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- 	 KESUME 

Notre travail consistait, dans un premier temps, à obtenir une 
-  préparation brute d'invertase de Saccharoinyces cerevisiac et à étudier 

Pin fluence de divers paramètres physico-chimiques sur l'activité de cette 
- enzyme. Par la suite, nous avons procédé à l'immobilisation de 

l'invertase brute par inclusion dans des billes d'aiginate de calcium et 
nous avons étudié les modifications du comportement cinétique de 
l'enzyme dues à l'immobilisation. 

Nous avons constaté que l'immobilisation avait tendance à 
augmenter les valeurs des pH optimums (décalage vers les PI-1  basiques). 
De plus, il semblerait que la préparation brute d'invertase contienne deux 
iso-enzymes. Pour l'enzyme soluble, les pli optimums sont 3,6 et 4,8 

- 	 pour l'enzyme immobilisée ils se situent à 4,0 et entre 5,2 et 5,6. 
La température optimale de l'invertase diminue après 

immobilisation. Elle passe de 60°C pour la forme soluble, à 55°C pour la 
- 	 forme immobilisée. 

La stabilité thermique est elle aussi altérée par l'immobilisation. 
La forme soluble est stable durant 6 h à 45°C. mais il faut abaisser la 
température à 37°C afin de maintenir constante l'activité cl.e l'enzyme 
immobilisée pendant la même durée. 

- 	 La concentration en saccharose conduisant à la vitesse initiale la 
plus grande est plus élevée pour l'enzyme immobilisée que pour 
l'enzyme libre (respectivement 0,5 molli et 0,2 mollI). 

La constante de Michaelis de l'invertase immobilisée est 
également supérieure à celle de l'enzyme libre. Eu revanche, la vitesse 
maximale de l'enzyme diminue après l'immobilisation. 

Les deux formes d'enzymes ont été mises en oeuvre d'abord dans 
un petit réacteur agité discontinu (d'un volume réactionnel de 100 ml) 

-  afin d'obtenir les courbes de progression de la réaction d'hydrolyse du 
saccharose. Les effets de la température, de la concentration d 'enzyme et 

- de la concentration en substrat ont été évalués. Quelques essais 
d'hydrolyse en continu ont ensuite été réalisés dans un petit réacteur 
continu à lit fixe contenant l'invertase immobilisée dans les billes 

- d'alginate (diamètre du lit de billes: 1,5 cm ; hauteur du lit (le bille: 2,3 
cm). L'influence du débit d'alimentation du réacteur sur le taux de 
conversion du saccharose a été estimée. 

Mots dés: invertase - Saccharomyces cerevisiae -•- Cinétique 
-- 

 
enzymatique - Enzyme immobilisée Alginate 



LISTE DES ABREVIATIONS ET SYMBOLES UTILISES 

a Paramètre du modèle cinétique établi pour les hydrolyses en 
mode discontinu ; "a" peut être assimilé à la concentration 
initiale en substrat en mmol/l 

b Paramètre du modèle cinétique établi pour les hydrolyses en 
mode discontinu ((mmol.min/l)) 

DNSA Acide 3,5 - dinitrosalicylique 

DO Densité optique (adimensionnel) 

K Constante 

kDa Kilodaltons 

K i  Constante d'inhibition par excès de substrat (moi.l') 

K,, Constante de Michaelis (mol.!') 

P/P "Poids/poids" (adimensionnel) 

P/V "Poids/volume" (mg/mi) 

S Substrat 

S0  Concentration initiale en substrat (molli) 

T Température (°C) 

t Temps (min ou h) 

tr Tour 

UI Unité 	internationale 	(quantité 	d'enzyme 	qui 	catalyse 	la 
transformation d'une micromole de substrat par minute dans des 
conditions définies) 

V•. Vitesse initiale (j.tmol. 1 '.min') 

vmax  Vitesse maximale (jimoi.1' .min') 

VN "Volume/volume" (adimensionnel) 
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Introduction 

L 	
'exploitation industrielle des micro-organismes pour la 

fabrication de substances utiles conduit à une gamme 

de produits très variés et révèle des possibilités infinies 

chez les micro-organismes. La production de molécules d'intérêt, ainsi 

que le traitement des déchets, passera de plus en plus par la mise en 

oeuvre d'enzymes ou de cellules entières. 

Parmi les micro-organismes d'intérêt industriel, on trouve la 

souche Saccharomyces cerevisiae. Elle a un rôle important dans le 

domaine alimentaire où elle fait l'objet d'une production de masse 

pour servir de levure de boulangerie ou pour la synthèse d'enzymes. 

L'invertase est l'enzyme caractéristique de cette souche. Elle 

catalyse l'hydrolyse du saccharose en sucre inverti utilisé dans les 

industries alimentaire et pharmaceutique. 

Notre travail consistait à préparer une invertase bon marché à 

partir d'une levure de boulangerie commerciale et à immobiliser 

l'enzymeainsi obtenue en vue de son utilisation dans un réacteur 

continu réalisant l'hydrolyse du saccharose. 

Les différentes étapes de notre travail ont été les suivantes: 

1. Mise au point d'un protocole de préparation de l'extrait 

- 	 d' invertase de levure (Saccharomyces cerevisiae). 

2. Etude de la stabilité de cet extrait durant un stockage 

prolongé à +4°C. 

14 



Introduction 

3. Etude des propriétés cinétiques de l'enzyme libre: étude de 

- 	 l'influence des concentrations d'enzyme et de substrat 

détermination des valeurs de K m  , de V,,, et de la constante 

d'inhibition par le substrat ; recherche du pH optimal et de la 

température optimale ; étude de la stabilité thermique entre 

25 et 60°C et de la stabilité à différents pH. 

- 	 4. Immobilisation de l'invertase par inclusion dans des billes 

d ' alginate.  

5. Etude des propriétés cinétiques de l'enzyme immobilisée: 

- 	 pH optimal, température optimale, stabilité thermique, K, 

V inax , constante d'inhibition par le substrat. 

- 	 6. Essais d'immobilisation de l'invertase par inclusion dans des 

billes d'alginate et réticulation. 

7. Etudes cinétiques en réacteur discontinu de l'invertase libre 

et de l'invertase immobilisée: étude de l'influence de la 

température, de la concentration en enzyme et de la 

concentration en substrat. 

8. Essais préliminaires d'hydrolyse du saccharose en réacteur 

continu à lit fixe. 

15 
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Synthèse Bibliographique 

L L'INVERTASE 

1. Définition et rôle physiologique 

Les [3—fiuctosidases sont des enzymes qui révèlent une activité 

3_D-0—fructofuranosyl fructohydrolase. Elles sont capables de 

transférer les résidus [3—D-0—fructofuranosides (ou leurs dérivés) des 

glucides à l'eau sous forme de D—fructose. 

Les substrats naturels des f3—fructosidases incluent le saccharose 

(disaccharide) et ses dérivés tels que le saccharose-6—phosphate, le 

raffinose (trisaccharide), les polyfructanes (inuline). 

Les [3—fructosidases qui sont incapables d'hydrolyser les 

polyfructanes sont appelées sucrases [E.C. 3.2.1.26] et sont divisées 

en invertases et sucrose-6—phosphate hydrolases 179 1. 

La levure Saccharomyces cerevisiae exprime I' invertase sous 

deux formes: la forme extracellulaire qui est majoritaire et la forme 

intracellulaire (minoritaire). Ces deux formes dérivent d'une structure 

de gène commune 193, 941. Leur différence résulte de la présence de 

deux acides aminés supplémentaires à l'extrémité N—terminale de 

- 

	

	 l'invertase extracellulaire 1941 Malgré cela, les deux formes 

d'invertases hydrolysent le saccharose avec la même efficacité 193, 

941. 

17 



Synthèse Bibliographique 

La réaction d'hydrolyse du saccharose par l'invertase en 

- 	 glucose et fructose pour donner du sucre inverti est la suivante (cf 

- 	 figure 1 )144 1: 

I nvertase 

Saccharose + H20 	 > D-glucose + D-fructose 

AHr = - 15 ki/mol 

D'après Wolf et al. (1999), l'invertase ne montre pas d'activité 

- 	 pour d'autres saccharides, mais d'après Reddy et Maley (1996), cette 

enzyme hydrolyse le saccharose facilement et d'autres familles de 

- 	 substrats tels l'inuline et le raffinose mais avec une affinité moins 

importante. 

- 	 2. Localisatiôn de l'invertase 

L'invertase extracellulaire (glycosylée) est localisée dans 

- l'espace périplasmique et l'invertase intracellulaire (non glycosylée) 

est localisée dans le cytosol. Cette différence entre les deux formes qui 

sont issues du même gène est due à la présence d'un signal peptidique 

à l'extrémité N—terminale de l'invertase périplasmique; l'invertase 

intracellulaire est dépourvue de ce signal peptidique et elle est donc 

retenue dans le cytoplasme 1931. 

18 
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Figure I : Structures du saccharose 

du glucose et du fructose 
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3. Structure de l'invertase 

L'invertase extracellulaire de levure est une glycoprotéine 

largement oligomérique 11081. Son unité fonctionnelle native est un 

homodimère ayant une masse moléculaire de 120 000 daltons 159, 93, 

1081. 

D'après la séquence ADN du gène SUC2, la forme active de 

- 	 l'invertase extracellulaire est constituée de 513 résidus d'acides 

aminés par sous unité 1931. 
L'invertase de levure est caractérisée par un grand degré 

d'hétérogénéité, principalement attribuable à la liaison avec les 

chaînes externes d'oligosaccharides 1251. Elle contient 14 sites de 

- glycosylation (sequons) par sous unité. Sur chaque site, la 

glycosylation se fait à des degrés variables. Exceptionnellement, le 

chevauchement entre les sites 4 et 5 permet de glycosyler 

- marginalement le site 5. Le site 4 (Asn - Asn - Thr) est complètement 

glycosylé contrairement au site 5 (Asn - Thr - Ser) qui est le moins 

glycosylé 1951. Le degré de glycosylation des divers sites est aussi 

influencé par la localisation de ces sites dans la structure secondaire 

de la protéine 1951. La glycosylation augmente la stabilité de 

l'invertase et joue un rôle dans la mobilité de cette enzyme 1251. 

La nature du chemin sécrétoire et la réaction de glycosylation 

- associées à la biosynthèse de l'invertase dans la levure ont été 

largement étudiées 1931. Après la sécrétion d'invertase dans le 

cytoplasme, I' invertase extracellulaire migre vers l'espace 

- 	 périplasmique via le réticulum endoplasmique. Le taux de migration 

20 
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est dépendant des nombres et longueurs des chaînes 

oligosaccharidiques 1941. Au cours du transport, l'enzyme acquiert en 

moyenne dix oligosaccharides de mannose qui représentent 50% (P/P) 

de sa masse moléculaire 125, 941. Les oligosaccharides de mannose 

semblent aider l'auto-association en homodimères fonctionnellement 

actifs à l'intérieur de tétramères, hexamères et octarnères, qui ont tous 

la même activité spécifique 1 93,94 1. L'enzyme retenue dans l'espace 

périplasmique est sous forme d'homooctamères 1251. 

4. Mécanisme d'action 

L'invertase est l'une des plus anciennes enzymes dont on ait 

étudié le mécanisme d'action 1931 

Reddy et Maley (1996) et Kaplan et al. (l 997) rapportent que le 

mécanisme réactionnel d'hydrolyse du saccharose par I'invertase, 

impliquerait la protonation de l'oxygène glycosidique du saccharose 

par le donneur de proton (cystéine 205) suivie par l'attaque 

nucléophile sur le carbone anomérique du fructose par le groupe 

carboxylate de l'Asp 23  (aspartate 23). 

Il n'y a pas beaucoup de connaissances sur les résidus d'acides 

aminés qui contribuent à la fixation et à l'hydrolyse du saccharose. 

Les études d'inactivation utilisant le conduritol P époxide (CBE) 

indiquent que le CBE réagit avec un groupe carboxylate spécifique 

dans l'invertase de levure pour inactiver l'enzyme. L'inactivation 

21 



- 	 Synthèse Bibliographique 

résulte de la modification d'un seul résidu d'acide aminé. L'analyse 

de la séquence peptidique révèle que l'Asp 23  est le résidu modifié. Le 

rôle d'Asp23  dans le processus catalytique est démontré en substituant 

l'Asp par l'Asn (asparagine) en utilisant le site mutagénique direct du 

gène suc 2. L'enzyme mutante est inactive, ce qui confirme le rôle 

de l'Asp23  dans le processus catalytique 1931. 

Par ailleurs, diverses études suggèrent que les 4 histidines de 

l'invertase (His 13, His 37, His 57 et His 250) sont des donneurs de 

proton mais cette proposition est en contradiction avec le fait que 

quand ces histidines sont remplacées par des résidus de glycine, 

l'activité enzymatique représente encore 92 à 100% de celle de 

l'enzyme native. 

- 	 De plus, on a trouvé qu'un résidu de glutamate (Glu 204) est 

aussi essentiel pour l'hydrolyse du saccharose. Lorsqu'on remplace ce 

résidu par un résidu alanyl, la constante catalytique (K cat ) est réduite 

3000 fois. Le glutamate semble servir de donneur de proton dans 

l'hydrolyse de la liaison glycosidique 19 4 1. 

Compte tenu de ces résultats, Reddy et Maley (1996) proposent 

un autre mécanisme réactionnel pour l'invertase. Selon ce mécanisme 

G lu204  sert de donneur de proton qui transfère le proton de H 20 à 

l'oxygène glycosidique du saccharose, alors que le nucléophile Asp 23  

attaque le C 2  (carbone 2) du fructose entraînant la formation d'un 

complexe « enzyme—fructosyl » (stabilisé par des liaisons covalentes) 

OX 



Synthèse Bibliographique 

et la libération du glucose. En présence d'une concentration élevée en 

substrat, le complexe « enzyme—fructosyl » peut transférer le résidu 

fructosyl à un alcool primaire tel que le méthanol ou l'éthanol et à des 

monosaccharides 194 1 
Dans certains cas, le résidu Cys 205 intervient dans la réaction 

catalytique à cause de sa proximité avec Glu 204. 11 est possible que le 

Cys 205 joue un rôle dans la catalyse en maintenant un 

microenvironnement favorable autour du site actif, ou peut être en 

aidant la fixation du substrat 194 1 

5. Régulation de la biosynthèse de l'invertase 

Sur le plan commercial, l'invertase est biosynthétisée 

principalement par les espèces de levures: Saccharomyces cerevisiae 

ou Saccharomyces carlsbergensis 11081. 

Le gène SUC2 de levure est le gène structural de l'invertase. Il 

produit deux types d'invertases différentes: 

• L'invertase extracellulaire (glycosylée) qui est l'objet d'une 

répression catabolique par le glucose, c'est-à-dire que son 

expression dépend de la concentration en glucose 125, 35, 90, 

- 931. 

• L'invertase intracellulaire (non glycosylée) est une enzyme 

constitutive qui est élaborée toujours à des vitesses et à des 

concentrations constantes quelle que soit l'activité métabolique 

du micro—organisme. Elle est donc considérée comme faisant 
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partie de la machinerie enzymatique de base et permanente de la 

- 	 cellule 1 93, 991. 

6. Caractéristiques générales de l'invertase de 

Saccharomyces cerevisiae 

Les caractéristiques les plus importantes des enzymes pour leur 

utilisation pratique sont leurs dépendances vis à vis du pH et de la 

température. 

a. pH 

Le pH du milieu intervient sur l'état d'ionisation de nombreux 

- 	 sites internes de la molécule d'enzyme. Ses effets sont donc 

Multiples et affectent 1841 
- 	

• La structure de l'enzyme. 

