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Introduction

Depuis la nuit des temps, I’exploitation des microorganismes essentiellement les
bactéries et les levures a apporté une contribution significative dans certains domaines industriels.
En effet, la biotechnologie prend origine dans la plus haute antiquité; les civilisations
mésopotamiennes qui cultivaient des céréales savaient déja utiliser des levures pour fabriquer des

boissons alcoolisées.

En raison de leurs propriétés morphologiques et de leur patrimoine génétique, les
levures s’adaptent bien aux conditions industrielles. Elles sont le siége d’une biosynthése protéique
treés active, présentant une source précieuse de divers enzymes. Les enzymes sont des catalyseurs de
nature protéiques, transformant un substrat en un produit, qui par leur efficacité et leur spécificité,

catalysent la quasi-totalité des réactions chimiques dans les organismes vivants.

La souche Saccharomyces Cerevisiae plus connue sous le nom de « levure de biére »,
constituent une source importante de diverses classes d’enzymes utilisées dans le domaine des
biotechnologies (Pandey et al., 2009; Blachere, 2009). La levure Saccharomyces Boulardii et une
souche semblable a Saccharomyces Cerevisiae, plus connue et commercialisée sous le nom d'Ultra-
levure, utilisée depuis plus de 30 ans dans la prévention et le traitement des désordres gastro-
intestinaux (Castan, 2016).

Les potentialités tres nombreuses des enzymes semblent encore peu exploitées dans les
industries agroalimentaires ou seules les hydrolases sont utilisées d’une fagon significative.
L'exemple typique est I’invertase qui présente une trés grande importance dans la préparation
industrielle du sucre inverti. La levure Saccharomyces Cerevisiae et Saccharomyces Boulardii

représentent une source majeure de cette enzyme endocellulaire obtenue par lyse cellulaire.

L’invertase catalyse I’hydrolyse du saccharose en glucose et en fructose, ce mélange est
appelée sucre inverti, d'ou le nom de I'enzyme. En effet, ’intérét grandissant vers cette enzyme est

justifié par de nombreuses applications industrielles et pharmaceutiques. (Bousmaha et al., 2014).

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail est 1’étude de I’activité enzymatique de
I’invertase extraite de Saccharomyces Cerevisiae et Saccharomyces Boulardii. Nous avons procédé

de la maniére suivante :

¢+ Mise au point d'un protocole d’extraction de I’invertase a partir de deux especes de levure
(Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces Boulardii).

++ La détermination de la concentration en protéine de 1’extrait enzymatique.
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+«» Détermination des activités enzymatiques (volumique et spécifique) de I’invertase.
+« La comparaison des activités enzymatiques des levure Saccharomyces cerevisiae et

Saccharomyces boulardii.
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I. Saccharomyces cerevisiae
I.1. Généralités

Les levures Sont des eucaryotes unicellulaires, souvent plus grandes que les bactéries, de
formes ovoides ou sphériques (1 a 5 micrometres de largeur et 5 a 30 micrometres de longueur)
(Lucile et al., 2016). Les levures sont de caractere chimio-hétérotrophe, c’est-a-dire, quelles sont
capables de tirer leur énergie a partir des réactions d’oxydoréduction ou de fermentation de
composés chimiques tels que les sucres. lls font partie du groupe des champignons (Guiraud et

Galzy, 1998; Guiraud, 1996). La représentation d’une cellule de levure est donnée dans la figure 1.

Le terme de levure (du latin levare = rendre léger) rappelle ses capacités a « faire lever » les
pates panifiables (Phaff et al., 1968). En effet, les levures ont 1’aptitude a produire le « CO, »
pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide de fermentation (Oteng-

gyag, 1984).

La structure des levures differe de celle des bactéries par la présence d’un noyau, d’une
mitochondrie, d’un appareil de golgi et d’un chromosome (Saccharomyces Cerevisiae posséde 16

chromosomes) (larpent, 1990).

