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Introduction

Au cours des dernieéres années, I’exploitation des microorganismes,
essentiellement les bactéries et les levures ont apporté une contribution
significative dans certains domaines industriels, ou diverses industries dépendent
en grande partie de leurs métabolites, et de I’utilisation des enzymes pour produire
de nombreuses substances.

Les levures comme Saccharomyces cerevisiae, plus connue sous le nom
de « levure de biere », constituent une source importante de biosynthese protéique
trés active, représentée par diverses classes d’enzymes utilisées en industrie. Le
genre Saccharomyces a un réle important dans le domaine alimentaire ou il fait
I'objet d'une production de masse pour servir soit de levure de boulangerie soit
pour la production d’enzymes.

L’ingénierie de cette levure a permet la production de I’invertase, une
enzyme endocellulaire obtenue par lyse cellulaire. En effet, I’intérét grandissant
vers cette enzyme est justifie par de nombreuses applications industrielles
(Bousmaha et al., 2014). L'invertase est une hydrolase qui catalyse I'hydrolyse du
saccharose alimentaire en fructose et en glucose; ce mélange est appelé
sucre inverti, d'ou le nom de I'enzyme.

Notre théme de recherche consiste a étudier les parametres cinétiques de
I’invertase extraite de Saccharomyces cerevisiae. Nous avons procédé comme

suit :
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L’extraction de I’invertase de la levure Saccharomyces cerevisiae.

La détermination de la concentration en protéine de 1’extrait enzymatique par
deux méthodes de dosages (la méthode de biuret et 1’absorptiométrie directe
dans I’ultra-violet).

La détermination de I’activité enzymatique de I’invertase.

L’étude de I’effet du pH et de la température sur I’activité enzymatique de
I’invertase.

La détermination des parametres cinétiques de I’invertase.
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Chapitre I.
Saccharomyces cerevisiae
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I. Saccharomyces cerevisiae

1.1. Définition

Les levures sont des eucaryotes unicellulaires (Jaime, 2008), des
hétérotrophes, faisant partie du groupe des champignons dont on les distingue par
I’absence de vrai mycélium. Elles sont microscopiques et immobiles
(Guiraud et Galzy, 1998). Parmi eux on trouve [|’espéce Saccharomyces
cerevisiae, dont le nom systématique fait référence au saccharose qui signifie
«sucre» et myces qui signifie « champignon », tandis que cerevisiae fait référence
a «cervoise», qui veut dire biere (Tortora et al., 2003). Ce sont des cellules
généralement sous forme ovoides ou sphériques, parfois cylindriques ou de forme
plus spécifiques (Bourgeois et Larpent, 1996), avec une taille trés variable, de 3
a 10 um de largeur contre 4 & 14 um de longueur (Larpent, 1991). Elles se
présentent isolées, en paires, en chaines ou en petits amas (Bourgeois et Larpent,

1996).

Figure 1 : Micrographie electronique a balayage de saccharomyces cerevisiae
(5um) (Geoffrey, 1999).
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1.2. Classification

La classification du genre Saccharomyces est représentée dans le
« tableau 1 » :

Tableau 1 : Classification du genre Saccharomyces (Bacha, 2008;
Larpent et Gourgaud, 1985).

Regne Protistes-Eucaryotes
Classe Ascomycetes
Sous-classe Hemiascomycetes
Ordre Endomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Sous-famille Saccharomycetoideae
Genre Saccharomyces
Espéce Saccharomyces cerevisiae

|.3. Reproduction

1.3.1. Reproduction végetative
Le bourgeonnement représente le mode de reproduction végétative le

plus courant chez les levures. A 1’exception de quelque genre, les bourgeons
apparaissent dans les zones situées aux extrémités des grands axes des cellules
vegétatives lorsque celles-ci ont une forme ovoide ou allongée. Ce type de
bourgeonnement est connu sous le nom de multilatéral et caractérise les

saccharomyces (Larpent et Gourgaud, 1985).
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Hourgeonnement polaire Bourgeonnsmcont bipolaire
- Q D
O I
Bousgeonnement multiiatéral Fission
Conildice xur pddoncule Ballistospores

Figure 2 : Mode de reproduction vegétative (Bacha, 2008).

1.3.2. Reproduction sexuée

Les ascomycetes, ou champignons a asques, constituent un groupe
importante et diversifié de champignons remarquables par leurs structures en
forme de sac appelées asque. La fusion des noyaux et la méiose subséquente ont
lieu a I’intérieure de ’asque. Les produits de la méiose constituent les ascospores
qui seront libérées ultérieurement pour former la prochaine génération

gamétophytique (Purves et al., 1994).

Chez Saccharomyces cerevisiae, la conjugaison se produit en 6 a 8

heures apres la mise en présence des deux types sexuels (Larpent, 1991).
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Dans sa phase haploide, la levure a un total de 16 chromosomes. La
levure a était le premier organisme eucaryote a étre séquencé. Son génome est
constitué de 12,068 kb et contient un total de 6,183 cadres de lecture ouverts
(ORFs) a partir des quels 5,800 sont préedits correspondre a des genes codant pour

la protéine (Jaime, 2008).

cycle a \
mitotique
cycle é@
mitotique 80 @)@ @9

/ ; cyce

/ o
-8

Figure 3 : Cycle biologique de la levure Saccharomyces cerevisiae

conjugaison

(Bourgeois et Larpent, 1996).
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|.4. Caractéristiques biochimiques

Le tableau suivant représente les différentes caractéristiques

biochimiques de la levure Saccharomyces cerevisiae.

Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques de Saccharomyces cerevisiae
(Guiraud et Galzy, 1998)

Caracteristiques Utilisation
Nitrate Négative
Urée Négative
Fermentation Positive
Glucose +F
Galactose X
Saccharose +F
Maltose X
Therhalose X
Lactose -
Cellobiose X
Melibiose -
Raffinose +F
Xylose -
Ethanol X

(+) ou (-): Utilisation des substrats carbonés.
F: Assimilation.
X: Variable ou non Déterminé.

10
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1.5. Métabolismes du genre Saccharomyces
1.5.1. Métabolisme glucidique

Beaucoup d’espéces du genre Saccharomyces haploides peuvent
produire de fortes quantités d’alcool poly-hydrique a partir du glucose. Ces
composés sont des produits intermédiaires du cycle des pentoses (Larpent et
Gourgaud, 1985).

La levure Saccharomyces cerevisiae métabolise le glucose obtenu a
partir du milieu en éthanol et en gaz carbonique. Des bulles de gaz carbonique se
forment dans la pate a pain et confere au produit final sa texture allégée. L’éthanol
et le dioxyde de carbone sont tous deux retenus dans la biére, mais disparaissent du

pain a la cuisson (Purves et al., 1994).