• L'association entre enzyme et substrat. 

• Le mécanisme réactionnel. 

Selon la littérature, les préparations purifiées d'invertase de 

levure sont hétérogènes du point de vue de leur point isoélectrique, ce 

qui indique la présence d'au moins deux isoenzymes 1761. 

Au contraire de la plupart des autres enzymes, l'invertase 

représente une activité relativement élevée dans la zone de pi-I 

comprise entre 3,5 - 5,5 bien que le pH optimum soit d'environ 4,5 

11081. 
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- 	 b. Température 

Comme pour n'importe quelle réaction chimique, la 

-  température a une influence sur la vitesse des réactions enzymatiques, 

mais de nombreux facteurs en compliquent les effets. Par exemple, 

varient avec la température : la structure de l'enzyme, la stabilité du 

complexe enzyme—substrat, l'ionisation de certains sites 1841. 

L'activité enzymatique de l'invertase atteint un maximum à 55°C 

11081. 

c. Substrat 

Un grand nombre d'enzymes industrielles sont des hydrolases. 

Elles sont souvent induites par le substrat sur lequel elles 

agissent 1601. 

Le saccharose est l'un des produits de la photosynthèse et la 

forme dominante de translocation des glucides dans les plantes 

supérieures correspondant à une forme de stockage de l'énergie 11, 

641. Ses deux principales sources industrielles sont la canne à sucre 

iui contient le plus de saccharose en masse et la betterave 115, 37, 

1151. 

- 	 Le saccharose est un diholoside non réducteur, son nom 

scientifique est « a-D-glucopyranosyl (1--->2) 3-D-fi -uctofuranoside ». 

Le saccharose est composé d'un a-D-glucose et d'un n-D-fructose liés 

- 	 par une liaison osidique (cf figure 1 )198, 1081. 
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L'hydrolyse du saccharose donne un mélange équimolaire de 

- fructose et glucose dénommé sucre inverti qui a des applications dans 

différents processus industriels 1371. 
L'hydrolyse peut se faire sous l'effet de l'acidité et de la chaleur 

11 ou par I'invertase (saccharase) 1521 qui doit son nom au fait qu'elle 

inverse l'activité optique du milieu réactionnel de dextrogyre à 

lévogyre 11051. 

La masse molaire du saccharose étant de 3421 )30 g, le 

saccharose peut donc être considéré comme un substrat de faible 

masse molaire 1501. 

Dans l'industrie agroalimentaire, le saccharose est employé 

comme conservateur: lorsque la concentration du saccharose est 

suffisante 40,2% (P/P) , le développement des micro—organismes est 

inhibé 1151. 

d. Inhibiteurs 

Les métaux lourds sont de puissants inhibiteurs de l'invertase. 

Les ions argent (Ag) qui touchent les histidines de la chaîne latérale 

de l'enzyme, rendent cette dernière inactive 11081. La réduction de la 

vitesse initiale par les ions Ag' dépend de la concentration de métal 

lourd. Une concentration de 4 .tmoI d'AgI/kg de solution peut inhiber 

50% de l'activité enzymatique de l'invertase 1 47 1. 
Par ailleurs, le substrat et les produits de la réaction peuvent 

- 	 aussi être des inhibiteurs de l'enzyme 11081. 
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7. Propriétés des autres invertases 

Dans la classification des enzymes, la famille des glycosyl-

hydrolases (E.C. 3.2.) rassemble la plupart des protéines à activité 

f3-fructosidase. On y trouve les saccharases d'eucaryotes et de 

- 	 procaryotes, les fructanases bactériennes et les inulinases fongiques 

1791. 
Du point de vue des séquences en acides aminés, l'invertase de 

levure (Saccharomyces cerevisiae) présente une homologie de 

30-31% avec les saccharases bactériennes et de 27-29% avec les 

- 	 invertases d'origine végétale 1941. 

L'invertase d'Aspergillus figer est la seule saccharase de 

moisissure qui ait une séquence d'acides aminés non homologue de 

celle de l'invertase de levure 1791.  
Dans un même règne, on peut trouver des invertases ayant des 

- 	 propriétés différentes. Ainsi, dans le règne végétal, on trouve les 

exemples suivants 

Dans le levain de riz, il y a trois types d'invertases acides 

nommées 1T 1  , IT2  et 1T3  dont les masses moléculaires 

sont respectivement 220 kDa - 59 kDa et 67 kDa. Les pH 

- 

	

	 optimums sont 3,5 - 6 - 5,5 respectivement. Les trois 

enzymes peuvent hydrolyser le saccharose et le raffinose 

- 	 mais pas le maltose 1641. 

• Dans la racine de betterave rouge (Bera vulgaris L.). on a 

deux formes d'invertases acides qui ont des masses 

moléculaires différentes 65 kDa et 46 kDa. Ces enzymes 
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sont surtout actives sur le saccharose mais gardent une 

activité appréciable sur le raffinose et le stachyose 1 74 1. 

8. Importance industrielle de l'invertase 

L'invertase est une enzyme largement utilisée dans l'industrie 

alimentaire et en particulier dans la confiserie pour obtenir un Sirop 

-  liquide ou semi visqueux 121, 55, 75, 1081. Elle est aussi utilisée pour 

empêcher la cristallisation des sucres dans les produits alimentaires ou 

permettre l'assimilation de l'alcool dans les vins fortifiés 1761. De 

- 

	

	 plus, elle améliore Je contrôle des composants volatils du vin, du 

cognac et des liqueurs aqueuses 1761. 

9. Importance industrielle des produits libérés par 

I ,  n'.ynrl-n on 

- 	 Sur le plan industriel, le sucre inverti est produit, soit par 

hydrolyse enzymatique, soit par hydrolyse acide. La catalyse 

enzymatique est particulièrement adaptée à la production de sucre 

inverti à très haut degré d'hydrolyse [37, 651. 

Une hydrolyse partielle ou totale du saccharose apporte à 

l'utilisateur les avantages suivants 1221 

Hygroscopicité plus élevée. 
- 	 • Activité de l'eau plus basse. 

Pouvoir sucrant passant de I à 1, I. 
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Le sucre inverti en solution est nettement plus fluide que le 

-  saccharose liquide (à 20°C une solution de saccharose a une viscosité 

trois Ibis plus élevée qu'une solution équivalente de sucre 

inverti) 1651. 

- 	 Le sucre inverti est employé, surtout en raison de ses propriétés 

humectantes, dans la confiserie humide (gommes, fondants, pâtes de 

-  fruits), la pâtisserie industrielle (pain d'épices, madeleines ...). En 

raison de ses propriétés physiques (pouvoir sucrant, abaissement de la 

température de congélation...), il est aussi utilisé dans les crèmes 

glacées, les sorbets et les boissons [22, 651. 

Industriellement, le sucre inverti total peut être utilisé pour la 

- 	 fabrication de fructose, de sorbitol ou de mannitol. Il est en 

concurrence avec 1' isoglucose 1221. 

- 	 Le fructose peut être utilisé pour l'alimentation parentérale. 

- 	 C'est également un sucre intéressant dans le régime de certains 

diabétiques et pour l'alimentation de l'effort. Il a récemment été 

-  inscrit, sous le nom de lévulose, à la pharmacopée fi 5f. Il est apprécié 

dans le domaine alimentaire pour son pouvoir sucrant qui vaut 1,7 fois 

celui du saccharose,et parce qu'il ne cristallise pas facilement 117, 21, 

56, 108f. 
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Il. GENERALITES SUR Saccharomyces cerevisiae 

1. Définition et position sVstérnatique  

Les Saccharomyces sont des micro-organismes eucaryotes qui 

- 	 sont classés parmi les levures qui sont définies comme étant des 

champignons unicellulaires immobiles 191 
- 	 La classification des levures (qui a été remaniée en 1984 par 

Kreger Van R) montre que le genre Saccharomyces appartient à la 

classe des Ascomycètes, à l'ordre des endomycétales et à la famille 

- 	 des Saccharomycetaceae. Cette nouvelle classification a conduit à une 

simplification importante puisqu'en appliquant le critère 

d'interfertilité, 17 souches, anciennement d'espèces différentes, sont 

devenues les représentantes d'une seule espèce: Saccharomyces 

cerevisiae 1611. 

Dans le genre Saccharomyces, les espèces les plus courantes 

sont S. cerevisiae et S. exigus. En règle générale, S. cerevisiae est 

- 	 l'espèce majoritaire 1701. 

Dans la littérature, on rencontre souvent les noms de 

S. ellipsoïdiis, S. turbidans, S. uvarun,, S. niinor, S. bayanus, et 

- S. diastaticus. Ces espèces, d'un point de vue taxonomique, ne sont 

que des variétés de l'espèce S. cerevisiae et elles ne différent que par 

des propriétés technologiques correspondant à quelques 

caractéristiques enzymatiques mineures 161, 701. 
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2. Caractères généraux 

Le choix d'une levure pour une application déterminée implique 

de connaître les caractéristiques de souche 1131. 

Les Saccharomyces comportent 17 paires de chromosomes. Les 

dimensions et les aspects dépendent fréquemment des conditions de 

culture et de l'âge des cellules 191. Le volume cellulaire de 

- Saccharomyces est voisin dc 45 j.tm3  tout en évoluant, pendant le cycle 

cellulaire. Aux évolutions des dimensions et des volumes des cellules 

est associée une variation de matière sèche. Pour S. cerevisiae, la 

teneur en matière sèche s'élève régulièrement 191 
La sélection des souches se base sur des critères. A côté de 

critères technologiques assez faciles à cerner: vitesse de fermentation, 

- 	 degré d'atténuation, tolérance à l'alcool ..., il faut aussi considérer des 

critères d'ordre sensoriel: souches non productrices de mauvaises 

- 	 odeurs telles que H2 S 114, 33J. 

De plus, il faut que les souches produisent le moins possible de 

- 	 métabolites secondaires comme les antibiotiques par exemple, et 

- 	 qu'elles excrètent l'enzyme de façon à ce que celle—ci soit facilement 

séparée et purifiée. Elles ne doivent pas conduire à la formation de 

- 	 polluants et elles ne doivent pas être pathogènes ou produire des 

composés toxiques iii, 14, 731. 

En bref, la souche doit avoir le caractère d'alimentarité c'est à 

- 	 dire faire partie des souches G.R.A.S. (« Generaily Recognized As 

Safe ») 111, 281. 
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3. Importance industrielle 

S. cerevisiae est une souche industrielle largement utilisée dans 

le domaine alimentaire. Environ 80% des levures présentes dans le 

levain du pain français, appartiennent à cette espèce 1701. S. cerevisiae 

- 	 est d'ailleurs appelée «levure de boulangerie» et sa production 

annuelle 	est de 	l'ordre de 	1,7 millions de tonnes par. an 	1611. 

S. 	cerevisiae est 	aussi utilisée pour la production d'éthanol, 	de 

biomasse et pour la sécrétion d'enzymes 1901. 

Pour l'élaboration de boissons alcoolisées, le genre S. cerevisiae 

- 

	

	 est aussi retenu. Les souches sont sélectionnées pour leur capacité à 

supporter des taux d'éthanol de 12 à 15% (V/V) et à hydrolyser les 

- 

	

	 oligosaccharides, tels le maltotriose et le maltotétraose en glucose 

pour optimiser la transformation de l'amidon en éthanol 1511. 

La souche S. cerevisiae a été immobilisée pour la production de 

- biomasse, d'invertase, d'éthanol et pour une utilisation dans le 

processus de «prise de mousse» du champagne 1261. Différentes 

techniques d'immobilisation ont été utilisées. On peut citer l'inclusion 

dans un gel de polyacrylamide ou d'alginate, l'inclusion dans les 

fibres d'un gel d'acétate de cellulose—titane—iso—propoxide, 

- 	 l'immobilisation dans des disques de gélatine 125, 26, 59, 1161. 

L'invertase des cellules immobilisées serait moins sensible aux 

attaques protéolytiques endogènes que celles des cellules libres 

- 	 correspondantes 1271. 
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Avec les progrès de la génétique, les possibilités d'amélioration 

des souches sont théoriquement infinies, d'une part par mutation, 

d'autre part au moyen des techniques utilisant l'ADN recombinant 

1111. De plus, le génie génétique permet d'augmenter le rendement 

enzymatique des micro-organismes 139, 821. 

4. Les enzymes sécrétées par S. cerevisiae 

- 	 Les cellules de micro-organismes et de plantes sont considérées 

comme des paquets d'enzymes à partir desquels les enzymes peuvent 

être isolées pour être utilisées dans des opérations variées 1541. 

On a rapporté, que toutes les espèces de levures de boulangerie 

synthétisent beaucoup d' invertase 1831. Parmi les enzymes d'intérêt 

industriel synthétisées par S. cerevisiae, on trouve aussi la 

phosphatase acide 191. 
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III. L'IMMOBILISATION 

- 	 1. Généralités sur l'immobilisation 

De très nombreuses études ont été consacrées à la préparation 

d'enzymes immobilisées 168, 911. L'utilisation d'enzymes et de 

cellules immobilisées dans le domaine alimentaire n'est pas récente. 

Comme le rappellent Weetall et Zelko (1983), l'utilisation des 

- cellules immobilisées remonte à 1820, époque à laquelle 

Schuetzenbach a fixé des micro-organismes sur des copeaux de bois 

pour convertir l'éthanol en acide lactique. L'immobilisation des 

enzymes commence à l'époque de la première guerre mondiale quand 

- Nelson et Griffin (1916) immobilisent l'invertase par adsorption sur le 

charbon actif. Depuis ces premières expériences, la méthodologie 

d'immobilisation des enzymes et des cellules est passée de l'état d'art 

à celui de science 11161. 

La promesse de la technologie d'immobilisation n'est pas 

complètement tenue et plusieurs processus sont encore en cours de 

développement 11141. Cependant durant les dernières années, la 

recherche et les projets de développement ont permis de faire 

progresser de manière significative les techniques d'immobilisation 

d'un grand nombre d'enzymes 181. 
Les enzymes immobilisées sont utilisées dans les domaines 

industriel et médical, dans des application analytiques et dans des 

biocapteurs 150, 78, 115, 1161. De plus, les enzymes immobilisées 
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peuvent servir d'agents biotechnologiques de décontamination et de 

restauration du sol 1191. 

- 	 a. Méthodes d'immobilisation des enzymes 

Les techniques d'immobilisation sont nombreuses 1621. Elles 

consistent à rendre l'enzyme insoluble, par un traitement physique ou 

chimique convenable pour éviter la perte de l'activité biologique 1311. 

Les principales techniques peuvent être rassemblées en 2 grands 

groupes (cf figure 2). 

Méthodes d'immobilisation des enzymes 

L 

	

Méthodes par confinement (Inclusion) 	Méthodes avec mise enjeu de liaisons 

Gel 	Fibres 	Fibres 	Autres 	Fixation sur 	 Réticulation 
creuses techniques 	support 

(ex : encapsulation) 

Liaison non 	 Liaison 
- 	 covalente 	 covalente 

Adsorption 	Fixation 	('hélation 
ionique 

Figure 2 : Les différentes méthodes d'immobilisation [22] 
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a. Méthodes de confinement (ou inclusion) 

Les molécules d'enzymes sont retenues à l'intérieur d'une 

- 

	

	 trame solide (gel, fibres, microcapsules) que l'on fait précipiter autour 

d'elles. La protéine enzymatique est ainsi isolée du milieu extérieur 

-  mais la diffusion de petites molécules (substrats et produits) est 

maintenue. Si d'une manière générale ces techniques sont faciles à 

mettre en oeuvre, l'immobilisation n'est pas forcément très durable 

1221. 
Les inconvénients majeurs sont habituellement le manque de 

- 	 réactivité avec les substrats de masses moléculaires élevées et la 

tendance du support à se solubiliser avec le temps. 