Exocytose
Vésicule sécrétoire

Parot /j N

Espace périplasmique A \

) L Appareil de Golgi
Membrane plasmique

Chromosomes
Noyau
Plasmide 2 um
Mitochondrie migcrons :
Rt um endoplasmique
ADN mitochondnal

Ribosomes libres
Cytoplasme Vacuole

Endosome

Figure 1 : Représentation idéalisée d’une cellule de levure (Thuriaux, 2004).
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1.2. Définition

La levure boulangére Saccharomyces Cerevisiae est 1’un des organismes les plus étudiés aux
laboratoires a travers le monde. L’espéce Saccharomyces Cerevisiae dont le nom systématique fait
référence au sucre « saccharose » et aux champignons « myces » (Totora et al., 2003). Ce sont des
organismes qui présentent une grande affinité pour le saccharose. Le terme cerevisiea provient du

nom d’une biére « Cervoise » fabriquée a partir de cette levure (Loiez, 2003).

La simplicité de 1’organisation unicellulaire de cette levure ainsi que sa croissance rapide font

d’elle le model expérimentale le plus commode (Benziane, 2017).

Figure 2 : Saccharomyces cerevisiae sous microscopie électronique (Tortora et al., 2003)
1.3. Classification

La levure Saccharomyces Cerevisiae peut étre classée comme c’est indiqué dans le tableau
suivant :
Tableau 1: Classification de la levure Saccharomyces cerevisiae (Larpent, 1992).

Régne Protistes-eucaryotes
Classe Ascomycetes

Sous classe Hémiascomycetes
Ordre Endomycétales
Famille Saccharomycteceae

Sous famille Saccharomycetoideae
Genre Saccharomyces
Espece Saccharomyces Cerevisiae

1.4. Morphologie
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La levure Saccharomyces Cerevisiae est une cellule sphérique ou ovoide ou allongée, de
taille trés variable (de 3 a 10 um ou de 4 a 14 pum). D’autres cellules peuvent étre cylindriques et
peuvent avoir une taille plus grande, jusqu’a 20 um de longueur ou plus (Goffeau et al., 1996). La

micrographie de I’espéce Saccharomyces Cerevisiae est donnée dans la figure suivante.

Figure 3 : Micrographie de I’espéce Saccharomyces Cerevisiae (Tortora et Anagnostakos, 1987).

1.5. Reproduction

Le cycle cellulaire de la levure S. cerevisiae comprend deux modes de reproduction
(Herskowitz, 1988).

1.5.1. La reproduction asexuée

C’est le mode de reproduction dont lequel une cellule donne naissance a une autre cellule
semblable par prolifération cellulaire ou par bourgeonnement comme le montre la « figure 4 »,
(Kreger—Van, Rij, 1984). Au cours de la formation du bourgeon, le cytoplasme reste réuni au
cytoplasme de la levure mére, le noyau de celui- ci grossit et se déplace vers le bourgeon. La
membrane nucléaire étrangle le noyau de telle maniere que la moitié de celui-ci demeure dans la
cellule mére et 1’autre passe dans la cellule fille, tandis que la membrane cellulaire se referme
autour de chaque noyau en donnant ainsi deux levures semblables. Il est possible d’observer une

cicatrice a I’endroit de la formation du bourgeon (Guiraud et Galzy, 1980).

Levure mere Noyau
Bourgeon

Figure 4 : Bourgeonnement de I’espéce Saccharomyces cerevisiae.

1.5.2. La reproduction sexuée
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La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison des deux cellules donnant naissance a un
zygote. Le zygote subit une meéiose ou les quatre noyaux haploides forment quatre ascospores,
produisant par la suite des cellules haploides (Bouix et Leveau, 1993; Bourgeois et Larpent,

1996). La conjugaison se produite dans un temps allant de 6 a 8 heures (Larpent, 1991).

B 5) asque
méiose )

\—" @" (& ascospores
- @ c

@
Q' @ \
cycle
miitotique

P JO S 1-/ / i ique

zygote a/o
Y9 conjugaison

Figure 5 : Cycle biologique de la levure Saccharomyces cerevisiae.

Dans sa phase haploide, la levure a un total de 16 chromosomes. En effet, le genre
Saccharomyces est le premier organisme eucaryote dont le génome ait été completement séquencé
(Jaime, 2008). Elle apparait comme 1’'un des organismes modéles parmi les plus utilisés en
génétique grace a sa rapidité de développement, ses populations importantes et son bas co(t de
propagation (Castan, 2016).