1.5.2. Métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique de Saccharomyces cerevisiae peut étre de
type « respiration aérobie » : chaines respiratoires mitochondriales ou fermentatif
(fermentation alcoolique) (Teixeira et al., 2009).

La production de bio-éthanol par la levure est une industrie en croissance
en raison des exigences énergétiques et environnementales (Teixeira et al., 2009).

La réussite des fermentations alcooliques dépend de la capacité
d’utilisation des souches de levure des facteurs de stress survenant au cours du

processus. Il s'agit notamment de la pression osmotique imposée par concentration

11
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initial élevée de sucre et le stress induits par les produits finaux de fermentation
ou sous-produits tels que I'éthanol et I'acétate. A titre indicatif, I'éthanol est un
solvant qui possede des effets toxiques a forte concentration pendant sa

fermentation sur les levures (Teixeira et al., 2009).

1.6. Conditions de culture de Saccharomyces cerevisiae

La croissance d’un micro-organisme peut étre considérée comme une
série d’interaction entre les cellules et I’environnement (Bacha, 2008). Les
exigences de culture de Saccharomyces cerevisiae sont les suivantes:
= Le pH: Saccharomyces cerevisiae préfere un milieu acide pour croitre, pour
lequel la plupart des bactéries ne se développent pas. Elle favorise un pH compris
entre 4 et 4.5 (Revuz, 1979).
= La tempeérature: ce sont des mésophiles cultivées a une température qui varie
de 25°C a 35°C (Larpent et Gourgoud, 1985).
= L’aération: la levure s’adapte a deux modes de vie en présence et en absence
d’oxygene (Revuz, 1979), donc, capable de se développer en aérobiose et
anaérobiose (Augere et al., 2006). Dans le but d’homogénéiser la circulation d’air
dans le fermenteur, il est nécessaire d’adapter un gradient d’oxygeéne sous forme

d’air filtré a 1’aide d’un coton (Revuz, 1979).

12
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1.7. Utilisation industriel

Les especes de levures, essentiellement Saccharomyces cerevisiae, sont
largement utilisées dans la fermentation, la vinification ainsi que dans les
processus de brassage (Teixeira et al., 2009).

La levure hémiascomycete, Saccharomyces cerevisiae, a été utilisé
depuis des siecles pour la production d'aliments fermentés tels que le cidre, la biere
et le pain (Campbell et Reece, 2007; Hennequin et al., 2001).

Récemment Saccharomyces cerevisiae a été considérée comme un
complément nutritionnel destiné spécialement pour les sportifs et dans la
production du glycérol, des solvants, des protéines et certaines vitamines mais
aussi a la revalorisation des déchets agricoles, industriels (Hennequin et al., 2001;

Lecterc et al., 1995).

13
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Il.L’invertase

I1.1. Généralités

Les enzymes sont des protéines dont le réle biologique est de catalyser
les différentes réactions de transformation qui se produisent dans I’organisme ainsi
que le contrble des vitesses auxquelles les processus physiologique se déroulent
(Murray et al., 2003; Wallach, 1997).

Les enzymes sont des catalyseurs d’une efficacité et d’une spécificité
fonctionnelle remarquables. Elles interviennent dans tous les processus de
biosynthése, de dégradation, de régulation et de reproduction (Mouranche et
Costes, 1985).

Les enzymes présentent une importance majeure dans le contrdle des
métabolismes, en effet, lorsque leur fonctionnement est perturbé, elles peuvent étre
la cause de deséquilibre qui conduit a des pathologies variees (Wallach, 1997).

Les enzymes sont présentes chez toutes les especes vivantes et peuvent,
du moins en théorie, en étre isolées et purifiees. Les sources d’enzymes
industrielles sont principalement d’origine microbienne (Wallach, 1997).

Les levure synthétisent et sécretent plusieurs enzymes, notamment les
S-fructosidases (Pol, 1996). Ce fut ’'une des premieres enzymes caractérisées

par Persoz en 1833 (Bacha, 2008).

15
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11.2. Définition

Le nom officiel de [linvertase est la B-D-Fructofuranoside
fructohydrolase  (EC.3.2.1.26), elle appartient a la famille des glycosides
hydrolases (Mohandesi, 2016). Cette enzyme catalyse la réaction d’hydrolyse des
résidus B-fructofuranosyl non-réducteurs terminaux dont les B-fructofuranoside
comme le saccharose (Kulshrestha et al., 2013; Vorster et Botha, 1998), le

raffinose et le stachyose (Kader, 1990).

Le mélange résultant de la conversion du saccharose en fructose et en
glucose par I’invertase (Figure 4) est appelé sirop de sucre inversé qui a un pouvoir
sucrant plus élevé que le saccharose (Shankar et al, 2013;

Persano Oddo et al., 1999).

CHo O H
H

<Hi C>HLCHEDH oA
| + Hz
o H D—lq_/ WEHEDH
I 1
1 1
H o H i H H

Saccharose

l INnvertas=

SO H

e T e
rH -
O H CH H::lnq/ WZZHEDH
I 1
1 1
H —H S H H
-~ -~

Slucose Fructosae

Figure 4: La réaction d’hydrolyse du saccharose par [I’invertase
(Dides et Fabre, 2007).
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11.3. Sources et localisation

La levure Saccharomyces cerevisiae est 1’organisme de choix pour la
production d'invertase lorsque la capacité de fermentation du saccharose est élevée
(Hag et al., 2005). Saccharomyces cerevisiae communément appelé levure de
Boulanger est donc la souche principale utilisée pour la production d'invertase
commerciale.

L’invertase peut se rencontrer aussi sur la peau de raisins et d'autres
especes vegeétales tels que le poire japonais, le pois, I'avoine et le riz (Kulshrestha
et al., 2013; Hsaia et al., 2002), mais géneralement les microorganismes comme
Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Aspergillus niger sont considérées
comme sources de choix pour 1’étude Cinétique (Kulshrestha et al., 2013).

La levure Saccharomyces cerevisiae produit I’invertase sous deux forme,
intra et extracellulaires (Haq et al., 2005). La forme extracellulaire est responsable
de I'hydrolyse du saccharose pour étre utilise comme source de carbone et
d'énergie pour la levure (Kaiser et Botstein, 1986). Les deux formes intra et
extracellulaires de cette enzyme ayant une structure de géne commune, mais une
différence a D’extrémité N-terminale par la présence de deux acides aminés
supplémentaires pour I’invertase extracellulaire. Les deux formes d’invertase
hydrolysent le saccharose en sucre inverti avec la méme efficacite

(Allnajar, 2001).

17
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Selon Reddy et Maley (1996) ainsi que Larpent (1991), I’espace
périplasmique est le seul site de localisation, sous forme d’homo-octamere, de

I’invertase et de la phosphatase acide chez les levures.

