i . 
Far contre en gel filtration, l'enzyme est retardée sur des gels 

renfermant de l'agarose ou du dextran. Ce phénomène traduit l'affinité que 

présente 1' enzyme pour ce genre de matrice. Les masses apparentes en gel 

filtratian sont comprises entre 21000 et 33500 suivant les conditions 

expérimentales. Cependant, sur un support synthétique la CGTase a une masse 

apparente de 49000. Ce dernier résultat montre que la CGTase est très 

probablement une protéine manocaténaire ayant une structure 

tridimensionnelle différente de celle des témoins de masse utilisés, 

3,2.1. ChromatpfQl;âlisqtian sur c m e  mano P en I ; . P , L . C .  

L'activité enzymatique est éluée en deux fractions actives. Le 

chromtogramme est représenté par la figure 19 pa, me 105 : 

- un pic principal représentant 70 p.100 de la çurface, pili 8,10 
- un pic minoritaire représentant 30 p. 100 de la surface, pili 7 , 6 5 .  

Le résultat est illustré par ia figure 20 page 106 : on retrouve un 

pic majoritaire pHi 6,80 et un p i c  minoritaire pHi 6,10 dans le même 

rapport 70/30 p, 100. 



". 
w r e  19 : Chromatofocalisation en F. P. L. C.  

Colonne mono Pm (Pharmacia) 
Tampon Tris-acétate 75 mM pH 9,3 
Clution par le Poly-Buffer 94 acétate pH 4 ,O  



Activité cyc l  isante U l m 1  

Volume d'blution [ m l )  

ure 20 : Iso~lectrofocalisation en veine liquide 

M; Activf té cyclisante 
- - - - :  PH 

: D.O. 280 nm, 



Les résultats sont illustrés par la figure 21 page 108. 

La fraction totale (sortie affinité) se décompose en deux pics 

actifs de pHi 6,90 et 6,10 (figure 21 A page 108) 

Le pic majoritaire purifié sur mono Q@ présente un pic unique de pHi 

6,90 (figure 21 B page 108) 

Le pic minoritaire, 30 p. 100 de l'activité de départ, se décompose 

en un pic principal de pHi 6,lO. Un deuxième pic apparaît alors de pHi 5,60 

(figure 21 C page 108) 

Les valeurs des pHi déterminées par chromatofocalisation d'une part, 

et le comportement de l'activité sur échangeur anionique (D.E. A.E., Q Fast 

Flow@) d'autre part, montrent que l'activité cyclisante se répartit en 

deux fractions basiques de pHi 7,65 et 8,10 représentant respectivement 30 

et 70 .p. 100 de l'activité initiale. 

On retrouve ces deux fractions par I . E . F .  en veine liquide, et par 

I.E.F. en gel de polyacrylamide mais avec des valeurs de pHi de 6,10 et 

6,90 respectivement, 

Ces différences de pHi, obtenues suivant la technique utilisée, 

peuvent s'expliquer par l'existence de charges (ou groupements ionisables) 

inaccessibles aux charges de 1' échangeur (mono Pm, Q Fast Flow@, D, E. A. E. 1. 

Les valeurs qui semblent les plus proches de la réalité sont celles 

obtenues par 1. E. F. . 

Remarque : 

Cette hétérogénéité pourrait avoir plusieurs origines : 

- Variation de la composition en acides aminés 

- glycosylation 
- début de protéolyse échappant à la résolution de l'électrophorèse 

- protéine plus ou moins saturée en cations. 



Activite cyclisante Ulm1 

cyclisante 

cyc 1 isan te 

: :Répartition de l'activite cyclisante (CGTase) en 1. E. F. en gel 
de polyacrylamide (pH 5,50-8,50). 
Echantillons analysés : 
A - Fraction totale 
B - Pic majoritaire mono QQ 
C - Pic minoritaire mono Q@ 



Cependant ces différentes fractions ont le même comportement sur 

colonne d'affinité, sur gel hydrophobe (phényl Sépharose) et la même 

activité spécifique. 

. . mit ion -nnnsacc:har~de% 

La différence de la masse apparente obtenue par gel filtration 

(21000-33500-49000) par rapport à celle obtenue par électrophorèse (73000) 

d'une part, et l'existence d'une microhétérogénéité de charge d'autre part, 

sont des phénomènes que l'on rencontre souvent chez certaines 

glycoprotéines. 