1.6. Caractéres biochimiques

Selon (Guiraud et Galzy, 1998), I’espéce Saccharomyces cerevisiae posséde les caractéristiques
biochimiques suivantes:

» Température de croissance optimale : 30°C ;

> pH de croissance optimal : 4,5 ;

Mode respiratoire : aérobie ou anaérobie facultatif ;

Mode de reproduction : sexué et asexué ;

Fermente le glucose, le galactose, le maltose et le saccharose ;

Fermentation variable pour le tréhalose et le raffinose ;

Ne fermente pas le lactose ;

Fermente le glucose, le galactose, le maltose, le saccharose et le Raffinose ;

Fermentation variable pour le tréhalose ;

VvV V V V V V V V

Ne fermente pas le lactose.
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La levure S. cerevisiae se distingue essentiellement par sa teneur en protéine, en acides

aminés, ainsi qu’en vitamines du groupe «B» (Bacha, 2008).
1.7. Conditions de culture

La croissance d’un micro-organisme peut étre considérée comme une série d’interaction entre

les cellules et I’environnement (Bouix et Leveau, 1993). Parmi ces conditions, on peut citer :

» La température : La température convenable pour la culture de la levure S. cerevisiae se situe

entre 25 °C et 35 °C, ce sont des mésophiles (Larpent et Gourgoud, 1985).

» Le pH : L’espéce S. cerevisiae se développe d’avantage dans un milieu faiblement acide et dans
lequel la plupart des bactéries ne se développent pas. Elle préfere un milieu de pH compris entre 4
et 4,5 (Revuz, 1979).

» La pression osmotique : Il s’agit d’une espéce osmophile qui se développe dans des milieux de
forte concentration en sucres et en sel mais avec un métabolisme ralenti contrairement a d’autres

especes (Noui, 2001).

» Aération : Cette levure est capable de se développée en milieu anaérobique et aérobique
(Alguilera et al., 2006).

1.8. Besoins nutritionnels

La levure boulangére S. cerevisiae est auxotrophe pour certaines molécules qui lui sont
nécessaires. Ces molécules sont considérées comme les principales sources énergétiques pour cette

levure.

» L’eau : représente 75% du poids total cellulaire. Elle doit étre en grande quantité dans le milieu
(Bacha, 2008).

» L’azote : Il joue un réle capital pour la croissance de la levure, il entre dans la constitution des
molécules simples et des macromolécules essentielles au fonctionnement cellulaire. Toutes les
levures sont capables d’utiliser I’azote sous forme d’ions d’ammonium « NH;" » et d’urée
« O=C(NH,), » pour la synthése des protéines, des acides nucléiques et des vitamines (Larpent,
1990). Selon Bourgeois et Larpent (1996) la levure S. cerevisiae est incapable d’assimiler le

nitrate « NO3™ ».

» Le carbone : La levure boulangére utilise les glucides simples (hexoses) et les disaccharides

mais elle est incapable d’utiliser les pentoses.
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» Les oligo-éléments : 11 s’agit des métaux nécessaires pour le développement et la reproduction
des levures. Ils jouent un réle déterminant dans I’activation de certaines réactions enzymatiques

ainsi que dans la synthese de certaines vitamines et coenzymes (Bourgeois et Larpent, 1996).
1.9. Principales applications de la levure Saccharomyces Cerevisiae

La levure de boulangerie est caractérisée par une production rapide de dioxyde de carbone
« CO, » a partir des sucres. Aussi, cette levure représente un moyen biotechnologique pour la
production de protéines d’intérét commercial et elle est considérée comme un outil de criblage de
nouveaux médicaments (Goffeau et al., 1996).

Les principales applications de la levure S. cerevisiae sont réesumées dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Principales applications de la levure S. cerevisiae (Camoni, 1990).

Produits de S. Cerevisiae Applications
Alcool et CO;, Fabrication du pain et de la biére
Ethanol Fabrication des solvants
Glycérol Chimie des plastiques et industrie

pharmaceutique

Protéines alimentaires issues des mélasses

et divers déchets alimentaires Aliments pour humain et betail

Invertase Confiserie

10
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I1. Saccharomyces Boulardii

I11.1. Généralités

Saccharomyces boulardii est une souche tropicale de levure. Cette levure est semblable
a Saccharomyces cerevisiae, par plusieurs propriétés taxinomiques, metaboliques et genétiques. Sa
position taxonomique est discutée, certains auteurs pensant qu'elle constitue une souche de S.
cerevisiae d'autres pensant qu'elle constitue une espéce distincte. Les recherches sur son ADN
tendent a la placer comme une variété de S. cerevisiae (Van der Aa Kihle et Jespersen, 2003).