11.4. Structure

Le géne SUC2 est un géne structural de Saccharomyces cerevisiae,
codant pour 1’expression de l'invertase (Kaiser et Botstein, 1986).

L'invertase de Saccharomyces cerevisiae est une volumineuse
glycoprotéine de 532 acides aminés, comportant deux sous-unités de protéines
identiques d’environ 61KDaltons. Un pourcentage important de cette masse,
correspond a des glucides qui sont sous forme de chaines d’oligosaccharides
N-lices du type mannose ¢levé. A titre d’exemple, les oligosaccharides
représentent 50% de la masse de D’invertase de Saccharomyces cerevisiae
commercialisée par SIGMA (Acosta et al., 2000).

L'invertase existe sous deux formes, intra et extracellulaire, chez les
levures. La forme extracellulaire est une glycoprotéine contenant environ 50% de
glucides, 5% de mannose, 3% de glucosamine avec un poids moléculaire de
270000 daltons (Kulshrestha et al., 2013; Reddy et Maley, 1990;
Kern et al, 1993 ), tandis que la forme intracellulaire est un dimere d’un poids
moléculaire de 135000 daltons, cette forme mineur est non glycosylée (Reddy

et Maley, 1990). Les sequences d'acides aminés, en particulier I'Invertase interne,
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ne contiennent pas de cystéine. Les deux enzymes sont inhibées par l'iode et
réactivées par le mercaptoéthanol (Kulshrestha et al., 2013).

L'invertase se trouve aussi chez les plantes, il existe trois iso-formes
difféerentes dans les propriétés biochimiques et la localisation cellulaires

(Kulshrestha et al., 2013).

11.5. Mode d’action

La formation du complexe enzyme-substrat est régit par le modele de
I’ajustement induit et par le modele de simple complémentarité stérique
(Mouranche, 1985).

Le site ou le centre actif d’une enzyme est une région ou se fixe et se
transforme le substrat, ce site possede deux fonctions essentielles :
= Intervient dans la reconnaissance spatiale du substrat en formant avec lui des
liaisons non covalentes.
= Participe a la transformation chimique du substrat (Bacha, 2008)

Le mécanisme réactionnel d'hydrolyse du saccharose par I ‘invertase
(Figure 5), implique la protonation de I'oxygene 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 1’acide aspartique (Asp23).
Ceci a pour résultat, la formation d’un complexe covalent fructosyl-enzyme
associe au dégagement du glucose. En suite, 1’acide glutamique (Glu 204) agit

comme base en soustrayant un proton d’une molécule d’eau, ce qui permet au
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groupe hydroxyle restant de déplacer le fructose et de reconstituer les résidus actifs

originaux (Reddy et Maley, 1996).

Figure 5: mécanisme de substitution nucléophile des  hydrolytiques
(Mouranche et Costes, 1985).

Naumoff (1999) précise que, pour la souche de levure Saccharomyces
cerevisiae, le résidu glutamate sert de donneur de proton dans 1’hydrolyse de la

liaison glycosidique.

11.6. Facteurs influencant I’activité enzymatique de I’invertase
La complexité de I’étude des réactions enzymatiques provient de ce
qu’elles dépendent non seulement de I’interaction entre 1’enzyme et son substrat,
mais également du milieu réactionnel dans lequel elles se produisent,
c’est-a-dire, d’une part de ses constituants, d’autre part de ses caracteristiques

physicochimiques. En effet, la modification de I’un des paramétres
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(pH, température,...) peut étre susceptible d’entrainer un changement significatif

de I’activité (Wallach, 1997).

11.6.1. Facteurs physicochimique
11.6.1.1. La température
La température a un effet direct en accélérant les vitesses des réactions
enzymatique, fournissant ainsi I’énergie nécessaire au franchissement de la barriére
de I’énergie d’activation. Le phénoméne est classique en cinétique chimique, et la
variation d’une constante de vitesse en fonction de la temperature peut s’écrire

sous la forme :

K=Z exp (;ET" )

Avec :

Z : Constante,

T : Température en Kelvin,

R : Constante des gaz parfaits,

Ea: Energie d’activation de la réaction.

D’autre part, la température a un effet sur la structure tridimensionnelle
des enzymes, entrainant progressivement la dénaturation et la désactivation
(Wallach, 1997). Donc, le choix de la température d'analyse est extrémement
important puisque la fagon dont les enzymes réagissent a une tempeérature donnée

est fondamentale (Daniel et Danson, 2013).
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L'invertase extraite de Saccharomyces cerevisiae présente une activiteé
maximale dans un intervalle de température de [35 et 40 °C]

(Arruda et Vitolo, 1999).

11.6.1.2. Le pH
Le pH a une influence sur la structure de I’enzyme. La modification des
charges des chaines latérales des acides aminés peut entrainer la denaturation et
donc la désactivation de la protéine enzymatique (Wallach, 1997).

Le pH optimum de [invertase se situe entre 4 et 5

(Wang, 1996; kader, 1990).

11.6.1.3. La concertation en substrat

Les réactions enzymatiques sont traitées comme s’il n’y avait qu’un seul
substrat et un seul produit. Bien que cela soit le cas de quelque réaction catalysée
par des enzymes, la plupart de ces réactions comportent deux substrats ou plus et
deux produit ou plus. Cependant malgré cette considération la discussion reste
valable.

Si on augmente la concentration du substrat [S] en maintenant constante
toutes les autres conditions, la vitesse initiale mesurée (Vi,: vitesse mesurée quand
une trés petites quantité du substrat réagit) augmente jusqu’a une valeur maximale
(V max). Donc, la vitesse augmente avec 1’augmentation de la concentration en

substrat jusqu’a un point ol I’enzyme est dite « saturée » par le substrat, la vitesse
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initiale mesuré atteint alors une valeur maximale qui ne peut pas étre modifiée par
une augmentation de la concentration du substrat (Murray et al., 2003).

Le saccharose ou sucre de table est le disaccharide le plus abondant chez
le regne végétal, son nom systématique est 1’O-a-D-glucopyranosyl (1—2)
B-D-fructofuranoside (Voet et Voet, 2004). L’hydrolyse du saccharose en
D-glucose et D-fructose s’accompagne d’un changement du sens de rotation
optique, le produit de la réaction est appelé «sucre inverti» et ’enzyme qui
catalyse cette hydrolyse est appelée « invertase » (Voet et Voet, 2004; Durand et

Monsan, 1982).