- 	 Les milieux généralement utilisés pour l'inclusion sont: le 

- 	 polystyrène, les matériaux cellulosiques, I'alcool—polyvinyl et les 

polydextranes 11161. 

- 	 Les alginates et les carraghénanes extraits d'algues présentent 

de remarquables propriétés gélifiantes et conviennent également bien 

à l'inclusion des enzymes ou des cellules entières 171. 

fi. Méthodes avec mise enjeu de liaisons 

Les molécules d'enzymes sont: 

• Soit retenues sur des supports solides par des liaisons non 

covalentes (adsorption, liaison ionique ...) ou covalentes; la 

mise en oeuvre d'une telle fixation est plus ou moins 

complexe 1221. Les supports utilisés sont les polycarbohyd rates, 
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les oxydes métalliques, le verre, les céramiques et le charbon 

actif 11161. 

Soit réticulées par un pontage covalent de manière à former un 

réseau, le plus souvent de masse moléculaire élevée et 

insoluble, sans recours à un support 1221. Les agents réticulants 

peuvent être des aldéhydes tels que le glutaraldéhyde ou le 

formaldéhyde ou d'autres réactifs tels que: l'hexaméthylène 

diamine, la benzidine, PO-dianisidine et les isocyanates 

bifonctionnels 146, 1161. 

b. Intérêt des enzymes immobilisées 

L'industrie actuelle montre un grand intérêt pour l'utilisation 

des enzymes insolubles 1911. Les avantages des enzymes 

immobilisées sont variés. Les avantages majeurs sont: 

• Les enzymes immobilisées peuvent être séparées facilement 

du substrat et du produit de la réaction ce qui permet un 

meilleur contrôle du processus 116, 24, 34, 54, 92, 1141. 

• Les enzymes immobilisées peuvent être réutilisées plusieurs 

fois, dans des réacteurs batch ou dans des processus 

continus, sans perte d'activité au cours d'une longue période 

146, 54, 57, 971. 

• L'immobilisation permet de compenser le coût élevé de 

l'enzyme, surtout dans le domaine analytique 1241. 
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• L'immobilisation provoque généralement une amélioration 

de la stabilité thermique de l'enzyme et confère à l'enzyme 

une résistance élevée à la dénaturation 18, 1151. 

• L'immobilisation peut allonger la demi—vie des enzymes. 

-- 

	

	 • Les systèmes à enzymes immobilisées sont de bons modèles 

pour l'étude des cinétiques enzymatiques in vivo 1 541. 

c. Supports d'immobilisation 

L'immobilisation des enzymes sur une large série de supports et 

par différentes méthodes a été étudiée intensivement durant ces 

dernières années 1881. Le choix du support dépend de l'enzyme que 

l'on veut immobiliser et du réacteur dans lequel cette enzyme doit être 

utilisée 151.  Pour choisir tel ou tel support pour une application 

spécifique il faut toujours connaître les propriétés de ce support et les 

conditions qu'il doit subir telles que la force ionique, le pi-1, la 

température et la gamme des débits 11141. De plus, la dimension des 

pores du support et la grosseur de ses particules sont susceptibles 

d'influencer l'activité de l'enzyme immobilisée 1181.  Les supports 

polymériques pouvant former des liaisons covalentes sont les plus 

utilisés pour l'immobilisation des enzymes 11071. Des polymères 

naturels de diverses structures chimiques polymérisés par les 

radiations sont aussi parfois utilisés comme supports d'enzymes 1411. 

38 



Synthèse Bibliographique 

naturels de diverses structures chimiques polymérisés par les 

radiations Sont aussi paribis utilisés comme supports 	14I . 

2. immobilisation de J 'j uverta se 

La première immobilisation d'un catalyseur biologique a été 

l'adsorption de l'invertase sur le charbon actif en 1916 180J. l.ln 

nouvel elTbrt dans ce domaine ne vient qu'après 1950, niais annonce 

une réelle ère de l'immobilisation des biocatalyseurs 1 ,421. 

Plusieurs études ont porté sur l'immobilisation Ac l'invcrtasc 

sur divers supports et par des techniques diI1rentes (cf 1abku 1). 

.. ... . . 	 .. 
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Tableau I : Quelques exemples d'immobilisations de 

l'invertase sur divers supports 

Biocatalyseur Support 

Verre de porosité contrôlée 

Gel Ca-Ti-Phosphate 	- 

Référence(s) 

Il 151 Invertase 

- Invertase 11151 

Invertase Gel de cellulose-acétate-titane-iso-propoxide 1811 

Invertase Gel de pectate de Ca 1871 

Invertase ± 

Zymomonas 

mob jus 

AMC 3963 

Gel d'alginate 1531 

Invertase Anticorps polyclonaux spécifiques 1491  

Invertase Gel d'acrylamide polymérisé par rayon y 1671 

Invertase Gel d'acrylate polymérisé par rayon y 	-- 1681 

Invertase Xanthane - 1881 

Invertase Polyamide 1761 
Invertase Disques compacts poreux de polyglycidyl 	- 

méthacrylate 

1501 

Invertase Membrane d'ultrafiltration en polysulfone 1 44 1 
Invertase Billes d'oxirane acrylique 1 451 

- Invertase Billes de cellulose modifiée 11021 

32,77, 1091 

1 44 1 

Invertase - Cellulose—concanavaline A 

Invertase Concanavaline A greffée sur billes de 

cellulose et billes de polyglycidyl 

méthacrylate 

me 
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3. L'inclusion dans l'alginate 

Dans le domaine alimentaire, la principale technique 

d'immobilisation utilisée est l'inclusion sous forme de billes dans des 

gels autorisés comme additifs 1891. 

Les méthodes d'inclusion dans des gels ont été développées 

pour divers organites et des cellules entières. On peut utiliser une 

grande variété de polymères et réaliser diverses formes de gel (billes, 

films et rubans) 11001. Les supports qui s'utilisent fréquemment sont 

des polymères naturels et leurs dérivés 140, 881. La gélification d'un 

polysaccharide est généralement simple à mettre en oeuvre au 

laboratoire 1621. L'inclusion des enzymes dans un gel offie un 

- avantage à l'enzyme elle même qui ne participe pas directement dans 

la formation de la matrice insoluble dans l'eau et l'immobilisation se 

fait sans formation de ponts entre la matrice et l'enzyme 124, 811. 

Les gels de polyacrylamide, d'alginate et de carraghénanes sont les 

plus employés 124, 78, 811. De nombreuses équipes ont choisi 

l'alginate 11001. L'inclusion dans l'alginate a donné de bons résultats 

avec plusieurs enzymes mais il est arrivé que des enzymes soient 

inactivées 1241. 

a. caractéristiques et jn'opriétés des alginates 

Les alginates sont des polysaccharides extraits des algues 

brunes. Ce sont des copolymères linéaires d'acide D-mannuronique 

et d'acide L-guluronique (cj. figure 3)165, 99 1. 
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L'alginate est un polysaccharide chargé négativement 1621. 

Chaque molécule contient des régions homomannuroniques et des 

régions homoguluroniques et aussi des régions où les deux types de 

résidus alternent 115, 651. 

L'assemblage de ces segments en proportions variables dépend 

de l'espèce et de la partie de l'algue ainsi que du lieu de récolte. La 

répartition des monomères détermine les propriétés gélifiantes des 

alginates 115, 65, 991. 

110 

\i 	

1100G 	 O!' 

(Al 	 011 

( )I I 

Acide 3—D—mannuronique (M) 	Acide a—L—guluronique (G) 

Figure 3 : Structures des monomères 

constitutifs des alginates 

- 	 Les séquences possibles entre les deux acides associés par 

des liaisons (l—+4) sont 1651 

—M--M—M—M-

-G—G—G—G-

-M--G—M—G- 
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Chaque année, il y a production de 55 000 tonnes d'alginates, 

de carraghénanes et d'agar—agar qui sont principalement destinés à 

l'industrie agroalimentaire 1151. 

Toutes les opérations du procédé de production des alginates 

reposent sur les différences de solubilité 

• Les alginates de métaux monovalents et de magnésium sont 

solubles dans l'eau. 

• L'acide alginique et son dérivé calcique y sont pratiquement 

insolubles 116, 651. 

La méthode d'inclusion des enzymes dans les billes d'alginate 

est basée sur la formation d'un gel 1161. Les alginates de cations 

monovalents et de magnésium se dissolvent dans l'eau en formant des 

solutions colloïdales visqueuses à comportement pseudoplastique et ce 

à faible concentration. L'addition progressive de cations calcium 

provoque la formation d'un gel élastique, non thermoréversible 1151. 

Par conséquent les billes d'alginate qui incluent l'enzyme sont 

formées par l'échange des ions sodium et des ions calcium pour 

former l'alginate de calcium qui est un polymère insoluble 1161. 

Dans la pratique, c'est en jouant sur la concentration du milieu 

en ions calcium que se module la texture et la qualité des gels 11 -51. 

L'inclusion est réalisée à température ambiante, à pi-1 et osmolarité 

physiologiques 1621. 
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b. Immobilisation de biocatalyseurs dans le gel d'alginate 

-  Les hydrocolloïdes sont de plus en plus utilisés comme 

matériaux d'immobilisation, d'encapsulation et d'enrobage dans les 

industries alimentaire et pharmaceutique 141. 
L'immobilisation dans des billes d'alginate présente l'avantage 

d'être une technique simple et facile à mettre en oeuvre, très douce, 

- rapide et peu coûteuse qui peut être utilisée avec une large gamme de 

catalyseurs 178, 1001. Il n'est donc pas étonnant que dans plus de 90% 

des études sur l'immobilisation de cellules on ait eu recours à 

- 	 l'alginate 1621. 

Les billes d'alginate constituent un support naturel sur lequel il 

- est intéressant de fixer les protéines natives. Cette tentative de fixation 

a également été réalisée pour différentes enzymes telles que l'uréase 

1241, l'amyloglucosidase 1921 et pour l'immobilisation de microsomes 

hépatiques humains (une fraction membranaire contenant les UDP-

glucuronosyl transférases), pour produire des glucuronides à des fins 

- 

	

	 analytiques (les billes fournissent les meilleurs résultats en termes de 

production de glucuronides et de stabilité enzymatique) 1691. 

L'alginate est aussi utilisé pour l'encapsulation de bactéries, de 

-  champignons, de micro—algues et d'embryons végétaux (pour réaliser 

des semences artificielles permettant d'améliorer la croissance des 

végétaux et d'augmenter leur résistance) 11041. Ainsi, l'enrobage 

d'apex végétaux (l'apex est la partie centrale du bourgeon) dans 

- 	 l'alginate simplifie le protocole de cryo-conservation. Il permet 

également une manipulation plus facile de ces apex 1301. 
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e. Inconvénients de l'immobilisation dans le gel d'alginate 

Les billes d'alginate préparées présentent certains inconvénients 

tels que: 

• Une légère tendance à moisir, une compaction sous pression 

élevée, une faible stabilité dans les solutions de concentration 

ionique élevée 178, 811. 
- 	 • Une difficulté à obtenir des billes de petites tailles 158, 621. 

• Un assouplissement du gel d'alginate en présence de 

concentrations élevées de K , Mg2  , phosphate, et dans les 

solutions d'agents chélatants. De plus, le gel peut se dissoudre 

dans ces solutions en raison de la libération du calcium du gel 

146, 58, 621. Ce dernier problème peut être contourné par un 

pelliculage ultérieur des billes. La reliquéfaction de la bille ne 

libérera donc pas le matériel encapsulé 1621. 

La fuite des enzymes de masses moléculaires faibles telles que 

certaines protéases. En particulier, l'inulinase (MM = 3 - 5.10 

g/mol) et l'a-chymotrypsine (MM = 25000 g/mol) ne sont 

jamais immobilisées en gel d'alginate. 

• Le gel d'alginate de calcium a tendance à se casser sous l'effet 

de la prolifération des cellules immobilisées 1261. 
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IV. BIOREACTEURS A ENZYMES 

A l'échelle de l'installation pilote de laboratoire ou de [iinii 

industrielle, plusieurs types de réacteurs sont actuellement utilisés 

pour la mise en oeuvre de cellules ou d'enzymes immobilisées. Il 

n'existe pas de réacteur universel idéal pour toutes les applications. La 

technique d'immobilisation et le type de réacteur à retenir dépendent 

- de la nature du biocatalyseur et du secteur d'application (réacteur à 

enzymes ou à cellules immobilisées, fonctionnant en discontinu ou en 

continu) 1 7 1. 
Les principaux avantages des processus continus par rapport 

aux processus en batch sont la facilité d'automatisation et de contrôle, 

- 

	

	 la réduction des coûts opératoires et l'amélioration de la qualité du 

produit 11101. 
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I. PRINCIPAUX PRODUITS UTILISES 

Acétate de sodium (Prolabo). 

• Acide acétique glacial (Gifrer Barbezat). 

• Acide 3 ,5—dinitrosalicylique (Janssen Chemica). 

• Alginate de sodium. 

- 	 s Chlorure de calcium (Merck). 

• D(+) saccharose et D(+) glucose (Prolabo). 

• D(—) fructose (Fluka A.G.). 

- 	 • Formaldéhyde 37% (Prolabo). 

• Gélatine (Riedel de Han A.G.). 

s Glutaraldéhyde 25% (Serva). 

• Hydroxyde de sodium (Azochim). 

• Iodure de Potassium (Prolabo). 

- 	 s Potassium—sodium L(+) tartrate (Prolabo). 

• Saccharomyces cerevisiae (levure sèche de boulangerie). 

• Sulfate de cuivre pentahydraté (Riedel de Han A.G.). 

IL rPEPARATIOM DEL'ENZYME SOLUBLE 

Un procédé simple d'extraction de l'invertase de levure de 

- 	 boulangerie (Saccharomyces cerevisiae) a été utilisé. Il correspond à 

- 	 une modification du protocole qui est décrit par Loncle (1992). 
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1.  

La mise en solution de l'invertase fait suite à une plasmolyse 

- 	 rapide de la levure, au cours de laquelle les cellules éclatent, suivie 

d'une autolyse qui libère l'invertase. 

2. i\ odeopératoire 

- 	 Pour préparer l'enzyme, on procède comme suit: 

Préparer 100 mi de solution 0,1 M de bicarbonate de sodium et 

0,01 M d'acétate de sodium (0,84 g de NaHCO 3  f 0,14 g de 

CHC0ONa.31120 pour un volume final de 100 ml). 

• Ajouter 50 g de levure sèche. 

* Couvrir et agiter jusqu'à la dissolution complète de la levure. 

• Laisser la plasmolyse se dérouler à température ambiante 

pendant 45 heures. 

• Ensuite, ajouter 100 ml d'eau distillée et bien homogénéiser. 

• Centrifuger à 2000 g (4000 tr/min) pendant 15 minutes. 

• Récupérer le surnageant et y ajouter de l'acide acétique pour 

- 	 acidifier la préparation jusqu'à pI-I 4,0 environ (l'acide acétique 

est employé ici comme conservateur). 