C’est uniquement la Saccharomyces boulardii qui, dans une préparation de levure brevetee,
est utilisée avec efficacité comme probiotique (Sazawal et al., 2006).Cette levure est utilisée dans
des traitements préventif et thérapeutique de la diarrhée et d’autres troubles gastro-intestinaux
causés par I’utilisation des agents antimicrobiens. Elle présente de multiples caractéristiques qui en
font d’elle un agent probiotique potentiel. En effet, c’est une levure qui résiste lors de son passage
par le tractus gastro-intestinal. La température idéale pour son activité est de 37 °C qui correspond
parfaitement avec la température du bon fonctionnement de notre organisme. Cette levure, in vitro

et in vivo, blogue la croissance de nombreux agents pathogénes microbiens (Czerucka et al., 2007).

La S. boulardii est parmi les souches de levures qui ont fait I’objet de trés nombreuses études
cliniques. Ces études ont démontrés sa grande efficacité en cas de diarrhées (réduction de la
fréquence) et aprés la prise d’antibiotiques (prévention de la diarrhée associée a 1’antibiothérapie).
Elle favorise le réensemencement et la croissance des germes utiles, tel que les saprophytes, en

inhibant celle des germes nuisibles (Rodrigues, 2000; Kamm, 2004; Olivier, 2009).
11.2. Définition

La Saccharomyces Boulardii appartient au groupe des cellules eucaryotes simples tels que les
champignons et les algues, et difféere des probiotiques (cf. Paragraphe 11.5 de la partie « rappels

théoriques ») bactériens qui sont des procaryotes (Czerucka et al., 2007).

L’espece Saccharomyces Boulardii est une souche de levure semblable & Saccharomyces
Cerevisiae (Castan, 2016), elle est d’origine naturelle (Gilbert, 1987), isolée pour la premiére
fois, en 1923 par le scientifique frangais « Henri Boulard » en Indochine a partir de la peau de

litchis et des mangoustans (Goulet, 2009).
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Cette levure appartient a la classe des Saccharomycetes et a 1’ordre des Saccharomycetales
(Alis et Jespersen, 2003). Seules quelques difféerences dans certaines caractéristiques
taxonomiques, phylogénétiques et métaboliques, par rapport a I’espéce Saccharomyces Cerevisiae,
sont a signaler. Les différences majeures sont une température optimale de croissance plus élevée,
environ 37°C, qui correspond & la température du corps humain et une meilleure résistance au

milieu acide de 1’estomac (Castan, 2016).

Actuellement, la levure Saccharomyces Boulardii est commercialisée sous le nom d'Ultra-
levure et utilisée depuis plus de 30 ans dans la prévention et le traitement des désordres gastro-
intestinaux (Castan, 2016). La micrographie de I’espece Saccharomyces boulardii est donnée dans
la figure 6.

Figure 6 : Micrographie de Saccharomyces boulardii (Rampal, 1996).

11.3. Classification
La levure Saccharomyces Boulardii peut étre classée comme c’est indiqué dans le tableau

suivant :

Tableau 3: Classification de la levure Saccharomyces boulardii.

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota

Sous embranchement Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetale
Famille Saccharomycetaceae
Genre Saccharomyces
Espece Saccharomyces boulardii
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11.4. Morphologie, Structure et Composition biochimique

La levure Saccharomyces boulardii est une cellule ellipsoidale, ovale et parfois sphérique. Ses
dimensions sont en moyenne de 8 a 12 microns sur le plus grand axe et de 4 a 6 microns sur le petit
axe. La paroi cellulaire est de structure polysaccharidique constitué essentiellement de glucanes et
de mannanes. Le cytoplasme est particuliérement riche en acides aminés, en vitamines du groupe B
(thiamine, riboflavine, acide nicotinique, pyridoxine, acide pantothénique) et contient de nombreux
enzymes (Gilbert, 1987).