Glucose
Dextrogyre {(+52,5%]

Saccharose _Inversion  gucreinverti = +

Dextrogyre (+66,5°) ~——~—~-~——~ Lévogyre (-20°)

Fructose
Lévogyre (-92°)

Figure 6 : Inversion du saccharose par I’invertase

11.6.2. Facteurs chimiques

Indépendamment des facteurs physicochimiques liés au milieu
réactionnel de nombreuses molécules peuvent modifier la réaction enzymatique.
Les molécules chimiques peuvent réagir en formant des liaisons covalentes.
Lorsque ces derniers se situent dans ou au voisinage du site actif, I’enzyme est
généralement inactivée d’une maniére irréversible, a moins d’éliminer 1’effecteur

par une autre réaction.
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11.6.2. 1. Les inhibiteurs
On appelle inhibiteur tout composé dont la fixation sur une enzyme
engendre son inactivation partielle ou totale, ce qui se traduit par une diminution
de la vitesse de la réaction.
L’inhibition compétitive par le produit de la réaction d’hydrolyse du
saccharose par I’invertase est un phénomene trés rencontré (Chaplin et bucke,

1990).

11.7. Applications de I’invertase
= Un mélange équimolaire de fructose et de glucose (sucre inverti) obtenu par
hydrolyse enzymatique du saccharose présente un pouvoir sucrant plus élevé que le
saccharose (Garde, 1997).
= La production de sirop de sucre non cristallisable a partir du saccharose est I'une
des principales applications de I’invertase.
= Le sirop inversé a des propriétés hygroscopiques plus élevées qui le rendent utile
dans la fabrication des bonbons, des fondants, des boissons alcoolisées,...etc.
» L’hydrolyse enzymatique par I’invertase est egalement utilisée dans la
fabrication de miel artificiel et d'agents plastifiants qui sont utilisés comme
produits de beauté.
= La formation d'agents aromatisants indésirables ainsi que les impuretés colorées
ne se produisent pas lors de I'nydrolyse enzymatique du saccharose contrairement a

I'nydrolyse acide (Kulshrestha et al., 2013).
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. Principaux réactifs utilisés

- Acétate de sodium.

- Bicarbonate de sodium.

- Acide acétique.

- D (+) saccharose.

- D (+) glucose.

- D (-) fructose.

- Tartrate double de sodium et de potassium.
- Sulfate de cuivre.

- Levure de boulanger : Saccharomyces cerevisiae.
- BSA (Bovine Serum Albumin).

- Hydroxyde de sodium.

- lodure de Potassium.

- Reéactif DNSA.

- 3,5 Dinitro-salicylique
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I1. Extraction de I’invertase de Saccharomyces cerevisiae

I1.1. Protocole d’extraction

Il s’agit de DI’extraction d’une enzyme endocellulaire. Les méthodes
d’extraction s’avérent non spécifique et se basent toutes sur la rupture
membranaire en assurant cependant I’intégrité des protéines enzymatiques

(Kati, 2012).

La levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae est utilisée comme
source d’enzyme pour cette étude. Elle est achetée dans le commerce. L'extraction
de l'invertase se fait par plasmolyse suivie d'autolyse assistée, c'est-a-dire de
digestion par enzyme protéolytique (Minifie, 1999). L’extraction de ’invertase

consiste en la succession des étapes suivantes :

v’ Préparer 100 ml d'une solution aqueuse de bicarbonate de sodium 0,1M et
d’acétate sodium 0,01M.

v Ajouter 50 g de levure de boulanger séche, puis couvrir et agiter jusqu'a la
dissolution de la levure.

v Laisser 45 heures a température ambiante (plasmolyse).

v" Ajouter apres 100 ml d'eau distillée et bien homogénéiser.

v’ Centrifuger a 4000 tr/min pendant 15 minutes puis récupérer le surnageant et
y ajouter de l'acide acétique pour acidifier la préparation jusqua un pH de 4

environ (I'acide acétique est employé comme conservateur).
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v’ Centrifuger cette préparation une deuxieme fois a 4000 tr/min pendant
15 minutes et récupérer le surnageant qui contient la plupart de I'enzyme en
ajustant le pH a4 de nouveau si nécessaire.

v’ L'extrait enzymatique ainsi obtenu est limpide et de couleur jaune. Il est

conservé a 4°C.
11.2. Dosage des protéines de la préparation enzymatique
11.2.1. Dosage des protéines par la méthode de biuret
11.2.1. 1. Principe

La réaction de biuret est peu sensible mais pratique et rapide. On dose la
liaison peptidique par les ions Cu?* en milieu alcalin en présence d’un complexant
comme le tartrate (Pelmont, 1993). La détermination de I’activité spécifique d’un
extraite enzymatique implique d’y doser les protéines. En milieu alcalin, le cuivre
divalent réagit avec les liaisons peptidiques des protéines pour former le complexe
du biuret, de coloration bleu violet, dont le pic d’absorption se situe a 540nm. Les
ions Cu?* du réactif biuret étant en excés, 1’absorbance du complexe est
proportionnelle a la concentration protéique. L'intensité de la coloration est

directement proportionnelle a la concentration en protéines (coutouly, 1992).
11.2.1.2. Préparation de la gamme d’étalonnage

Pour déterminer la concentration en protéines de la préparation
enzymatique, il faut tracer une courbe d'étalonnage, en utilisant 1’albumine du

sérum bovin (BSA) comme protéine étalon.
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v" On prépare une solution mére a 6 g/l d’albumine du sérum bovin (protéine
étalon).

v' Dans une série de 18 tubes a essais (3 tubes pour chaque essai), on effectue
les différentes dilutions comme suit:

Tableau 3 : Dilutions de la solution mére de 1’albumine du sérum bovin (BSA).

Numéro de tube 1 2 3 4 5 6 7

Volume de la solution mére de BSA (ml) O [02]04]| 06| 0,8 1 1,2

Volume du tampon acéto-acétique (ml) 2 1.8 16| 14| 1,2 1 |08

Concentration finale en protéine (g/l) 0 1 2 3 4 5 6

v" On ajoute a chaque tube 3 ml du réactif de biuret, on laisse incuber pendant
30 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiere (La composition du
réactif de biuret est indiguée dans la partie « annexes »).

v' L’absorbance correspondante a chaque tube est mesurée a 540 nm a I’aide
d’un spectrophotométre contre un blanc.

v’ Lafigure 7 représente la droite d’étalonnage obtenue.
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0,6
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Absorbance a 540 nm
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[Albumine du sérum bovin (BSA)] (g/) )

Figure 7 : Droite d’étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode du
biuret (Absorbance = 0,0791 X [Protéines]; r? = 0,9972).

11.2.1.3. Détermination de la concentration protéique
v Dans une série de tubes a essais, on effectue les différentes dilutions

suivantes a partir de la solution mére enzymatique :

Tableau 4 : Dilutions de la solution mére enzymatique.
Numéro de tube 1 2 3 4 5

Volume de la solution mere
enzymatique (ml)

0 [0,25] 05 (0,75 1

Volume du tampon acéto-acétique (ml)| 1 |0,75| 0,5 [0,25| O

v/ On ajoute a chaque tube 3 ml du réactif de biuret, on laisse incuber pendant

30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére.
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v' On mesure I’absorbance de chaque tube a 540nm a I’aide d’un

spectrophotometre.