- 	 t Centrifuger cette préparation une deuxième fois à 4000 tr/min 

pendant 15 minutes. 

• Récupérer le surnageant qui contient la plupart de 1'eniymc et 

vérifier le pi-I de ce nouveau surnageant. L'ajuster à 3.9 si 

flJj re. 
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La préparation d'invertase (aussi appelée extrait 

- enzymatique) obtenue est relativement limpide et peu colorée 

(sa teinte est légèrement jaune). Cette préparation ne se trouble 

pas avec le temps et ne s'inactive pas si elle est conservée à 4°C 

- 	 1381. 

IV, PETERMINATION DE L'ACTIVITE DE L'ENZYME 

SOLU3LE 

1. Principe de la mesure 

On fait réagir, dans des conditions standards de pl-1 et de 

température, la préparation d'invertase diluée sur une solution de 

saccharose (substrat): 

-' 	 L'activité [3 - fructosidasique est évaluée par la quantité de 

produits formés: glucose et fructose en fonction du temps. Ces 

produits sont révélés grâce à leur propriété réductrice par un réactif 

- 

	

	 chimique: l'acide 3,5 - dinitrosalicylique (DNSA). En milieu alcalin 

et à chaud, ce dernier réagit avec les sucres réducteurs et sa coloration 

- 	 vire au rouge - orangé. 

L'intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de 

glucose et (le fructose libérée dans le milieu réactionnel à la suite de 

l'hydrolyse du saccharose 166, 861. 



Matériel & Méthodes 

2. Evaluation de l'activité 3 - fructosidasigue 

• Dans une série de tubes à essais (3 tubes pour chaque durée de 

réaction), on met 750 1.d de saccharose 0,5 M dissout dans un 

tampon acétate 0,1 M - pH 4,8. 

• Dans chaque tube, on ajoute 250 pil de préparation d'enzyme 

diluée (le facteur de dilution peut varier selon l'expérience 

réalisée). 

• La réaction enzymatique se déroule à 25°C pour les durées 

d'incubation suivantes : 0-0,5 - 1 - 1,5 — 2 — 2,5 minutes. 

La réaction est arrêtée par addition de I ml de réactif DNSA (cf 

« Annexe »). Pour les tubes correspondant au temps «0 w, 

l'addition de 1 ml de DNSA est effectuée avant celle de 

l'enzyme. 

• La réaction sucres réducteurs - DNSA s'effectue dans un bain-

- 	 marie bouillant pendant 5 min. 

• Les tubes sont ensuite refroidis rapidement dans de l'eau froide, 

puis on ajoute 10 ml d'eau distillée dans chacun d'eux. 

- 	 • Enfin, on lit la densité optique du contenu de chaque tube, dans 

un spectrophotomètre à 530 nm contre le blanc de la courbe 

- 	 d'étalonnage. 

La quantité de sucre inverti (glucose et fructose) libérée 

lors de la réaction enzymatique est déterminée à l'aide d'une 

courbe d'étalonnage (cf figure 4). 

51 



Matériel & Méthodes 

Les solutions étalons de sucre inverti ont les 

concentrations suivantes: 

0-1---2-3-4--5 mmol/l 

(5 rnmol/l = 2,5 mmol/l de glucose + 2,5 mmol/l de fructose). 

Chaque mesure est répétée 3 fois. 

La courbe représentant la concentration du produit de la 

réaction enzymatique en fonction du temps permet de déterminer la 

vitesse initiale et aussi de choisir la durée d'incubation utilisable pour 

- 	 la méthode en 2 points. 

Après vérification de la Linéarité de la courbe sur un intervalle 

- 	 de temps = O - ... - 2,5 min, on choisit les 2 points : « O min » et « 1,5 

- min » pour la suite du travail (cf figure 5). 
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3. Calcul de l'activité enzymatique volumique 

- 	 La courbe d'étalonnage permet de déterminer directement à 

- 	 partir de la variation d'absorbance mesurée, la quantité de sucre 

inverti formé dans le milieu réactionnel (une nouvelle courbe 

d'étalonnage est établie à chaque expérience). 

Cette courbe permet également de préciser la limite supérieure 

de proportionnalité entre l'absorbance et la concentration de sucre 

inverti. 

Pour calculer l'activité enzymatique, on détermine d'abord la 

vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose par le calcul suivant: 

Vin b1 O 
in— 2•b' j 

- 	 Vj, : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (mol.l'.min'). 

b : Pente de la droite « absorbance du milieu réactionnel en 

fonction du temps » (unités d'absorbance . mm'). 

b' : Pente de la droite d'étalonnage (unités dabsorbance.J.mniol'). 

Le facteur « 1/2» provient du fait que la formation d'une mole 

d'inverti correspond à l'hydrolyse d'une 1/2 mole de saccharose. 

55 



Matériel & Méthodes 

L'activité volumique est déterminée par le calcul suivant: 

Mn. Vr. F 

103.Ve 

AV : Activité volumique (UI/nil). 

Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (trnol.linin') 

Vr : Volume de milieu réactionnel (1 ml). 

V : Volume d'enzyme (0,25 ni!). 

F :Facteur de dilution. 

4. Calcul de Pactivilé cnzy  mat ique _spéciu.e 

L'activité spécifique est le rapport de l'activité enzymatique 

volumique (exprimée en UI/ml) et de la concentration en protéines 

(exprimée en mg/ml) de la préparation d'invertase. 

AS 	
AV

= 
[Protéines 

AS : Activité spécifique (Ul/mg). 

AV : Activité volumique (Ul/ml). 

[Protéines] : Concentration en protéines (mg/ml). 
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V. DOSAGE DES PROTEINES TOTALES DANS 

LA PREPARATION DNVERTASE PAR 

LAMETHQDEDUBIURET 

1. Principe 

Les protéines réagissent avec le réactif du biuret pour donner 

des complexes colorés bleu—violet. La couleur ainsi formée-est due à 

la réaction du cuivre en milieu alcalin avec les liaisons peptidiques des 

- 

	

	 protéines. L'intensité de la coloration dépend donc de la concentration 

des protéines présentes 1861. 

2. Mode o2ératoire 

On prend une série de tubes. Dans chaque tube, on introduit 2 

ml d'extrait enzymatique dilué au 1/4 ou au 1/6 et on y ajoute 3 ml de 

réactif du biuret (cf ,  « Annexe »). On incube ensuite les tubes dans un 

- bain—marie à 37°C pendant 30 minutes. L'ahsorbance correspondant à 

chaque tube est mesurée dans un spectrophotomètre (à une longueur 

d'onde de 540 nm) contre un blanc composé de 2 ml d'eau distillée et 

- 	 de 3 ml de réactif du biuret. 

La concentration en protéines (en mg/ml) est déterminée à 

- 	 l'aide d'une courbe d'étalonnage obtenue en utilisant la gélatine 

comme étalon (cf figure 6). 
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La concentration en protéines est calculée par la formule 

suivante: 

[Protéines] (mg / ml) = 	
Absorbance échantillon X Facteur de dilution 

_________-___________________________________ 
Pente de ]adroite d'étalonnage (unités d'ahsorbance.rnl.rng') 

La concentration en protéines de l'extrait enzymatique est 

assimilée à la moyenne des 2 concentrations en protéines déterminées 

expérimentalement. 
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V. DETERMtNATION DES PARAMETRES 

CINETIQUES DE L'ENZYME SOLUBLE 

- 	 1. Effet de la concentration eneniynie dans des 

- 	 conditions standards (5°C, pH 4,8) 

Préparer 6 séries de 6 tubes à essais, sachant que chaque série 

- 	 comporte 3 tubes pour le temps «0» et 3 tubes pour le temps 

« 1,5 » min. 

- 	 Chaque série correspond à l'une des dilutions suivantes de 

- 	 l'extrait enzymatique: 	- 	- 150 -- 	- 	- 

L'activité enzymatique est déterminée en suivant la procédure 

décrite au paragraphe 111. 

2. Effet de la concentration en substrat (saccharose) dans 

des conditions standards (25°C, pH 4,8J 

- 	 Préparer 11 séries de 6 tubes à essais (sachant que chaque série 

comporte 3 tubes pour le temps «0» et 3 tubes pour le temps 

« 1,5» min). Chaque série correspond à l'une des concentrations en 

saccharose suivantes (en mol/i): 

- 	 0,01 —0,02-0,05--O,10—O,12—O,15-0,20—O,25—O,50--O,75— 1. 

- 	 La solution d'enzyme est diluée 100 fois. Pour chaque 

concentration en substrat, on mesure la vitesse initiale d'hydrolyse (cf 

paragraphe III). 
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3. Effet du pH 

On mesure l'activité enzymatique à différents pH. Pour cela, on 

utilise des solutions de tampon acétate 0,1 M de pH compris entre 3,6 

et 5,6 pour diluer le substrat et l'enzyme. 

La concentration en substrat est 0,5 M. La préparation 

d'invertasc est diluée 300 fois. La température est de 25°C et la durée 

- 	 de réaction vaut 1,5 min. 

4. Effet de la température 

On 	mesure 	l'activité 	enzymatique 	aux 	différentes 

- 	 températures suivantes: 

25-37— 45-50-55-60-65-70-75-80°C. 

- 	 La concentration du saccharose est 0,5 M (le substrat est dissout 

dans un tampon acétate pH 4,8 - 0,1 M). 

La dilution de l'enzyme est 300 pour les températures: 25 - 

- 	 37-- 45 - 70 - 75 - 80 °C et 600 pour les températures : 50 - 55 -- 60 - 

65 °C. 

5. Stabilité thermique de l'enzyme 

Dans une série de 6 tubes à essais, on met dans chaque tube 

I ml de préparation d'invertase diluée 100 fois dans du tampon acétate 

0,1 M — pH 4,8. 

Ces tubes sont incubés à une température donnée pendant une 

durée maximale de 6 heures. Toutes les heures, on prend un tube et on 
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mesure son activité enzymatique résiduelle à 25°C en présence de 

- 	 saccharose 0,5 M (cf paragraphe III). On mesure aussi l'activité 

enzymatique avant l'incubation. 

On renouvelle toute l'expérience à d'autres températures. 

VI. ENZYME IMMOBILISEE DANS DES BILLES 

D'ALGINATE 

- 	 1. Préparation des billes d'alginate 

La méthode de préparation des billes d'alginate est une 

- 	 adaptation de la méthode décrite par Loncle (1992). 

Elle consiste à: 

• Dissoudre 0,08 g d'alginate de sodium dans 2,5 ml de tampon 

acétate pH 4,8 - 0,1 M tiède. 

• Ajouter 0,5 ml de solution d'enzyme diluée 7 fois dans le 

tampon acétate 0,1 M - pH 4,8. 

La concentration finale d'alginate de sodium est 2,7% (PN). 

Bien agiter et laisser le mélange se dégazer. 

- 	 • Verser le mélange dans une seringue de 5 ml (sans aiguille) et le 

laisser tomber goutte à goutte, d'une hauteur de 20 cm, dans 

une solution de chlorure de calcium 0,3 mol/I. 

• Laisser séjourner les billes formées, 30 minutes dans le chlorure 

de calcium à température ambiante, et encore 30 minutes à 4°C. 

M. 
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e Filtrer les billes et bien les rincer avec un tampon acétate 

pli 4,8 - 0,1 M plusieurs fois. 

. Conserver les billes dans un flacon bien fermé à 4°C. 

- 	 Le diamètre intérieur de l'embout de la seringue utilisée est 3 mm. 

Dans les conditions citées ici, le nombre de billes obtenues varie 

- entre 58et63. 

2. Evaluation de l'activité de l'enzyme immobilisée 

L'activité volumique est déterminée selon le protocole suivant: 

e Prendre une série de tubes à hémolyse et mettre dans chacun 

d'eux: 

- 750 tI de saccharose 0,5 M dissout dans un tampon acétate 

- 	 pH4,8-0,IM. 

- 	 - 250 pi du même tampon acétate pH 48 - 0,1 M. 

- une bille d'alginate (contenant l'enzyme immobilisée). 

* La réaction enzymatique se déroule à 25°C sous agitation. 

Les durées d'incubation sont : O I - 2 - 3 -. 4 - 5 - 6 min. 

e La réaction est arrêtée en transférant le milieu réactionnel,, 

- 	 dépourvu de la bille d'alginate, dans un tube à essai contenant 

I ml de réactif DNSA (cf « Annexe »). Pour le tube 

correspondant au temps «0 », on n'ajoute pas la bille 

- 	 d'alginate. 
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• La réaction entre les sucres réducteurs et le DNSA s'effectue 

dans un bain—marie bouillant pendant 5 minutes. 

• Après refroidissement rapide des tubes, on ajoute 10 mi d'eau 

distillée dans chaque tube. 

• Enfin, on lit l'absorbance au moyen d'un spectrophotomètre, à 

530 nm, contre le blanc de la courbe d'étalonnage. 

• Après vérification de la linéarité de la courbe V, 1  = f(temps) 

dans l'intervalle [0 - 6 min] , on choisit une durée d'incubation 

de 5 min pour le reste du travail (cf figure 7). 
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Figure 5 : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose par 
l'invertase immobilisée dans les billes d'alginate. 
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3. Calcul de l'activité enzymatique de l'invertase 

immobilisée dans les billes d'alginate 

Pour calculer l'activité enzymatique, on détermine d'abord la 

vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose par le calcul suivant: 

Vin 
 b.103  II 

2.b' 	H 
V : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (tmol.f'.min'). 

b 	Pente de la droite « absorbance du milieu réactionnel en 

fonction du temps » (unités d'absorbance . min'). 

b' : Pente de la droite d'étalonnage (Unités d'absorbance.l.mmol'). 

Le facteur «1/2» provient du fait que la formation d'une mole de 

sucre inverti correspond à l'hydrolyse d'une 1/2 mole de saccharose. 

L'activité rapportée au volume théorique d'enzyme immobilisée 

est déterminée par la formule suivante: 

Activité volumique= Và,.V. n•F 

(UI/ml) 	iOVe  
Li 

Vr  :Volume de milieu réactionnel (1 ml). 

n : Nombre total de billes d'alginate (compris entre 58 et 63 billes). 

F : Facteur de dilution de la préparation d'invertase (7). 

Ve  : Volume de préparation d'invertase diluée utilisé pour 

fabriquer les n billes d'alginate. 



Matériel & Méthodes 

4. Essai d'immobilisation de l'invertase dans des billes 

d'alginate avec formation de liaisons covalentes 

Afin de limiter les fuites d'enzyme des billes d'alginate, on a 

exposé ces billes à divers agents réticulants. 

On prépare les billes d'alginate comme décrit au paragraphe 

VI. 1., mais au lieu de les mettre dans une solution de chlorure de 

calcium seul, on ajoute l'un des réactifs suivants à 1% (V/V). 

Les divers réactifs utilisés comportent la fonction aldéhyde et 

sont soit uni - soit bifonctionnels. 

- 	 Les réactifs aldéhydiques unifonctionnels utilisés sont le 

benzaldéhyde et le formaldéhyde. Ce dernier est choisi comme agent 

de liaison covalente non sélective pour créer des liaisons au hasard 

entre les enzymes 1521. 

En ce qui concerne les réactifs bifonctionnels, on utilise le 

- 	 glutaraldéhyde qui est capable de réagir avec deux groupes amines de 

l'enzyme. 
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Matériel & Méthodes 

Les fuites éventuelles d'enzyme sont évaluées selon le 

protocole décrit par Loncle (1992): 

- 	 . Préparer pour chaque réactif trois tubes à essais. 