La méthanolyse suivie d'une 8-réacétylation de 1 mg de chaque 

fraction (pHi 6,lO et 6,901 conduit à la libération de monosaccharides. ~ 
L'analyse des résultats obtenus en chromatographie en phase gazeuse, montre 

qu'il y a des traces de monosaccharides que nous avons identifiés comme du I 

i 
galactose, du glucose, de la 8-acétylglucosamine et du mannose, Cependant 

la somme totale des monosaccharides pour chaque fraction représente moins 

de 0,15 p.100 de la masse enzymtique lyophilisée. 
1 
i 

Par ailleurs, nous avons soumis chaque fraction de CGTase à l'action 

d' exo-glycosidases de B i f i d o b a c t é r i u m  b i f i d u m  et d' endo-N- 

acét y lglucosami nidase de Sporo tri chum dinmrphosporum. 

Après 24h d'incubation, nous avons chromatographié les échantillons 

sur colonne Superose 12@, et réalisé un contrôle en électrophorèse. 

Le camportement des fractions traitées ne différe pas des 

échantillons non traités. 

Ces résultats permettent de conclure à la nature non 

glycoprotéinique de la CGTase ce qui permet d'envisager avec plus de 

facilité le clônage du gène de cette enzyme. 

3.4. -tim des ~ r n u p ~ t s ~ t h i o l s  - 
L'enzyme native ne réagit pas avec le réactif au D.T. ET. B. Il n'y a 

donc pas de groupement thiol librement accessible. L'enzyme traitée au SDS 

1 p.100 en présence dlE.D.T.A. à 1OOoC pendant 4 min ,présente 0,95 mole de 

thiol dosable par mole d'enzyme (calculé sur la base d'une masse de 73000). 

Ces résultats montrent que la CGTase possède un groupement thiol 

masquri! . 



L'activité cyclisante est mesurée dans une gamme de pH variant de 2 

à 12. 

l'activité en fonction du pH est représentée par la figure 22 page 

111. 

Le maximum est atteint pour une zone de pH allant de 5,30 à 5,70. 

A pH 7,00, l'activité mesurée représente 90 p. 100 de l'activité mesurée au 

pH optimal. Un essai en tampon Tris HG1 0,l M pH ?,O0 a donné la même 

valeur 

Le pH optimal de l'activité dextrinifiante, déterminé par la méthode 

Rapidase est identique à celui de l'activité cyclisante. 

L'activité cyclisante est mesurée à différentes températures. 

Le maximum d'activité est atteint dans une zone de température 

comprise entre 55'C et 60'C. 

A 50°C, l'activité cyclisante mesurée représente 95 p. 100 de 

l'activité mesurée à la température optimale. 

La température optimale de l'activité dextrinifiante est identique à 

celle de l'activité cyclisante (figure 23 page 111). 

4.3.1. Stabilité vis a vis du DH et de la twrature . S .  - - 

L'enzyme est incubée dans différentes conditions de pH et de 

température. On mesure l'activité résiduelle en fonction du temps. 

La figure 24 page 112 représente l'activitk résiduelle après 20 min 

d'incubation à 40'C en fonction du pH. 

La zone de stabilité maximale est comprise entre pH ?,O0 et pH 8,00, 

La CGTaçe sera stockée en solution à +4*C  dans cet intervalle de pH. 



Activité cyclisante U l m 1  H 

A 
ctivite dextrinifiante U l m 1  ~ - 0  

3 4 5 6 7 8 9 1 ' 0 1 ' 1  
Ei(yu e 27, : Détermination du plboptimal de l'activité cyclisante. 

Détermination du pH optimal de l'activité dextrinifiante. 
(T : 50°C, en tampon citrate-phosphate-borate 33 mM). 

Rctivité cyclisante U l m 1  H 

1 Rctivitk dextrinifiante U l i l  W 

U r e  23 : Détermination de la température optimale de l'activité 
cyclisante. 
Détermination de la température optimale de l'activité 
dextrinifiante. 
(en tampon citrate-phosphate-borate 33 mM pH 6,O). 



Activité residuelle % 

re 24 : Stabilité de la CGTase h 40'C en fonction du pH 
(activité résiduelle après 20 min d'incubation). 


























































































































































