La concentration en protéines de I’extrait enzymatique est déterminée a

I'aide de la courbe d'étalonnage obtenue. Elle est calculée par la formule suivante:

Absorbance de 1’échantillon x Facteur de dilution

[Protéine] (g/l) =
Pente de la droite d’étalonnage (unité d’absorbance.l.g-1)

La concentration en protéine de la B-fructosidase est calculée en prenant

la moyenne des quatre concentrations déterminees experimentalement.

11.2.2. Dosage des protéines par absorptiométrie directe dans

Pultraviolet

11.2.2. 1. Principe

Les protéines ont une absorption maximale dans le domaine d’ultraviolet
a 280 nm, due aux chaines latérales de leurs acides aminés aromatiques (tyrosine et
tryptophane) (Loncle, 1992; Kamoun, 1997). La mesure de I’absorbance a
280 nm d’un extrait protéique ne constitue pas un dosage précis du fait de la
variabilité de la teneur en acides aminés aromatiques et de 1’interférence éventuelle
avec d’autres molécules, en particulier les acides nucléiques, qui absorbent
fortement dans I’ultraviolet, avec un maximum a 260 nm. Warburg et Christian
(1941) ont étudié les propriétés spectrales des deux macromolécules, protéines et
acides nucléiques, et ont développé une méthode pour déterminer la concentration

proteique d’un melange contenant une proportion donnée d’acides nucléiques.
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Cette méthode requiert la mesure de 1’absorption a deux longueurs d’ondes
(280 nm pour les protéines et 260 nm pour les acides nucléiques). Ces valeurs

peuvent alors s’intégrer dans 1’équation suivante (Kamoun, 1997) :

[Protéines](g/l) = 1,55 A280nm — 0,76 A260nm

Avec :

A : absorbance.

La mesure de 1’absorbance a 280 nm permet une estimation rapide et
sensible et est abondamment utilisée pour le suivi des fractions protéiques dans les
techniques de séparation, d’autant plus qu’elle est non dénaturante et permet de

récupérer la solution protéique.
11.2.2. 2. Mode opératoire

v' La mesure de I’absorbance dans I’ultraviolet est effectuée a partir des
dilutions suivantes de I’extrait d’invertase.

Tableau 5 : Dilutions de la solution mére enzymatique.

Numéro du tube 1 2 3

Dilution 1/20 | 1/10 | 3/20
Volume de I’extraite d’invertase (ml) 1 2 3
Volume de tampon acéto-acétique (ml) 19 18 17

v' L’absorbance est mesurée pour chaque dilution de la solution meére

enzymatique a 280 nm et a 260 nm.
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I11. Dosage des sucres réducteurs

I11.1. Principe
En milieu alcalin, a chaud et en présence de sucres réducteurs, 1’acide 3,5
dinitro-salicylique (3,5-DNSA) est réduit en acide 3- amino 5-nitro-salicylique,
produit de couleur jaune orangé, selon la figure 8. Ce dosage est mis au point pour

donner la quantité de sucres réducteurs présents dans la solution a doser.

COO0 (I'OO
7 J ~0OH .~ OH
/[()T eI T— l()l F 2 H,0
N N ok N PN . ~ o)
;N NO; O;N <l NH,
Jaune Orange - rouge

Glucides réducteurs g————  Produits d’oxydation + ne”

Figure 8: Réaction d’oxydation des sucres réducteurs par 1’acide 3,5 Dinitro-
salicyligue (DNSA).

111.2. Préparation de la gamme d’étalonnage

La mesure est effectuée apres la préparation de la solution mere de sucre

inverti a 5mM (Fructose 2,5mM + Glucose 2,5mM).

v Dans une série de tubes a essais a vis, on met a raison de 0,75ml par tube les
différentes dilutions de la solution mére. Puis, on ajoute 0,25ml du tampon
aceto-acétique (0,1M — pH 4,6).

v On ajoute 1ml du réactif DNSA et on agite.
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v' La réaction sucres réducteurs - DNSA s'effectue dans un bain-Marie
bouillant pendant 5 min, ensuite il faut refroidir les tubes rapidement dans un
récipient d’eau glacée puis ajouter 10 ml d'eau distillée dans chaque tubes.

v' La densité optique du contenu de chaque tube est déterminée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 530 nm, contre un blanc réactif contenant du tampon
aceto-acétique.

La figure 9 représente la droite d’étalonnage obtenue.

0,3

o
o N
(S a

o
=
(0

Absorbance a 530 nm

0 1 2 3 4 5 6
[Sucre inverti ] (mmol/l)

Figure 9: Droite d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteur

(Absorbance = 0,0535 X [Sucre inverti]; r’= 0,9976).
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IVV. Détermination de IP’activité enzymatique de Dextrait
enzymatique

En générale, il est tres difficile de mesurer directement la concentration

d’enzyme dans un milieu donné, car cette derniere se trouve rarement a 1’état pure,

on mesure plutot une grandeur proportionnel a la concentration d’enzyme qui est

I’activité enzymatique. L’activité d’une enzyme se traduit par une quantité de

substrat transformée au cours du temps, qui s’exprimé par des Unité international

(Ul) ou Katal (kat) (Pelmont, 1993).

La détermination de ’activité enzymatique de I’extrait enzymatique de
I’invertase est effectuée aprés avoir fait réagir une dilution (1/150) de la
préparation enzymatique et une solution de saccharose a 0,1M dans du tampon

acetate (0,1M - pH 4,6).

v' Dans une série de tubes a vis, on fait réagir 0,75ml de saccharose et 0,25ml
de la solution d’enzyme. La réaction enzymatique se déroule a 25°C pour les
durées d'incubation suivantes : 0- 30- 60- 90- 120- 150- 180- 210- 240- 270-
300 secondes.

v" Le réactif d’arrét de la réaction DNSA est ajouté a raison de 1ml par tube.

Remarque: Pour le temps O (blanc réactif), mettre dans 1’ordre, le réactif DNSA,

1 ml d’eau distillée, solution de saccharose puis la solution d’enzyme.
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v’ La réaction sucres réducteurs-DNSA s'effectue dans un bain-Marie bouillant
pendant 5 min, ensuite les tubes sont refroidis rapidement dans un récipient

contenant de I’cau glacée.

v' 10 ml d'eau distillée sont ajoutés dans chaque tube afin de déterminer la
densité optique a 1’aide d’un spectrophotométre a 530 nm, contre un blanc réactif

correspondant au temps « 0 ».

Remarque : Chaque mesure est répetee 3 fois.