Le premier correspond au temps «0», le deuxième sert à 

mesurer l'activité enzymatique (cf paragraphe Vl.2) et le 

troisième est traité comme le deuxième mais quand le 

temps d'incubation est terminé, on n'ajoute pas le DNSA 

mais on verse le milieu réactionnel (sans la bille 

d'alginate) dans un tube vide et on le réincube pendant 10 

minutes à 37°C avant d'ajouter le réactif DNSA. 

• Les conditions opératoires sont : saccharose 0,5 M 

tampon acétate pH 4,0 - 0,1 M ; 37°C. 

V!!, DETERMINATION DES PARAMETRES 

C!ETIQUES DE L'ENZYME IMMOBILISEE 

1. Lffttdu pH. 

Afin de tester l'influence du pH sur l'enzyme immobilisée, on 

- 	 mesure l'activité enzymatique aux divers pH suivants : 3.6 - 4,0 - 4,4- 

4,8 -- 5,2 - 5,6. (On utilise du tampon acétate 0,1 M pour obtenir ces 

- 	 différents pli). 

L'activité enzymatique est mesurée selon la procédure décrite 

- 	 au paragraphe VI.2. 



Matériel & Méthodes 

2. Effet de température 

Afin de déterminer la température optimale de l'enzyme 

- immobilisée, les billes sont incubées pendant 5 min dans une solution 

de saccharose 0,5 M (au pi-I optimal trouvé soit pI-1 4) à diverses 

températures (25 - 37 - 45 - 50 - 55 - 60 - 65 - 70 - 75 °C). 

- 	 3. Stabilité thermique de l'enzyme immobilisée 

La stabilité thermique de l'enzyme immobilisée a été évaluée 

en mesurant l'activité résiduelle de l'enzyme exposée à diverses 

températures. 

Pour chaque température, on prépare une série de 6 tubes à 

essais (chaque tube contenant une bille et 1 ml de tampon acétate 

pH4,0-0,l M). 

Ces tubes sont incubés à la température voulue pendant une 

durée maximale de 6 heures. Toutes les heures, l'activité résiduelle est 

mesurée à 25°C. On mesure aussi l'activité enzymatique avant 

l'incubation. 

4. Effet du substrat sur l'enzyme immobilisée 

On a testé l'influence de la concentration du saccharose à la 

température et au pH optimaux trouvés (soit 37°C et pH 4,0). Les 

différentes concentrations de substrat testées étaient: 

0,05 —0,10-0,20--0,25 —0,50-0,75 --I —1,25— 1,50 M. 

Pour chacune de ces concentrations, on a mesuré la vitesse 

initiale de l'enzyme. 



Matériel & Méthodes 

VIII HYDROLYSE DISCONTINUE DU SACCHAROSE 
PAR L'INVERTASE SOLUBLE ET PAR 
L'INVERTASE IMMOBILISEE DANS UN 
REACTEUR BATCH 

Les expériences en mode discontinu avec les enzymes soluble 

ou incluse dans des billes d'alginate ont été faites dans un bécher, 

- 

	

	 placé dans un bain—marie, et agité régulièrement pour homogénéiser le 

milieu. Le volume réactionnel était de 100 ml. 

Des prélèvements étaient effectués au cours du temps 

afin d'estimer les quantités de glucose et de fructose libérées par 

l'enzyme dans le milieu réactionnel. 

Dans les échantillons prélevés, l'hydrolyse du saccharose par 

l'invertase soluble était arrêtée par l'addition d'une solution 0,2 M 

d'hydroxyde de sodium (1 volume de solution de NaOH pour I 

volume d'échantillon). 

On a testé l'influence de la concentration en substrat, de la 

concentration en enzyme, et de la température. 
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Matériel & Méthodes 

IX. HYDROLYSE CONTINUE DU SACCHAROSE JPAR  
L'INVERTASE IMMOBILISEE PAR INCLUSION 
DANS UN REACTEUR A LIT FIXE 

Pour tester l'efficacité et la stabilité de l'enzyme immobilisée, 

un réacteur a lit fixe 'a été utilisé. Ce réacteur consistait en un tube de 

1 ,5 cm de diamètre et 1 5,5 cm de longueur muni d'un tamis fi une 

-  extrémité pour retenir les billes d'alginate. Dans ce tube était placée 

une couche de 23 cm de billes d'alginate. 

Les débits de fluide à l'entrée et à la sortie du réacteur étaient 

maintenus identiques afin de garder constant le volume de milieu 

réactionnel dans le réacteur. 

Au démarrage, le réacteur était (l'abord alimenté avec un 

tampon acétate 0,1 M pl-1 4,0 puis avec la solution de substrat 

(saccharose 0,5 M). La réaction se déroulait à la température 

ambiante. 

La concentration des produits libérés par la réaction a été 

déterminée sur des échantillons (le fluide sortant du réacteur (la 

température de chaque échantillon recueilli était notée afin de mettre 

en évidence d'éventuelles irrégularités de température au cours de 

- 	 l'expérience). 

L'efficacité du réacteur a été testée à plusieurs débits. 
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Résultats & Discussion 

I. ETUDE DE LA STABILITE DE LA PREPARATION 

D'IN VERTASE 

Afin d'évaluer la stabilité de l'activité enzymatique de la 

préparation d'invertase, nous avons effectué un suivi de l'activité 

volumique de ('invertase sans conservateur et avec un conservateur 

(l'acide acétique) pendant 5 mois. Les deux préparations d'invertase 

- 	 étaient conservées dans les mêmes conditions. 

L'activité a été mesurée dans les conditions suivantes: 

[saccharose] = 0,5 M ; tampon acétate pH 4,8 - 0,1 M ; T=25°C; 

enzyme diluée 200 fois. 

La figure 8 montre que durant les quatre premières semaines, il y 

- a une perturbation importante de l'activité des préparations d'enzyme 

sans conservateur et avec conservateur. Pour cette raison, la préparation 

d'enzyme n'était pas utilisée durant cette période. 

Durant les semaines suivantes, la courbe garde une forme en dents 

- 	 de scie, néanmoins cette allure est acceptable car on n'observe pas de 

- 	 hausse ou de diminution continue de l'activité volumique. 

L'effet du conservateur (acide acétique) sur l'activité enzymatique 

a été évalué: sur la période de 5 mois, l'activité moyenne de l'invertase 

sans conservateur vaut 196 UI/ml avec un écart type égal à 49 ; l'activité 

moyenne de l'invertase avec conservateur vaut 186 U1/ml avec un écart 

type égal à 38. 

Ces valeurs indiquent que l'activité —fructosidasique avec 

- 	 conservateur est moins importante que celle sans conservateur. 

Cependant, l'influence du conservateur est notable et elle se traduit par la 

- 	 diminution de la perturbation de l'activité volumique. 
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Résultats & Discussion 

Par ailleurs, nous avons remarqué que l'acide acétique 

intervenait dans le processus de purification de la préparation 

d'invertase en faisant précipiter des protéines. 

En effet, la concentration en protéines de l'enzyme sans 

conservateur (11,3 mg/ml) est supérieure à celle de l'enzyme avec 

conservateur (7,8 mg/ml); alors que les activités spécifiques de ces 

deux préparations sont respectivement 17 ± 4 U1/mg et 24 ± 5 UI/mg. 

Bourgeois (1996) explique que la nature de l'acide présent dans 

le milieu influe sur la résistance des micro—organismes face à 

l'acidification. 

Ainsi l'acide acétique exerce une forte action inhibitrice à 

l'encontre de nombreux micro—organismes. La croissance de la 

plupart des micro—organismes responsables d'intoxications 

alimentaires et celle des bactéries sporulées sont inhibées à la 

concentration de 00% d'acide acétique non dissocié et la croissance 

- 	 des moisissures toxinogènes est inhibée par 0,3% d'acide acétique non 

- 	 dissocié. L'acide non dissocié pénètre librement dans la cellule et 

comme le milieu intérieur est moins acide, l'acide s'y dissocie en 

- 

	

	 augmentant la concentration interne en protons. Cet afflux de protons 

réduit la force proton motrice ce qui perturbe certains échanges entre 

- 

	

	 la cellule et son environnement: pénétration de nutriments et d'acides 

aminés en particulier 1121. 
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Résultats & Discussion 

II. DETERMINATION DES PARAMETRES 

CINETIQUES DE L'ENZYME SOLUBLE 

DANS DES CONDITIONS STANDARDS 

DE pH ET DE TEMPERATURE 

(TAMPON ACETATE pH 4,8 - 0,1 M ; T = 25°C) 

1. Effet de la concentration en enzyme sur la vitesse 

initiale 

Afin de voir l'influence de la concentration en enzyme sur la 

vitesse d'hydrolyse, nous avons fait varier la concentration de l'extrait 

enzymatique en prenant les dilutions suivantes: 

1 	1 	1 	1 	1 	1 
75 	100 150 	200 	250 	300 

La figure 9 montre que lorsque la concentration en enzyme 

augmente, la vitesse initiale augmente et qu'il y a une proportionnalité 

stricte entre la concentration d' invertase et la vitesse initiale. 

La pente de la droite «vitesse initiale en fonction de la 

concentration en invertase» devrait permettre de déterminer la 

constante catalytique (K) qui se définit comme le nombre de 

molécules de substrat transformées par unité de temps et par molécule 

d'enzyme dans des conditions expérimentales données 

( Kcat = Vmax 
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Figure 9 : Effet de la concentration de la préparation 
d'invertase sur la vitesse initiale. 
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Résultats & Discussion 

Cependant, dans notre cas, la concentration molaire de 

l'enzyme est inconnue ce qui nous empêche de calculer K eat . 

(Néanmoins, comme la courbe «vitesse initiale en fonction de la 

concentration en enzyme» est linéaire dans le domaine des dilutions 

utilisées, nous pouvons comparer entre eux des résultats obtenus avec 

ces diverses dilutions). 

D'après Coutouly (1991), la constante catalytique ne peut être 

pratiquement obtenue par le calcul que si l'on dispose d'un modèle 

- cinétique et de la valeur numérique des diverses constantes. De plus, 

la concentration d'enzyme totale ne peut être connue, même dans une 

préparation pure, car la protéine enzymatique n'est qu'un des 

composants d'un mélange dans des proportions inconnues et variables 

en fonction du temps, du mode de préparation, de l'origine, etc. 

2. Effet de la concentration en substrat sur la vitesse 

d'hydrolyse 

Afin d'étudier l'effet de la concentration en substrat sur le 

comportement de l'enzyme, nous avons fait réagir la préparation 

d'enzyme diluée 100 fois sur diverses concentrations de saccharose 

(0,01 —0,02-0,05 —0,1— 0,12-0,15 —0,20-0,25 —0,50-0,75 - 

- 	 I 

La relation entre la vitesse initiale de la réaction et la 

concentration en substrat est représentée sur la figure 10. 
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Résultats & Discussion 

L'équation de la courbe tracée en trait discontinu est l'équation 

de Michaelis et Menten établie pour le cas où l'enzyme ne subit aucun 

type d'inhibition: 

V. VmaxS 

in Km+tS] 	
(équation I) 

(Le carré du coefficient de corrélation (r 2) obtenu en utilisant cette 

équation est 0,9561.) 

Cette courbe permet de déterminer les paramètres cinétiques 

Vmax et Km  d'une manière assez peu précise. On obtient: 

Vrnax  = 949,9 tmol/lImin et Km  = 0,052 mol/I. 

Cependant, on sait que l'invertase subit une inhibition par excès 

de substrat 1221. Ce phénomène est dû à un mauvais positionnement 

du substrat sur le site actif de l'enzyme. L'équation 2 permet de 

prendre en compte ce phénomène: 

Vin - 
Vmax4SI 

in Km+[S]+ [s]2 
	

(équation 2) 

Ks  

où Ks  est la constante d'inhibition par le substrat. 
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Résultats & Discussion 

Le profil de la courbe obtenue en utilisant l'équation 2, révèle 

l'effet d'inhibition par excès de substrat car il concorde bien avec les 

points expérimentaux. Du reste, lorsque l'on ajuste les données 

expérimentales par l'équation 2 (figure 10), le carré du coefficient de 

- corrélation (r 2  = 0,9951) est plus élevé que lorsque l'on utilise 

l'équation 1. L'équation 2 décrit donc mieux la cinétique observée que 

l'équation I. 

Les paramètres cinétiques trouvés à partir de l'équation 2 sont: 

Vmax = 1483 ji.mol/l/min, K 1  = 0,127 mol/1 et K., = 1,26 mol/1 

Dans ces conditions, la concentration de saccharose pour 

laquelle la vitesse initiale est maximale est 0,25 mol/I. 

Pour une détermination plus précise des constantes cinétiques, 

on utilise habituellement la représentation de Lineweaver et Burk 

(figure 11) obtenue en traçant 	en fonction de jj. L'équation de 
vin 

cette courbe est l'inverse de l'équation I 

Krn  _L__I __ 
Vi n  - Vmax  Vmax  IsI 	(équation 3) 

Avec cette représentation V max  vaut 1278 j.xmol/l/rnin et K, 11  vaut 

0,125 mol/I. On constate que ces valeurs sont plus proches de celles 

obtenues avec l'équation 2 que de celles obtenues avec l'équation 1. 
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Résultats & Discussion 

L'ensemble des résultats obtenus est récapitulé dans le tableau 2. 

Tableau 2: Constantes cinétiques de l'invertase libre 

dans les conditions standards 

(Tampon acétate pH 4,8 - 0,1 M ; T = 25°C) 

Ni 
I11 I,, 	 S K'11 

Equation utilisée r2 
- (tiiiol/l/niin) 	(niol/l) 	(nioJIJ) 

(N°1) 949,9 0,052 	- 	0,9561 

Vmax[S1 - (NO2) 

Km+[S1+ 	
j2 1483 0,127 	1,26 	0,9951 

Ks  

- .4. (NO3) 
in 	max 	

Max 
LJ 

1278 0,125 - 0,9942 

Docolomansky et al. (1994) ont testé, sur l'invertase soluble, 

l'effet de différentes concentrations de saccharose (comprises entre 

- 	 0,001 M et I M) dans le tampon acétate 0,1 M - pH 4,7 à 25°C. Ils ont 

trouvé: Km  = 36,4 mmol/1 et K. = 1783 mmol/l 1321. 
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Résultats & Discussion 

M. DETERMINATION DES PARAMETRES OPTIMAUX 

DE L'INVERTASE LIBRE 

1. Effet du pH 

L'extrait enzymatique dilué et amené à différents pH avec du 

tampon acétate 0,1 M (pH 3,6 à pH 5,6) est testé à 25°C dans une 

solution de saccharose 0,5 M. 

La figure 12 représente l'évolution de l'activité enzymatique 

relative (c'est-à-dire rapportée à l'activité maximale) en fonction du 

pH. 

Cette courbe montre une persistance importante de l'activité 

enzymatique (de 91,30% à 100%) aux divers pH, avec un premier 

maximum à pH 3,6 et un autre à pH 4,8. Dans l'intervalle de pH 

compris entre 4,0 et 4,4, l'activité de l'invertase se maintient à 95,6%, 

tandis que dans l'intervalle compris entre pH 5,2 et pH 5,6, cette 

activité s'abaisse à 91,30%. 

Ces résultats semblent indiquer l'existence de deux 

iso—enzymes dans l'extrait enzymatique brut. Ces deux iso—enzymes 

sont actives dans la zone des pH allant de 3,6 à 5,6 , avec une activité 

maximale à pH 3,6 pour l'une d'elles et à pH 4,8 pour l'autre. 

Cette interprétation est en accord avec le fait que la levure 

Saccharomyces cerevisiae exprime l'invertase sous deux formes. Une 

forme extracellulaire et une forme intracellulaire qui hydrolysent le 

saccharose avec la même efficacité 193, 94 1 
Compte-tenu des résultats obtenus, nous avons choisi de 

travailler à pH 4,8 dans la suite des expériences. 
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Résultats & Discussion 

2. Effet de la température 

La figure 13 montre l'évolution de l'activité 	enzymatique 

relative de l'invertase soluble en fonction de la température d'incubation. 

L'activité maximale est obtenue à 60 °C. Au delà de cette 

température, l'activité enzymatique diminue rapidement et ne vaut plus 

que 9% à 801c. 
Boudrant (1973) et Cojocaru (1995) trouvent aussi, pour 

l'invertase de levure, une température optimale de 60°C. 

L'évolution observée de l'activité enzymatique en fonction de la 

- 	 température résulte de deux phénomènes: 

• L'activation thermique de la réaction d'hydrolyse. 

• La dénaturation thermique de l'enzyme. 

- 	 De plus, la température optimale observée dépend du temps de 

réaction qui est ici relativement court: 1,5 min en l'occurrence. 

Les principaux avantages d'une température élevée lors de la mise 

- 	 en oeuvre des enzymes à l'échelle industrielle sont 122, 481 

Vitesse de réaction plus importante, donc diminution du 

-  temps nécessaire pour obtenir un taux de conversion 

déterminé et augmentation de la productivité de 

l'installation. 

• Diminution de la viscosité du milieu ce qui permet de 

minimiser l'énergie dépensée pour agiter le milieu. 

• Solubilité élevée du substrat et du ou des produit(s) de 

réaction. 

- 	 • Réduction des proliférations microbiennes. 
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Résultats & Discussion 

3. Stabilité thermique de l'invertase soluble à pH 4,8 

La stabilité thermique de l'invertase a été étudiée en incubant la 

solution enzymatique diluée à différentes températures pendant une 

durée maximale de 6 heures. 

La figure 14 montre l'évolution de l'activité résiduelle de 

l'invertase en fonction du temps. 

L'invertase traitée à 60°C - c'est à dire à la température 

optimale déterminée lors de l'expérience décrite dans le paragraphe 

précédent - perd environ 60% de son activité initiale après 4 heures 

d'incubation. Elle perd à peu près 30% de son activité initiale au bout 

de 6 heures d'incubation à 55°C. 

Quand la température est abaissée à 50°C, l'invertase se 

stabilise et conserve 90% de son activité initiale après 6 heures 

d'incubation. 

A 45°C, l'invertase soluble présente une stabilité accrue: son 

activité résiduelle atteint, après 6 heures d'incubation, 95% de 

l'activité initiale. 

Vrabel et al. (1994) rapportent que l'invertase pure de levure de 

- 	 boulangerie reste stable durant au moins 6 heures à 40°C et à pH 4,6. 

D'après D'Arcadia Cruz et al. (1998), l'invertase d'Aspergi/Ius 

figer a une activité maximale à 60°C et cette activité reste stable à 

cette température pendant 30 minutes. 
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Résultats & Discussion 

La thermostabilité enzymatique est déterminée par la génétique 

(structure primaire) et par les facteurs environnementaux (la 

température par exemple) 1481. 

De nombreux travaux ont été consacrés à la description de 

l'inactivation des enzymes durant ces dernières 30 années, soit pour 

rechercher le mécanisme de cette inactivation, soit pour étudier les 

- 	 propriétés de la protéine elle même [3, 85, 1081. 

L'inactivation rapide des enzymes aux températures élevées est 

un obstacle majeur à leurs applications biotechno logiques 152 1. 

L'instabilité intrinsèque des enzymes aux températures élevées 

explique pourquoi la plupart des processus chimiques industriels 

traditionnels ne sont pas remplacés par des processus utilisant des 

- 	 enzymes immobilisées 1971. 

Le mécanisme d'inactivation thermique est le suivant: 

Quand la température augmente, les atomes de la molécule 

d'enzyme ont une plus grande énergie et une plus grande tendance au 

mouvement. Ainsi, ils peuvent acquérir une énergie suffisante pour 

- 

	

	 vaincre les interactions faibles déterminant la structure (ou 

conformation) des protéines globulaires. Il s'ensuit une modification 

- 	 de la conformation et une diminution d'activité (inactivation) 1221. 

La dénaturation se définit donc comme le passage d'une 

structure ordonnée à une structure quelconque, le plus souvent 

- 	 désordonnée, mais sans rupture d'aucune des liaisons covalentes. 
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Résultats & Discussion 

Deux nuances sont à ajouter à cette définition: 

I) Les ponts disulfures qui unissent les cystéines et contribuent 

à la stabilité de la structure tridimensionnelle de la protéine sont 

parfois considérés comme devant être réduits en restes SH ou oxydés 

en restes cystéiques dans une étude de dénaturation afin de. permettre 

le déroulement de la chaîne peptidique. 

2) De même pour les enzymes polymériques, on considère que 

la séparation en sous—unités ne constitue pas nécessairement une 

dénaturation mais s'accompagne souvent d'une perte de l'activité 

enzymatique 1851. 

En résumé, la dénaturation des enzymes résulte généralement de 

- 	 changements dans la structure tertiaire, de l'oxydation de certains 

groupes aux températures élevées ou d'autres modifications physiques 

- 	 de la protéine enzymatique 11141. 
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Résultats & Discussion 

4. Effet du pH sur l'activité enzymatique à température 

élevée (45 0Ç) 

- 	 Ayant constaté que la température la plus élevée à laquelle 

l'enzyme soluble conservait son activité après une exposition de 6 

-  heures était de 45°C, l'activité de l'enzyme soluble a été déterminée à 

différents pH (dans du tampon acétate 0,1 M de pH 3,6 à 5,6) à 45°C. 

La concentration de la solution de saccharose était 0,5 M. 

- 	 La figure 15 représente la variation de l'activité enzymatique 

relative en fonction du pH ; cette figure indique que l'invertase est 

active dans tout le domaine de pH étudié. 

Une activité maximale est constatée à deux pH : le pH 4,4 et le 

pH 5,2. 

Nous remarquons que lorsque la température d'incubation 

s'élève de 25°C à 45°C, les pH optimaux deviennent moins acides (cf 

paragraphe 111.1). La valeur du pH optimal serait donc influencée par 

la température. 
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Résultats & Discussion 

Dans la littérature, on trouve le plus souvent que le pH optimum 

de I'invertase de levure est 4,5 , ce pH correspondant à une stabilité 

élevée de l'activité enzymatique dans le milieu réactionnel 1211. 

Ainsi, d'après Popa et al. (1998), le pH du milieu d'incubation 

- 

	

	 influence l'activité enzymatique de l'invertase soluble dont l'activité 

maximale apparaît à pH 4,5 dans du tampon acétate 0,02 M à 37°C. 

L'effet du pH est dû à trois actions indépendantes: 

• Un effet de dégradation irréversible (dénaturation) de 

l'enzyme aux pH extrêmes, causé par des modifications 

- 	 de la structure spatiale de l'enzyme. 

• Un effet sur l'état d'ionisation du substrat. 

• Enfin, un effet sur l'état d'ionisation de l'enzyme: la 

- 	 variation d'activité en fonction du pH est liée û la 

variation de l'état d'ionisation d'un nombre restreint de 

- 	 groupes dissociables de la protéine enzymatique 1851. 

5. Stabilité de l'enzyme à oH 4,4 

Il convient de distinguer le pH optimum de la réaction, du pH 

optimum de la stabilité de l'enzyme, qui lui dépend de la température, 

de la force ionique et de la nature du tampon 1221. 

- 	 La thermostabilité de l'invertase est élevée à 45°C en présence 

de tampon acétate pH 4,8 - 0,1 M (cf paragraphe 111.3) mais pourrait 



Résultats & Discussion 

être augmentée par des manipulations sur l'environnement de 

- 	 l'enzyme (et/ou par l'état de l'enzyme libre ou immobilisée). On sait, 

- 	 par exemple, que la stabilité thermique des enzymes peut être 

influencée par la concentration d'enzyme mise en jeu ou par la 

présence du substrat durant le traitement thermique 110, 291. 

- 	 Afin de vérifier l'influence du pH sur la stabilité de l'invertase 

soluble, nous avons mesuré l'activité résiduelle de l'invertase soluble 

exposée à 45°C pendant une durée maximale de 6 heures en présence 

de tampon acétate pH 4,4 - O, I M. 

La figure 16 montre que, durant une période d'exposition de 6 

heures à 45°C, l'activité résiduelle est en moyenne plus élevée pour 

l'invertase incubée dans le tampon acétate pH 4,4 - 0,1 M que pour 

- 	 l'invertase incubée dans le tampon acétate pH 4,8 - 0,1 M. 
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Résultats & Discussion 

6. Effet de la concentration en saccharose sur la vitesse 

d'hydrolyse (à pH 4,4 et à 45°C) 

Nous avons étudié la variation de la vitesse initiale de la 

réaction en fonction de la concentration initiale de saccharose en 

- 	 présence de tampon acétate pH 4,4 - 0,1 M et à 45°C. 

La figure 17 représente les résultats obtenus. Ces résultats ont 

- 	 été traités par l'équation de Michaelis Menten (cf équation I, 

paragraphe 11.2) et par l'équation traduisant l'inhibition par excès de 

- 	 substrat (cf équation 2, paragraphe 11.2). 

La figure 18 est la représentation de nos résultats 

- 	 expérimentaux selon la méthode de Lineweaver et Burk. 
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Résultats & Discussion 

Le tableau 3 récapitule les valeurs des constantes cinétiques 

déterminées à partir de ces diverses représentations. 

TABLEAU 3 : 	Constantes cinétiaues de l'invertase 

soluble dans les conditions suivantes : 

Tampon acétate pH4,4-0,1M; _T45°C. 

'< s  
Equation utilisée 	 r2  

	

(p. ni o 1/1/ni j ii) (mollI) 	(molli) 

(N°1) - 	487 	r0023 	- 	10,9433 
Km+S] 

Vinax{S] 	(N°2 
Ifl_ 	 - 

K Tl  +[s]+ [SI  

K s  

528 0,029 5,34 1 0,9484 

V=v • 
	(N 3) 	454 	0,0Il 	- 	0,9519 

in 	max 	max L J 

En comparant ces résultats (obtenus à 45°C, à pH 4,4 et avec 

l'enzyme diluée 600 fois) à ceux trouvés à 25°C, à pH 4,8 et avec 

l'enzyme diluée 100 fois (cf tableau 2), nous constatons des 

modifications notables de l'allure des courbes et des valeurs des 

paramètres cinétiques. 



Résultats & Discussion 

La figure 17 indique que la vitesse initiale augmente avec la 

- concentration en substrat jusqu'à atteindre un maximum pour une 

concentration en saccharose d'environ 0,2 mol/1 ; au delà de cette 

concentration, la vitesse initiale diminue. 

Cette évolution indique que l'enzyme subit une sorte 

d'inhibition due aux produits formés par la réaction et/ou à la 

concentration élevée du substrat. 

Ces observations sont plus ou moins en accord avec celles 

mentionnées dans la littérature. 

Ainsi, d'après Fiiho et al. (1999), malgré les inhibitions qu'elle 

subit, l'invertase peut catalyser l'hydrolyse du saccharose à des 

concentrations supérieures à 50% (P/V) mais l'augmentation de la 

concentration du saccharose jusqu'à 80% (P/V) réduit 

significativement l'activité enzymatique. Cette inhibition aux 

concentrations élevées pourrait être attribuée à l'agrégation du substrat 

- 

	

	 résultant de la faible concentration d'eau et qui entraîne une viscosité 

élevée et/ou une faible activité de l'eau 137, 391. 
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IV. DETERMINATION DES PARAMETRES 

CINETIQUES DE L'ENZYME IMMOBILISEE 

DANS LES BILLES D'ALGINATE 

1. Activité de l'enzyme immobilisée 

L'activité d'une enzyme immobilisée est l'activité d'une 

enzyme dont les propriétés intrinsèques peuvent avoir été modifiées 

du fait de l'immobilisation et qui est atteinte par des réactants à une 

concentration différente de celle qui atteint l'enzyme soluble. 

-  De plus, toutes les molécules d'enzyme n'ont pas un 

comportement identique car la modification des propriétés 

intrinsèques est plus ou moins importante d'une molécule d'enzyme à 

une autre 1221. 

Ces modifications vont jouer un rôle déterminant sur l'activité 

et sur la stabilité de l'enzyme. Les principaux phénomènes à l'origine 

de ces altérations sont (71 

• La modification de la structure tridimensionnelle de 

l'enzyme sous l'action des contraintes dues à la fixation. 

• La modification du micro-environnement: pH local, 

interactions électrostatiques. 

• Les contraintes diffusionnelles. 

• L'encombrement stérique. 

On conçoit, dans ces conditions, que la mesure expérimentale 

- 	 de l'activité d'une enzyme immobilisée ne fournit qu'une valeur 

102 



Résultats & Discussion 

indiquant le comportement moyen d'un ensemble de molécules dans 

des situations très diverses 1221. 

Pour avoir le pourcentage d'activité conservée après 

	

- 	 immobilisation par rapport à l'activité de l'enzyme soluble mise en 

Jeu, nous avons calculé le rapport suivant: 

Ellicacité de l'immobilisation = 
	Activité volumique de l'enzyme immobilisée 

Activité volumique de l'enzyme non immobilisée 

Avec une concentration en saccharose de 0,5 mol/I, dans un 

tampon acétate 0,1 M à pH 4,8 et à 25°C, l'activité catalytique 

immobilisée représente 40% de l'activité catalytique soluble mise en 

- jeu. Cette efficacité est relativement faible et, compte-tenu du mode 

d'immobilisation choisi, résulte probablement de contraintes 

d iffusionnelles importantes. 

2. Effet du pH sur l'activité de l'enzyme immobilisée 

	

- 	 La figure 19 indique que la courbe «activité de l'enzyme 

immobilisée en fonction du pH » comporte un maximum à pH 4,0 et 

un plateau dans l'intervalle allant de pI-1 5,2 à pH 5,6, intervalle dans 

	

- 	 lequel l'activité enzymatique maximale (100%) est mesurée. 

Aux pH 4,0 et 4,8 l'activité enzymatique représente 93% de 

	

- 	 l'activité maximale. 
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Pour la suite de nos expériences avec l'enzyme immobilisée, 

nous avons choisi de travailler au « pH optimum» le plus acide (soit 

pH 4,0) afin de limiter les contaminations microbiennes. 

- 	 La courbe de variation de l'activité enzymatique relative en 

fonction du pH obtenue pour l'invertase immobilisée est différente de 

- 	 celle obtenue pour l'enzyme libre. 

Ces différences peuvent être dues au fait que l'alginate en tant 

que support d'inclusion chargé négativement provoque des 

•  changements dans l'environnement de l'enzyme immobilisée. Un 

support chargé négàtivement attire les ions 1-U (les protons) dans le 

micro—environnement autour de l'enzyme ce qui signifie que le pH 

existant dans ce micro—environnement est plus acide que celui de la 

solution externe. Par contre, le pH mesuré dans le 

- macro--environnement est plus élevé que celui subi par l'enzyme dans 

le micro—environnement ce qui se traduit par un déplacement apparent 

du pH optimal de l'enzyme immobilisée en zone basique bien qu'en 

- 	 réalité le pli optimal reste inchangé 17, 17, 113, 1141. 