IV.1. Détermination de la vitesse initiale de la réaction d’hydrolyse du

saccharose par ’invertase

L’activité enzymatique est déterminée a partir de la mesure de la vitesse
initiale de la réaction, cette vitesse doit étre exprimée par la quantité de substrat
transformé par unité de temps et par unité de volume du milieu réactionnel. Elle est

déterminée par la formule suivante :

b.105
2.b

Vin =

Avec :
Vin: Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (umol.I't.min?).

b: Pente de la droite « absorbance du milieu réactionnel en fonction du temps »
(unités d’absorbance. Min).

b’ Pente de la droite d'etalonnage.
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IV.2. Détermination de ’activité enzymatique volumique de I’invertase

L’activité enzymatique peut étre exprimée en unités internationales. Une
unité¢ internationale (UI) est la quantité d’enzyme catalysant la transformation
d’une pmole de substrat par minute dans des conditions définies et si possible

optimales. L'activité volumique est déterminée par I’équation suivante:

_Vin.V.F
105V,

Avec :

Vin : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (umol.I"t.min).
AV Activite volumique (Ul/ml).

V. :Volume du milieu réactionnel (1 ml).

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

F: Facteur de dilution.

IVV.3. Détermination de I’activité spécifique de I’invertase

L’activite spécifique est le nombre d’unité internationale d’enzyme par
unité de masse en proteine totale de la solution enzymatique a étudier
(Pelmont, 1993). L’activité spécifique est une mesure de pureté d un échantillon
d’enzyme, elle augmente au cours de la purification. Elle est déterminée par la

formule suivante :
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AV
[Protéine]

Avec :
As : Activité spécifique (Ul/mg).
AV : Activité volumique (Ul/ml).

[Protéine] : Concentration en protéine (mg/ml).

V. Détermination du pH optimum et de la température optimale
de de I’invertase

V.1. Détermination du pH optimum

En pratique, il est important de définir la zone de fonctionnement du
systeme enzymatique étudié dans la gamme de pH. Pour chaque valeur de
pH testee (3,2-3,4-38-42-44- 46-4,8-5,2-5,6), on prépare une solution

d’enzyme diluée 150 fois et une solution de saccharose a 0,1M.

v Pendre une série de tubes a essais, et y mettre 0,75 ml de la solution du
saccharose a 0,1 M (déja incubée 5 min a 25°C) et 0,25 ml de la solution
enzymatique diluée a différents pH.

v’ Agiter les tubes et incuber 4 min a 25°C puis ajouter dans chacun 1 ml de
DNSA.

v La réaction sucres réducteurs-DNSA se déroule dans un bain-Marie bouillant
pendant 5 min.

v’ Faire Refroidir les tubes rapidement dans un récipient d’eau glacée et y

ajouter dans chacun 10 ml d'eau distillée.
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v' A T’aide d’un spectrophotométre, on lit la densité optique du contenu de

chaque tube a 530 nm, contre un blanc réactif correspondant au temps « 0 ».

V.2. Détermination de la température optimale

La température a une influence sur la vitesse des réactions enzymatiques
comme pour n’importe quelle réaction chimique. Pour déterminer la température
optimale, on mesure I’activité enzymatique a différentes températures.

v" Pendre une série de tubes a essais (correspondant aux températures : 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80°C) contenant 0,75 ml du substrat
(le saccharose a 0,1M), et incuber pendant 3 min aux différentes températures
correspondantes a chaque tube afin de porter le contenu de ces tubes a la
température de I’expérience. Puis introduire un volume de 0,25ml de la solution
enzymatique de I’invertase dilue 150 fois préalablement porté aux mémes
températures pendant 1min.

v’ Bien agiter le contenu du tube et incuber au bain-marie a la température
appropriée pendant 4min. La réaction est arrétée en ajoutant 1 ml du réactif DNSA.

v Dans un bain-Marie, faire bouillir les tubes pendant 5 min, puis les refroidir
rapidement avec de 1’eau glacée et ajouter 10 ml d'eau distillée dans chacun.

v on lit la densité optique a 530 nm, contre un blanc réactif correspondant au

temps « 0 ».

39



Matériel et Méthodes

V1. Détermination des parametres cinétiques de I’invertase
extraite de Saccharomyces cerevisiae

Afin de déterminer les parametres cinétiques de I’invertase, 1’extrait
enzymatique dilué 150 fois dans de tampon acéto-acétique 0,1M-pH 4,6 est mis en
présence de la solution de saccharose a différentes concentrations: 0,04- 0,08- 0,1-

0,2- 0,3M.

Pour chaque concentration testée en saccharose, le méme protocole
expérimental de la détermination de 1’activité enzymatique est réalisé pour I’étude
de I’influence de la concentration en substrat (cf. paragraphe « IV » de la partie

« materiel et méthodes »). Le temps de réaction est de 4min.

40



Résultats et discussion



Résultats et discussion

|. Recherche de D’activité

enzymatique

de Plinvertase dans la préparation

L’extrait enzymatique de I’invertase obtenu a partir de la levure

Saccharomyces cerevisiae est convenablement dilué et utilisé pour 1’étude de la

cinétique d’hydrolyse du saccharose.

La figure 10 permet de constater qu’en présence de I’extrait préparé, le

saccharose est hydrolyse en glucose et en fructose. En effet, lors d’essais témoins

réalisés en 1’absence de 1’invertase, le substrat n’était pas hydrolysé. Il est donc

vraisemblable que I’enzyme contenue dans 1’extrait soit une invertase. Selon

Kaiser et Botstein (1986), la levure de boulanger est la source la plus commune de

cette enzyme.
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Figure 10: Cinétique d’hydrolyse du saccharose en présence (¢) et en absence

(A) d’extrait enzymatique. ([Saccharose]=0,1 M; dilution de I’enzyme 1/150
(VIV); tampon acétate 0,1M-pH 4,6 ; 25°C).
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I1. Mesure des activités volumique et spécifique de I’invertase

Le tableau 6 regroupe les résultats obtenus des activités volumique et
spécifique de I’invertase dans les conditions opératoires standards ([Saccharose] =
0,1M; Tampon acéto-acétique (0,1M - pH 4,6); Température = 25°C; Dilution de

I’enzyme 1/150 (V/V); Durée de la réaction= 4 min).

Tableau 6 : Activités volumique et spécifique de I’invertase dans les conditions

standards.
Concentration en Vitesse initiale Activité volumique Activité spécifique
protéines (g/l) (umol.min~1.171) (Ul/ml) (Ul/mg)
13,21 +0,83 1,858.103 +9,01 1,114.103 +£5,40 8,439.10+ 0,40

Le dosage des protéines a été effectué par deux methodes,
I’absorptiométrie directe dans 1’ultraviolet et la méthode colorimétrique de biuret
(Tableau 7). La concentration en protéines de I’extrait enzymatique mentionnée
dans le tableau 6 est obtenue par la méthode du biuret. Cette méthode a donné des
résultats du méme ordre de grandeur mais supérieure a ceux obtenus par absorption
dans ’ultraviolet a 280 nm comme le montre le tableau 7.