- 	 La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés dans la 

littérature est difficile à cause des différences dans les conditions 

expérimentales utilisées (nature du support, source d'enzyme, 

paramètres physico—chimiques: pH, température et tampon) ; voici 

néanmoins quelques exemples relevés dans la littérature: 
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• Le pH optimum de l'invertase immobilisée sur le xanthane est 

4,5 (tampon acétate 0,02 M) et l'enzyme immobilisée présente 

une stabilité plus élevée que l'enzyme non immobilisée. Ce 

comportement a été expliqué par l'effet du tampon sur les 

-  groupes carboxyles libres du support, et par l'aptitude de ce 

tampon à produire l'ionisation des groupes amines libres sur la 

- chaîne protéique. L'activité enzymatique maximale est obtenue 

lors de l'ionisation complète des groupes amines et carboxyles 

libres 1881. 

• Le pH optimum de l'invertase immobilisée sur des fibres de 

-  cellulose avec le glutaraldéhyde est 4,5 et dans l'intervalle de 

pH compris entre 3,5 et 5,5 l'activité relative vaut plus de 90%; 

par contre en dessous de pH 3,0 et au dessus de. pH 6,0 

- 	 l'activité relative chute à 60% 1211. 

- 	 • L'invertase de Candida immobilisée dans des fibres de 

cellulose—acétate—titane iso—propoxide, montre une activité 

maximale à pH 5,5 ce qui représente un décalage vers les pi-1 

alcalins par rapport à l'enzyme native 1811. 
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3. Effet de la température sur l'activité de l'invertase 

immobilisée dans les billes d'alginate 

- 	 Pour évaluer l'effet de la température sur l'activité de l'enzyme 

immobilisée dans les billes d'alginate, nous avons fait réagir cette 

- 	 enzyme à différentes températures sur du saccharose 0,5 M dans du 

tampon acétate pH 4,0 - 0,1 M. 

- 	 L'évolution de l'activité relative en fonction de la température a 

été représentée sur la figure 20. 

Pour l'enzyme immobilisée, l'activité maximale est mesurée à 

- 	 55°C. Au delà de cette température, il y a une diminution de 

L'activité relative qui peut être expliquée par la dénaturation de 

- 	 l'enzyme. 

- 	 La température optimum de l'enzyme immobilisée est inférieure 

à celle de l'enzyme libre. L'enzyme immobilisée dans .I'alginate 

apparaît donc plus thermosensible que l'enzyme libre. Cette 

diminution de la température optimale peut être causée par l'altération 

du site actif de l'enzyme lors de l'immobilisation et aussi par des 

modifications des structures tertiaire et quaternaire de l'enzyme 1581. 

Pour une invertase d'origine végétale immobilisée par des 

liaisons covalentes, Cojocaru (1995) a déterminé une température 

optimale de 50°C. 
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4. Stabilité thermique de l'invertase immobilisée 

dans les billes d'alginate 

Après immobilisation, les caractéristiques thermiques peuvent 

être changées. Dans certains cas, ce changement se traduit par une 

augmentation de la stabilité thermique due à un accroissement de la 

rigidité moléculaire de l'enzyme, ce qui empêche les altérations de la 

structure tertiaire lors du traitement thermique [114J. 

Afin de tester l'effet de la température sur la stabilité de 

l'invertase immobilisée dans les billes d'alginate, on mesure l'activité 

résiduelle de l'invertase immobilisée traitée à différentes températures 

pendant un intervallé de temps déterminé. 

La figure 21 montre l'évolution de l'activité résiduelle de 

l'invertase immobilisée exposée pendant une durée maximale de 6 

heures à diverses températures. 

A 55°C, on observe que l'activité résiduelle diminue 

progressivement puis s'annule au bout de 3 heures. 

A 50°C, l'enzyme perd près de 60% de son activité en 3 heures. 

En fait, plus la température diminue, plus l'enzyme est stable. A 

37°C, l'invertase immobilisée présente une stabilité maximale (100% 

de l'activité initiale). 

Nous constatons donc que l'invertase immobilisée dans les 

billes d'alginate est instable aux températures supérieures à 37°C 

contrairement à I'invertase soluble qui est encore stable à 45°C. 
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L'invertase immobilisée est donc moins stable que l'invertase 

soluble. Cela peut indiquer que la conformation de l'enzyme est 

altérée par l'immobilisation ou qu'il se produit des fuites d'enzyme 

durant l'incubation. 

Des résultats trouvés dans la littérature montrent cependant que 

la stabilité thermique de l'activité invertase de cellules de 

Saccharomyces cerevisiae immobilisées dans des capsules 

d'alginate est relativement meilleure que la stabilité de l'activité 

invertase des cellules libres. En particulier, l'immobilisation améliore 

la stabilité thermique de l'invertase à 55 °C 1201. 

L'invertase adsorbée sur résine montre une activité stable à 

30°C pendant 8 heures, et à des températures supérieures, il y a une 

perte d'activité qui est linéaire avec le temps. Par contre, l'invertase 

en solution reste stable lors d'une incubation analogue à 50°C 1101. 

Donc comme toutes les autres protéines, les enzymes sont 

susceptibles de subir une dénaturation thermique quel que soit leur 

état : libre ou immobilisé. Dans plusieurs cas, le taux d'inactivation et 

dénaturation de l'enzyme immobilisée est inférieur à celui de 

l'enzyme libre. 
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5. Effet de la concentration de saccharose sur la vitesse 

initiale de l'enzyme immobilisée 

Afin d'obtenir la courbe donnant la vitesse initiale en fonction 

de la concentration en substrat, nous avons placé l'invertase 

immobilisée en présence de diverses concentrations en saccharose 

(0,05 - 0,10 - 0,20 - 0,25 - 0,50- 0,75 - I - 1,25 - 1,50 mol/i) à pH 

4,0 et à 37°C. 

La figure 22 (qui donne la vitesse initiale en fonction de la 

concentration en substrat) et la figure 23 (qui donne l'inverse de la 

vitesse initiale en fonction de l'inverse de la concentration en substrat) 

représentent les résultats obtenus. 
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Résultats & Discussion 

Le tableau 4 récapitule les valeurs des constantes cinétiques 

déterminées à partir des figures 22 et 23. 

En comparant les valeurs portées dans ce tableau, à celles 

données dans les tableaux 2 et 3 pour l'enzyme libre, nous constatons 

que l'immobilisation entraîne une diminution des valeurs de V 1 ,, et 

une augmentation des valeurs de K 1 . 

TABLEAU 4: Constantes cinétiques de l'invertase 

immobilisée dans les billes d'alginate, 

dans les conditions suivantes: 

Tampon acétate pH 4,0-0,1 M ; T=37°C. 

V m s 

Equation utilisée 
(pmolll/m in) 

60,4 

(MOI/1) (mollI) 
r2 

V= 1 	(N°1) 0,19 - 0,8817 

'rnaxN v 1 =_ (NO2) 

K 1 +[S]+ 12  
140,8 0,65 0,95 0,9133 

• 

in 	max 	max 	
(N°3) 

L 
167,7 1,32 - 0,9589 

D'après la figure 22, la concentration de saccharose conduisant 

à la plus grande vitesse initiale de l'enzyme immobilisée vaut environ 

0,5 mol/I. 
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La littérature fait état de larges modifications de la cinétique 

apparente de l'enzyme après l'immobilisation (en particulier, le K 11 , 

apparent de l'enzyme immobilisée est généralement supérieur à celui 

de la forme soluble 11141). Voici quelques exemples de ces 

modifications tirés de la littérature 

• L'invertase immobilisée sur polyamide par le glutaraldéhyde 

montre une activité maximale dans du saccharose I M, alors 

que la forme soluble a une activité maximale dans le saccharose 

0,75 M. La chute de la vitesse initiale aux faibles 

concentrations de substrat peut être expliquée par la faible 

action de masse du substrat par contre la chute de la vitesse aux 

concentrations élevées de substrat peut être expliquée par le 

phénomène d'inhibition par excès de substrat. 

La constante de Michaelis obtenue pour l'enzyme immobilisée 

est 6 fois plus faible que celle de l'enzyme native: le K, de 

l'enzyme native est 1,25 M et celui de l'enzyme immobilisée est 

0,24 M. La variation de la constante de Michaelis révèle un 

changement dans la configuration de l'enzyme dû à l'interaction 

entre le support et l'enzyme 1 7 I. 

• Un autre exemple montre l'efièt de la réticulation sur les 

valeurs de Vinax et de K, de l'invertase (ces valeurs étant 

estimées par la représentation de Lineweaver et Burk). 

Les valeurs de V 11  et de K 11  de l'enzyme native sont 

respectivement 0,130 mg/ml/min et 26,7 mM de saccharose. 
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La réticulation de l'enzyme par le formaldéhyde abaisse la 

valeur de V,n ax  à 0,124 mg/ml/min et celle de K, à 25,2 mM de 

saccharose 1521. 

L'invertase immobilisée sur des anticorps polyclonaux 

spécifiques a un K, qui vaut 10,7 j..tM ce qui correspond à une 

diminution assez notable par rapport au K, 11  de l'invertase 

soluble (14,2p.M) (491. 

Dans d'autres cas rapportés dans la littérature, il n'y a pas de 

changement significatif entre le K m  de l'enzyme immobilisée et celui 

de l'enzyme libre, ainsi 

D'après Weetall (1974), I'invertase immobilisée sur des 

particules de verre poreux et celle soluble ont le même K, 11  qui 

est 0,448 mM. 

• D'après Hatayama et al. (1996), 1' invertase de Candida présente 

à l'état soluble un Km  égal à 1,50.10-2  M et après 

immobilisation dans des fibres de cellulose acétate—titane—iso-

propoxide, le K,1, n'est pratiquement pas changé puisqu'il vaut 

1,63 . 10 2  M. 
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Résultats & Discussion 

D'une manière générale, l'augmentation de la constante de 

Michaelis suite à l'immobilisation est déterminée spécialement par les 

processus de diffusion et peut être limitée par une réduction de la taille 

des particules sur lesquelles l'enzyme est immobilisée ou par une 

agitation croissante au cours de la période d'incubation 1881. 

En conclusion, dans notre cas, la valeur élevée du K, de 

l'enzyme immobilisée peut probablement être expliquée par une 

altération du site actif de l'enzyme ou par la faible affinité du substrat 

pour la matrice de gel (ce qui entraîne une résistance importante au 

transfert externe du substrat vers la surface du support). Cette 

résistance externe s'ajoute à une résistance interne due à la difficulté 

de diffusion du substrat dans les pores des billes 1721. 

En définitive, l'augmentation du K 1  est généralement liée à des 

paramètres différents tels que la charge du support et/ou du substrat, 

les phénomènes diffusionnels et les paramètres opératoires 11141. 

Par ailleurs, la diminution de la valeur du V,, de l'enzyme 

immobilisée par rapport à celle de l'enzyme native peut être due au 

manque d'accessibilité du substrat à l'intérieur des pores du support. 

Afin de réduire les délais de diffusion du substrat et du produit, 

l'enzyme devrait être immobilisée à la surface du support uniquement 

1 59, 631. 
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Résultats & Discussion 

6. Immobilisation de l'invertase par inclusion dans les 

billes d'alginate et réticulation 

Afin de limiter le problème de fuite des enzymes mentionné 

dans la littérature pour les enzymes immobilisées par inclusion 

(problème qui limite leur application possible dans les processus 

continus) on dispose d'une série de réactifs chimiques capables de se 

combiner d'une façon covalente et assez spécifique avec des groupes 

fonctionnels particuliers des acides aminés de l'enzyme. 

Ces réactifs appartiennent généralement à la famille des 

aldéhydes. Ce sont en particulier: le formaldéhyde (M), le 

benzaldéhyde (I %) et le glutaraldéhyde (1 %). 

La réaction de formation de la liaison covalente s'effectue entre 

la ou les fonction(s) aldéhydique(s) du réactif et la fonction amine des 

résidus lysine de l'enzyme 12 , 221. 

Nous avons voulu tester l'intérêt de ces réactifs. Pour cela, nous 

avons mesuré l'activité de l'enzyme incluse dans les billes d'alginate 

sans ou avec réticulation par ces réactifs chimiques. Nous avons laissé 

séjourner les billes contenant l'enzyme immobilisée pendant 5 minutes 

dans la solution de substrat, ensuite ces billes étaient retirées du milieu 

réactionnel et ce milieu était incubé pendant 10 min supplémentaires. 

Si ce milieu contient de l'enzyme soluble «échappée des billes 

d'alginate », on devrait constater une variation de son absorbance 

durant les 10 dernières minutes d'incubation. 

Les résultats obtenus sont synthétisés sur la figure 24. 
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Résultats & Discussion 

La figure 24 montre que le traitement des billes d'alginate par 

divers agents réticulants conduit à une nette diminution de l'activité 

enzymatique relative (en prenant l'activité de l'enzyme immobilisée 

dans l'alginate seul comme référence). 

En particulier, le traitement par le glutaraldéhyde est celui qui 

conduit à l'activité la plus faible (soit 40% en activité relative). Cette 

réduction de l'activité peut être expliquée par l'effet destructif du 

glutaraldéhyde, réactif bifonctionnel dont les deux groupes aldéhydes 

peuvent se lier directement à des acides aminés du site actif de 

l'enzyme. 

Le formaldéhyde et le benzaldéhyde ont des effets un peu moins 

marqués que le glutaraldéhyde. 

En présence de benzaldéhyde, l'activité relative ne vaut plus 

que 48%, par contre en présence de formaldéhyde elle vaut 51%, ce 

qui signifie que le formaldéhyde est moins agressif que le 

benzaldéhyde. 

Dans la littérature, on trouve que la réticulation de l'invertase 

par le formaldéhyde (0,015%) provoque (par rapport à l'enzyme 

native) une perte minimale d'activité et une diminution de 5 à 10% 

des valeurs de Vmax et Km  1521. 

En ce qui concerne les fuites d'enzyme des billes vers le milieu 

réactionnel (surnageant) nous constatons que le traitement de 

réticulation ne permet pas de les limiter. En effet, l'activité 

enzymatique mesurée dans le surnageant pour les billes d'alginate non 
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Résultats & Discussion 

traitées cl pour celles traitées par le benzaldéhyde ou le glutaraldéhyde 

est la même. Elle est relativement faible et représente 3,70% de 

l'activité enzymatique de l'enzyme immobilisée dans l'alginate seul. 

Pour les billes d'alginate traitées par le formaldéhyde, I'activitê 

retrouvée dans le surnageant représente 7,4% de l'activité 

enzymatique des billes d'alginate non traitées. 

Le fait que l'on n'ait pas mesuré une fuite importante d'enzyme 

peut être expliqué en partie par la courte durée du temps d'incubation 

du milieu réactionnel seul après enlèvement des billes (10 min). 

La masse moléculaire élevée de l'invertase limite aussi la fuite 

de l'enzyme des pores du gel. 

En définitive, la fuite de l'enzyme, éventuellement fixée par des 

liaisons covalentes, ne dépend pas seulement de la structure du 

support mais aussi des propriétés de l'enzyme elle—même (sa masse 

moléculaire, son degré de purification, son origine) 171, 1141. 
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Résultats & Discussion 

V. HYDROLYSE DISCONTINUE DU SACCHAROSE 

AR L'INVERTASE SOLUBLE ET PAR 

'INVERTASE IMMOBILISEE 

Après avoir déterminé les paramètres cinétiques de l'enzyme 

libre et de l'enzyme immobilisée dans les billes d'alginate, à partir de 

mesures de vitesses initiales essentiellement, nous avons procédé au 

suivi de la réaction d'hydrolyse sur une durée plus longue. 

Pour cela, des essais ont été menés dans un petit réacteur fèrmé 

(volume réactionnel = 100 ml) et les effets de quelques paramètres tels 

que la température, la concentration d'enzyme et la concentration en 

substrat, sur la cinétique d'hydrolyse ont été étudiés. 

Dans un premier temps, nous avons essayé d'ajuster nos 

données expérimentales par l'équation suivante: 

t. 
Vmax 

[ Km ln 
So 

+(So._S)] 	(équation 4) 

avec S : concentration résiduelle en substrat au temps t. 

S()  : concentration initiale en substrat. 

Cette équation est l'une des nombreuses formes de l'équation de 

Michaelis—Menten intégrée 136, 961. Néanmoins, compte-tenu des 

valeurs négatives trouvées dans certains cas pour K (à partir de nos 
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Résultats & Discussion 

résultats expérimentaux), nous avons renoncé à utiliser l'équation 4 

pour traiter nos données. 

Nous avons opté pour un autre modèle cinétique à deux 

paramètres. Ce modèle établit aussi une relation entre la concentration 

résiduelle en substrat (S) et le temps (t). Il s'écrit 

S 	 2 2 a + 0,25 b t - a 0.5bt 	 (équation 5) 

où a représente la concentration initiale en substrat et b est une 

constante. 

1. 	Influence de la température sur la consommation 

du substrat par l'enzyme soluble et par l'enzyme 

immobilisée 

L'effet de la température sur la dégradation du saccharose par 

les invertases soluble et immobilisée est étudié en effectuant des 

hydrolyses à des températures comprises entre 25 et 45°C (les autres 

conditions opératoires sont les mêmes pour tous les essais). 

Les figures 25 et 26 montrent que la vitesse d'hydrolyse du 

saccharose croît avec l'augmentation de la température. Pour l'enzyme 

immobilisée, nous remarquons que pendant toute la durée de 

l'expérience, la vitesse de la réaction semble rester constante à 

température donnée. On remarque aussi que la cinétique de l'enzyme 

immobilisée est plus lente que celle de l'enzyme soluble. Cela peut 
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Résultats & Discussion 

être expliqué par la lenteur de la diffusion du substrat et des produits 

du macro—environnement au micro—environnement et vice versa. 

Néanmoins, cette faiblesse pourrait être compensée par 

l'avantage de la possibilité de réutiliser l'enzyme immobilisée dans un 

réacteur batch ou continu. 
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Résultats & Discussion 

Les tableaux 5 et 6 regroupent les valeurs déterminées pour les 

constantes a et b du modèle aux diverses températures utilisées. 

Tableau 5 : Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour l'invertase soluble 

incubée à différentes températures 

Température 

( °C) 

25 

30 

37 

45 

a (mrnol/l) 	b (mmol.min/1) 1'2 	r2  

	

505,25 	 0,068 	0,9952 

	

503,23 	 0,092 	 0,995 1 

	

506,56 	0,142 	0,9752 

	

505,13 	 0,186 	0,9669 

Tableau 6 : Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour l'invertase immobilisée 

incubée à différentes températures 

Température 

(°C) 

25 

30 

a (mmol/I) L) (mmol.min/l)'' 2  

0,017 

0,019 

0,9866 499,12 

498,56 0,9958 

499,73 0,05 0,9934 

45 503,66 0,032 0,9787 
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Résultats & Discussion 

L'examen des tableaux 5 et 6 permet de constater que a peut 

effectivement être assimilé à la concentration initiale en substrat (qui 

est ici de 0,5 mol/I) et que la valeur de b augmente avec la 

température. 

Des expériences précédentes (cf paragraphe IV.4) ayant montré 

que l'enzyme immobilisée était instable à 45°C (ce qui exclut son 

utilisation pendant une période prolongée à cette température), nous 

avons opéré à 37°C dans la suite des expériences. 

2. 	Effet de la concentration d'enzyme sur la 

consommation du substrat par l'enzyme libre et 

par l'enzyme immobilisée 

L'effet de la concentration d'enzyme sur la dégradation 

du saccharose par les invertases soluble et immobilisée est étudié en 

effectuant des hydrolyses à des concentrations d'enzyme de 0,6 - 0,8-

I et 1,25 ml pour 100 ml de milieu réactionnel (les autres conditions 

opératoires sont les mêmes pour tous les essais). 

Les figures 27 et 28 montrent que la vitesse d'hydrolyse du 

saccharose croît avec la concentration d'enzyme. Dans le cas de 

l'enzyme immobilisée, les concentrations 1 et 1,25 % conduisent à peu 

près à la même vitesse de réaction. 

129 



600 

s 500 

I400 
g 300 
O 

2 200 

1100 

r  

o n 
r 

00,6 ml 

À 0,8 ml 

Xlml 

01,25 ml. 

C 
o 

Ca

Cl)  = 
C.) 
U) 

o 

r), 

Q, 'cl) 

0 	50 	100 	150 
	

200 

Temps (min) 

Figure 27 : Effet de la concentration de l'enzyme libre 
sur l'hydrolyse du saccharose. 

[saccharose]=0,5 M;tampon acétate pH4,0-0,IM; 
T=37°C;volume de milieu réactionnel=100 ml. 



C 
o 
cl) 
cl) 

Q 
U) 

(J) 
(o 

U) 
'cl) 
îlà 

520 

  

r 
cY, 

500 

480 

cl) 
(j) 
o 

-c 
o o 
('3 
CI) 

o 0.6 ml 

A0,8m! 

xlml 

o 1.25 - M-1  

 

a.ii 

0 	50 	100 	150 	200 

Temps (mm) 

Figure 28 : Effet de la concentration de l'enzyme 
immobilisée sur la consommation de saccharose. 
[saccharose]=0,5 M;tampon acétate pH 4,0-0,IM; 

T=37°C;volume de milieu réactionnel= 100 ml. 



Résultats & Discussion 

Les tableaux 7 et 8 regroupent les valeurs déterminées pour les 

constantes a et h du modèle aux diverses concentrations d'eiizyme 

utilisées. 

Tableau 7 : Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour différentes concentrations 

de l'invertase soluble 

I Enzymel 

(% V/V) 
a (minol/I) b (mmol.rnin/1) 112  r2  

0,6 0,08 508,65 0,9853 

0,8 510,49 0,093 0,9856 

507,40 0, 11 9 0,995() 

1.25 509,45 0,133 0,9911 

Tableau 8 : Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour différentes concentrations 

de l'invertase immobilisée 

nzymejj 	 1 
a (rnmol/l) 	b (mrnol.minhl)" 2 	r2  

0,6 

0,8 - 

1,25 

500,2 

502,09 

499,75 

509,45 

0,022 

0,024 

0,133 

0,984() 

0,9911 

0,9944 	- 

0,9911 

132 



Résultats & Discussion 

L'examen des tableaux 7 et 8 permet à nouveau de constater 

que a correspond bien à la concentration initiale en substrat (soit 0,5 

mol/i) et que la valeur de b augmente avec la concentration en 

enzyme. 

3. 	Effet de la concentration en saccharose sur la 

cinétique d'hydrolyse par l'enzyme libre et par 

l'enzyme immobilisée 

L'effet de la concentration en substrat sur la cinétique 

d'hydrolyse par les invertases soluble et immobilisée est étudié en 

effectuant des essais 	d'hydrolyse 	à diverses 	concentrations 	en 

saccharose (0,1 - 0,25 - 0,5 - 1 - 1,5 mol/I). Les autres conditions 

opératoires sont les mêmes pour tous les. essais. 

Les figures 29 et 30 montrent que la cinétique d'hydrolyse est 

nettement plus lente dans le cas de l'enzyme immobilisée que dans le 

cas de l'enzyme libre. Ainsi, pour une concentration initiale en 

saccharose de 0,1 mol/l, l'hydrolyse par l'enzyme libre est complète au 

bout de 45 min alors qu'avec l'enzyme immobilisée la quantité de 

saccharose transformée au bout de 2 heures représente seulement 20% 

de la quantité initiale de saccharose. 
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Résultats & Discussion 

Les tableaux 9 et 10 regroupent les valeurs déterminées 

pour les constantes a et b du modèle aux diverses concentrations de 

substrat utilisées. 

Tableau 9: 	Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour différentes concentrations en 

substrat et avec l'invertase soluble 

ISaceharosel 
a (niinolll) 

(mol/i) 
L) (nirnol.niinll) ''2  r2  

0,1 108,39 0,33 0,9644 

0,25 253,63 -- 	0,241 0,9951 

0,5 506,56 0,142 0,9752 

1 1010,01 0,072 0,9780 

1,5 1508,11 0,044 0,9819 

Tableau 10: 	Valeurs des constantes a et b du modèle 

cinétique pour différentes concentrations 

en substrat et avec l'invertase immobilisée 

ISaccha roSe 

(molli) 

O. I 

a (ninol/l) b ( Iumo l .m i tl /l)U2  r2  

100,38 0,017 0,9298 

0,25 250,71 0,027 0,9748 

0,5 501,99 - 0,025 0,9522 

997,90 0,014 0,9766 

1,5 1496,04 0,013 0,9658 
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Résultats & Discussion 

Le tableau 9 permet de constater qu'en présence de l'enzyme 

soluble, la valeur de la constante b varie en sens inverse de la 

concentration en substrat. 

Le tableau 10 indique qu'en présence de l'enzyme immobilisée, 

la valeur de la constante b est maximale pour une concentration en 

saccharose de 0,25 mol/1 ; elle diminue de part et d'autre de cette 

concentration. 

VI. HYDROLYSE CONTINUE DU SACCHAROSE 

PAR L'INVERTASE IMMOBILISE E 

PAR INCLUSION DANS UN REACTEUR 

ALIT FIXE 

L'enzyme immobilisée dans les billes d'alginate a été mise en 

oeuvre dans un petit réacteur à lit fixe afin d'étudier le comportement 

de ces billes pendant une durée d'utilisation relativement longue (le 

dispositif utilisé est décrit dans le paragraphe IX de la partie « matériel 

et méthodes »). 

Le réacteur était alimenté par une solution 0,5 M de saccharose. 

La 	température 	de chaque prélèvement 	d'hydrolysat quittant 	le 

réacteur a été notée. En effet, la température régnant dans le réacteur 

conditionne en partie le taux de conversion du substrat (cf paragraphe 

V.1). 
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Résultats & Discussion 

On détermine le taux de conversion du substrat par le rapport 

(S0 	S) / S0, où S0 est la concentration en substrat dans le fluide 

entrant dans le réacteur et S est la concentration résiduelle en substrat 

dans le fluide quittant le réacteur. 

La figure 31 représente l'évolution du taux de conversion du 

saccharose au cours du temps pour différents débits d'alimentation du 

réacteur. Nous constatons, que les taux de conversion les plus élevés 

sont atteints avec les débits les plus grands. Néanmoins, la stabilité 

opérationnelle du réacteur s'améliore lorsque le débit d'alimentation 

diminue. Ainsi, pour le débit le plus faible (0,20 mI/min), le taux de 

conversion maximum est de l'ordre de 25% seulement mais reste à peu 

près stable pendant environ de 50 heures. Une telle stabilité n'est pas 

observée aux autres débits utilisés. Néanmoins, le meilleur compromis 

entre la stabilité opérationnelle et le taux de conversion semble être 

atteint avec un débit de 0,28 mI/min (auquel correspond un taux de 

conversion maximum de 61%). 

La figure 32 permet d'évaluer l'amplitude des fluctuations de la 

température régnant dans le réacteur au cours des essais décrits ci-

dessus. 
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Résultats & Discussion 

Nous avons comparé les résultats obtenus à partir du réacteur 

continu à lit fixe et ceux obtenus à partir du réacteur discontinu dans 

des conditions similaires ([saccharose] = 0,5 mollI ; [enzyme] = 

1,25 ml; tampon acétate pH 4,0 - 0,1 M ; T = 25°C en moyenne). 

Nous avons constaté que le taux de conversion du saccharose atteint 

14,2% au bout de 165 min dans le réacteur discontinu, alors qu'il 

atteint 24% au bout de 180 min dans le réacteur continu alimenté par 

un débit de 0,28 mi/min. Dans de telles conditions, le système continu 

semble donc plus performant que le système discontinu. 
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Conclusion 

C
e travail avait pour objectif l'étude des comportements 

cinétiques de l'invertase soluble et de l'invertase 

immobilisée dans des billes d'alginate en vue de 

l'utilisation de cette enzyme pour l'hydrolyse du saccharose dans des 

réacteurs continus. 

Pour tenir compte des contraintes de l'industrie, nous avons 

travaillé avec une préparation brute d'invertase, issue de 

Saccharoniyces cerevisiae, (l'utilisation de préparations « brutes » est 

courante en technologie enzymatique alimentaire parce qu'elle évite 

les processus coûteux de purification des enzymes). De ce fait, l'étude 

du comportement de l'enzyme a été relativement compliquée. 

Afin de compléter notre étude, nous proposons les travaux 

suivants: 

•Amélioration du protocole de préparation de l'enzyme afin 

d'obtenir une activité enzymatique plus stable. 

• Recherche des conditions optimales d'immobilisation de 

l'enzyme dans les billes d'a!ginate (par exemple : détermination 

des concentrations optimales d'alginate et d'enzyme 

optimisation du diamètre des billes d'alginate ; détermination de 

la concentration en chlorure de calcium la plus appropriée pour 

la gélification des billes d'alginate ...). 

• Essai de l'enzyme immobilisée dans un réacteur continu 

minimisant les contraintes ditïusionnelles ( un réacteur à lit 

fluidisé par exemple). 
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Conclusion 

En dernier lieu, nous estimons que ce travail peut servir de 

support: 

• A l'étude du comportement cinétique d'autres enzymes 

(solubles ou immobilisées) d'intérêt industriel. 

• A l'étude d'autres techniques d'immobilisation. 
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Annexes 

I. PREPARATION DU REACTIF A L'ACIDE 

3,5 - DINITROSALICYLIQUE (DNSA) 

Dissoudre I g de DNSA dans 20 ml de soude (NaOLI) 2 N. 

• Ajouter doucement une solution de 30 g de tartrate double de 

Na,K dissout dans 50 ml d'eau distillée. 

Compléter à 100 ml avec de l'eau distillée et agiter jusqu'à 

obtention d'une solution homogène de couleur orange-rouge 

(si nécessaire, chauffer légèrement le mélange). 

Le réactif DNSA doit être conservé dans un flacon bien fermé et 

à l'abri de la lumière 161. 

II. PREPARATION DU REACTIF DU BIURET 

• Dissoudre 3 g de sulfate de cuivre (CuSO 4  . 5 11 20) avec 9 g 

de tartrate double de Na, K dans 500 ml d'eau distillée. 

• Ajouter 5 g d'iodure de potassium et compléter à 1 litre avec 

une solution de soude à 0,4 mol/I. 

Le réactif du biuret doit être conservé dans un flacon bien fermé 

et à l'abri de la lumière 1861. 
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