En effet, 1’absorption directe dans I’ultraviolet ne constitue pas un
dosage précis du fait de la variabilité de la teneur en acides aminés aromatiques des
protéines et de I'interférence éventuelle avec d’autres molécules. La méthode du

biuret a donc été adoptée dans cette étude pour le dosage des protéines en raison de
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sa fiabilité, de sa rapidité et essentiellement de la non influence de la nature des
protéines (Lemerini, 2006).

Tableau 7 : La concentration en protéines par absorptiométrie directe dans

I’ultraviolet et par méthode du biuret de 1’extraite enzymatique.

Méthode du biuret Absorptiométrie directe dans
I’ultraviolet

[Protéine](g/l)

Extrait enzymatique de
I’invertase 13,21 £0,83 10,63 + 2,50

I11. Détermination du pH optimum de ’invertase

La figure 11 représente I’évolution de I’activité enzymatique en fonction
du pH du milieu réactionnel, qui explique I’effet du pH sur la préparation
enzymatique. Les résultats obtenus font ressortir une zone ou I’activité
enzymatique est maximale (97,12 -100%). L’intervalle de pH correspondant est du
pH 4,2 a 4,6. Dans cette gamme on constate un pic d’activité¢ a pH 4,6.

Arruda et Vitolo (1999) ont obtenu un pH optimum de 4,6 pour
I’invertase. Compte-tenu de nos résultats et de ceux de la bibliographie, nous avons
choisi de travailler avec une solution tampon acétate 0,1M de pH 4,6.

L’action du pH se traduit par la modification de la conformation et des
propriétés de la protéine enzymatique (ionisation des acides aminés) et /ou du
substrat (le substrat doit étre sous une certaine forme, qui n’est pas nécessairement

la forme de la neutralité) (Kati, 2012).
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Figure 11: Effet du pH sur I’activité de I’invertase ([Saccharose]=0,1 M; dilution
de I’enzyme 1/150 (V/V); 25°C; durée de la réaction 4 min).

IV. Détermination de la température optimale de I’invertase
La représentation graphique « figure 12 » représente I’évolution de
I’activité enzymatique de la B-fructosidase en fonction de la température et fait

apparaitre deux phases bien distinctes qui correspondent a deux phénomenes.

Dans la partie croissante de cette courbe (de 15°C a 60°C), on assiste a
une augmentation de [Dactivité enzymatique. Ce processus résulte d’une
augmentation de I’agitation thermique des molécules avec I’augmentation de
tempeérature. les choque entre les molécules de saccharose et I’invertase sont donc
favorisés. L’activité enzymatique vaut 378,5 Ul/ml a 15°C et 4211,21 Ul/ml

a 65°C.
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Dans la partie décroissante de cette courbe (au-dela de 60°C) I’activité
enzymatique diminue a cause de la dénaturation thermique de la protéine
enzymatique. Elle est due a I’agitation moléculaire qui détruit les liaisons faibles
stabilisatrices de la structure spatiale de I’enzyme. La température élevée perturbe

I'activité enzymatique et peut conduire a une inactivation irréversible de 1’enzyme.

L’activité enzymatique maximale (4211,2 Ul/ml) est obtenue a une
température de 60°C, cette température correspond a la température optimale de
I’invertase. Alnajjar (2001) a déterminé la méme valeur de température optimale

pour I’invertase de Saccharomyces cerevisiae.
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Figure 12 : Effet de la température sur ’activité de I’invertase ([Saccharose]=
0,1 M; dilution de I’enzyme 1/150 (V/V); tampon acétate 0,1M—pH 4,6; durée de
la réaction 4 min).
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L’énergie d’activation de la réaction d’hydrolyse du saccharose par
I’invertase est estimée a partir de la partie croissante de la courbe d’activité relative

en fonction de la température (figure 12).

La figure 13 représente le logarithme népérien « Ln» de la vitesse
initiale d’hydrolyse en fonction de I’inverse de la température absolue. D’apres la
loi d’Arrhenius, on obtient une droite de pente « -Ea/R » ou Ea est 1’énergie
d’activation de la réaction d’hydrolyse du saccharose et R est la constante des gaz

parfaits.

y=-4127,8x + 21,471
9 R?=0,9341

0,0029 0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
UT (1K)

Figure 13 : Graphique d’Arrhenius pour 1’activation thermique de 1’invertase.

(cf. figure 12 pour les conditions opératoires).

L’énergie d’activation déterminée a partir de la figure 13 est égale a
34,318 KJ.mol™!. Gouzi (2002) a déterminé une énergie d’activation de
45 KJ.mol™! dans les conditions opératoires suivantes ([Saccharose] = 0,25 M;
dilution de la préparation enzymatique : 1/500 (v/v); tampon acéto-acétique
0,1M — pH 4,8; temps de réaction: 0,5 min).
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V. Détermination des parameétres cinétiques de l'invertase dans

les conditions standards
La variation de la concentration en substrat (le saccharose) dans le milieu
réactionnel et dans des conditions standards permet de déterminer les parameétres
cinétigues Km et Vmax de Dl’invertase. Nous avons tout d'abord utilisé la
représentation de Michaelis-Menten (figure 14) pour évaluer les constantes

cinétiques de notre préparation enzymatique de I’invertase.

Vmax X [S]
Vin =

Vmax + [S]

Avec:
Vin : Vitesse initiale d’oxydation (umol.I"t.min™);

Vmax : Vitesse maximale d’oxydation (umol.It.min"t);

[S] : Concentration en substrat (Saccharose) (mol.I);

Km : Constante de Michaelis (mol.IY); elle correspond a la valeur de [S] pour
laquelle Vin=Vmax/2.
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Figure 14 : Représentation de la vitesse initiale en fonction de la concentration en
substrat selon I’équation de Michaelis-Menten. (Dilution de I’enzyme 1/150 (v/v)

tampon acide-acétique 0,1 M - pH 4,6; durée de la réaction ; 4min; 25°C).
Nous avons obtenu a partir de cette courbe:

Vmax = 3285 pmol.I"t.min"t

Km= 0,038 mol. I
r2=0,9644

Pour une détermination plus précise des parametres cinétiques de
I’invertase Km et Vmax, il est préférable d’utiliser I’'une des nombreuses
representations  graphiques, lineéarisant les résultats expérimentaux. La
représentation en coordonnées inverses de Lineweaver-Burk est la plus employée

pour des concentrations non saturantes en substrat (figure 15):

1

Vmax

1 _ Km

Vin - Vmax

1
'S
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0.0007 y = 1E-05x + 0,000
! R?=0,991
0,0006 .
0,0005
0,0004
*
10 20 30

Figure 15: Représentation en coordonnees inverses de Lineweaver-Burk.

(cf. figure 14 pour les conditions opératoires).

Nous avons obtenu les parametres suivants a partir de la représentation en
coordonnées inverses.

Vimax = 3333, 33 pmol.I't.min*

Kmn= 0,033 mol.I1

r2=0,991

Le tableau 8 résume les parametres cinétiques de 1’invertase.

Tableau 8 : Parametres cinétiques de I'invertase obtenus a partir des différentes

équations.
Equations cinétique | Vmax (umol.It.min?) | Km (mol.I*%) r2
Vin = Vmax. [S]
In = Vmax + [S] 3285 0,038 0,9644
Lo m 2, 1 3333,33 0,033 0,991
Vin Vmax S Vmax
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En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, on remarque qu’il
existe une hétérogénéité dans les valeurs de la constante de Michaelis de
I’invertase qui dépendent des conditions opératoires ainsi que de la source de
I’enzyme. De ce fait, Cherrak (2003) a obtenu: Vmax= 1640 pmol.I't.min?,
Km = 0,081 mol.I*; Alnajjar (2003) a obtenu: Vmax = 454 pmol.It.min",

Km = 0,011 mol.I*
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Conclusion

Ce travail est pour objectif d’étude des paramétres cinétique de

I’invertase extraite de Saccharomyces cerevisiae.

La premicre phase de notre étude a consisté a extraire 1’invertase, a partir

d’une levure de boulangerie : Saccharomyces cerevisiae.

Nous avons ensuite mesuré l'activité de cette enzyme dans différentes
conditions opératoires et nous avons en particulier opté pour I'utilisation du pH 4,6

tout au long de cette étude afin de maximiser cette activité.

L’¢tude de Dl'influence de la température sur ’activit¢ de 1’invertase
extraite  de Saccharomyces cerevisiae nous a permis de déterminer une
température optimale de I’invertase de 60°C et d’estimer une énergie d’activation

d’environ 34,32 KJ.mol* de la réaction d’hydrolyse du saccharose par I’invertase.

Enfin, la courbe de la vitesse initiale en fonction de la concentration en
substrat a été décrite en utilisant les équations de Michaelis-Menten et de
Lineweaver-Burk. Nous avons obtenu les paramétres cinétiques suivants :

Vmax= 3333,33 umol.I"X.min"tet Km=0,033 mol.I.
Afin de compléter et d’approfondir ce travail, nous proposons :

v' L’extraction et la purification de I’invertase d’autres sources.
v' L’utilisation de I’invertase purifiée afin d’avoir une activité standardisée
pour des résultats fiable.

v L’immobilisation de I’'invertase et I’étude de ses parametres cinétiques.
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Annexes

|. Préparation du tampon acéto-acétique

Pour préparer le tampon acéto-acétique 0,1M — Ph 4,6, utilisé comme solvant de
I’invertase et de son substrat (saccharose), il faut procéder a la préparation des

solutions suivantes :

v Solution « A » d’acide acétique 0,2 M : 11,55 ml de CH3;COOH dilués dans
1000 ml d’eau distillée.

v' Solution « B » d’acétate de sodium 0,2M : 27,2g C,H30,Na.3H,O dissous
dans 1000 ml d’eau distillée.

v' Mélanger 25,5 ml de la solution « A » et 24,5ml de la solution « B », compléter
a 200 ml avec de I’eau distillée pour obtenir une solution tampon a 0,1M de

pH 4,6.

I1. Composition du réactif de biuret :

1g du sulfate de cuivre (CuS0O,4.5H,0)

- 69 du tartrate double de sodium et de potassium
- 30g d’hydroxyde de sodium

- 1g d’iodure de potassium (Kl)

- 1000ml d’eau distillée.
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I11. Préparation du réactif I'acide 3,5 - dinitrosalicylique (DNSA)
v Dissoudre 1g de DNSA dans 20 ml de soude 2 N.
v"Ajouter une solution de 30 g de tartrate double de sodium et de potassium
dissout dans 50 ml d'eau distillée.
v' Compléter a 100 ml avec de l'eau distillée et agiter jusqu'a obtention d'une
solution homogéne de couleur orange-rouge (si nécessaire, chauffer légérement le

mélange).

Le réactif DNSA doit étre conservé dans un flacon bien fermé et a l'abri de la

lumieére.
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Résumes



Résumé

L’objectif de notre travail était de mettre en évidence 1’activité
enzymatique et de déterminer les parametres cinétiqgues de [D’invertase

(E.C. 3.2.1.26) extraite de Saccharomyces cerevisiae.

Notre travail consiste, dans un premier temps, d’obtenir une préparation
brute de l'invertase de la levure de boulanger et d’étudier I’influence de quelques

parametres physico-chimiques sur l'activité de I’enzyme.

Nous avons constaté que ’activité enzymatique est maximale sur une gamme de
pH allant de «4,2 a 4,6 », avec un pic d’activité caractérisé par une activité
comparable a pH=4,6.

L’influence de la température sur la vitesse d’hydrolyse du saccharose
par I’invertase a eté étudiée dans un intervalle de température allant de 15°C a
80°C. L’activité maximale a ¢été mesurée a 60°C. L’¢énergie d’activation de la
réaction enzymatique d’hydrolyse de saccharose a été estimée a 34,32 K.J.mol*
dans I’intervalle de 15 a 60°C

La cinetique enzymatique est mise en évidence a différentes
concentrations en saccharose dans les conditions opératoires standards.
Les parametres cinétiques de Michaelis-Menten obtenus:
Vmax = 3333,33 umol.I'-.min, Km = 0,033 mol. I'%.

Mots clés : Saccharomyces cerevisiae, extraction, invertase, activité enzymatique,

parametres cinetiques.
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Summary

The objective of our work was to demonstrate the enzymatic activity and to
determine the kenotic parameters of the invertase (E C.2.1.26) extracted of

Saccharomyces cerevisiae.

Our work consisted first of all in obtaining a crude preparation of the
invertase of the baker’s yeast and to study the influence of some physicochemical

parameters on the activity of this enzyme. .

We found that enzyme activity is maximal over a wide range of pH ranging

from (4,2-4,6), with a peak activity characterized by activity comparable to
pH = "4,6".

The influence of temperature on the rate of hydrolysis of sucrose cerevisiae
by invertase was studied in the temperature range from 15 ° C to 80 ° C. The
maximum activity was measured at 60 ° C. The activation energy of the enzymatic
reaction of sucrose hydrolysis was estimated to be 34 k.j.mol in the range 15°C-
60°C.

Enzymatic kinetics are demonstrated at different concentrations of sucrose
under standard operating conditions. The kinetic parameters of Mikhaelis and

Menten obtained:

Vmax = 3333,33 umol.I.min", km = 0,033 mol.I*

Keywords:

Saccharomyces cerevisiae, extraction, invertase, enzymatic activity, Kkinetic

parameters.
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