I1.5. Les probiotiques

L’organisation mondaile « Food and Agriculture Organisation of the United Nations (FAO)»
a adopté, en 2002, comme définition des probiotiques, il s’agit de micro-organisme vivant qui

lorsqu’il est administré en quantité adéquate exerce un effet bénéfique sur la santé de 1’hote (Bultel,
2017).

Le terme probiotique est un mot grec qui signifie « en faveur de la vie ». Les constituants de
base peuvent étre des bactéries ou/et des levures, ayant un effet bénéfique sur la santé de 1’étre
humain et des animaux (Lily et Stillwell, 1965). Ces constituants peuvent étre trouvés dans certains
aliments, tels que les produits laitiers fermentés, les compléments alimentaires ou les médicaments

sous forme lyophilisés (Faure et al., 2013).

Les probiotiques sont utilisés en thérapie alternative pour le traitement de la gastro-entérite
infectieuse ou dans la prévention et la guérison de la diarrhée associée aux antibiotiques, qui est une
complication fréquente du traitement antimicrobien des patients hospitalisés (Fooks et Gibson,
2002).

11.6. Le microbiote intestinal

Les probiotiques réglent la composition et 1’activité de la flore intestinale. Ils ont un effet
protecteur par la limitation de la colonisation, la reproduction et 1’adhérence des bactéries
pathogénes. Le microbiote intestinal, appelé anciennement flore intestinale, se définit comme
I’ensemble des microorganismes présents dans 1’écosystéme digestif et assurant des relations
symbiotiques avec 1’hote. Les souches probiotiques d’origine humaine sont considérées comme les
plus compatibles avec le tractus intestinal humain. En effet, le tube digestif héberge une multitude
de bactéries, de virus et d’Archaea (micro-organismes similaires aux bactéries par leur taille et leur
structure mais radicalement différents par leur organisation moléculaire. On pense maintenant qu'ils

constituent un groupe ancien qui est intermédiaire entre les bactéries et les eucaryotes).
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Parmi tous ces micro-organismes microbiens, les bactéries forment le groupe le plus
largement représenté. On peut donc considérer que le microbiote intestinal correspond a 1I’ensemble

des bactéries qui colonisent notre tractus digestif (Quevrain et Seksik., 2013).

Avec I’énorme développement que connais les techniques d’analyses en biologie moléculaire,
la représentation du microbiote intestinal est basée sur la séquence de génes et non plus seulement
sur des caractéristiqgues morphologiques et métaboliques telles que : la coloration de Gram, la
fermentation des sucres ou encore la présence d’enzymes spécifiques (Cinquin, 2005; Campeotto

et al., 2007).
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I11. L’invertase
111.1 Généralités

Les enzymes sont des macromolécules globulaires (Bacha, 2008). lls sont solubles en phase
aqueuse. Leurs utilisation, en biotechnologie, nécessite leur immobilisation, ce qui les rend souvent
plus stables et permet, du fait de leur état fixé, leur utilisation et leur réutilisation sous forme de

colonne d’enzymes (bioréacteur) ou de film fixés a des capteurs (biocapteurs) (Burnstein, 2000).

Les enzymes sont, par définition, les catalyseurs biologiques des réactions chimiques in vivo.
Elles sont dotées d’une efficacité et d’une spécificité fonctionnelle remarquables et interviennent
dans toutes les réactions métaboliques énergétiqguement possible (biosynthese, dégradation,
régulation et reproduction) (Mouranche et Costes, 1985). Lorsque leur fonctionnement est
perturbé, elles peuvent étre a 1’origine de déséquilibres qui conduisent & des pathologies variées
(Wallach, 1997).

Actuellement, la majorité des enzymes fabriquées industriellement sont d’origines
microbiennes (Wallach, 1997). En effet, les levures synthétisent et sécretent plusieurs enzymes
telle que la B-fructosidase (invertase) qui est I’une des premiéres enzymes caractérisees par Persoz
en 1833 (Pol, 1996; Bacha, 2008).

L’invertase présente un grand intérét historique dans le développement de I’enzymologie, du
fait que la plus part des premieres recherches sur la cinétique d’action des enzymes sont effectuées

sur I’activité de I’invertase de levure (Javillier et al., 1964).

111.2. Définition

Une large variété de microorganismes produit I’invertase (Bousmaha et al ., 2014). Le nom
systématique de I’invertase est la -D-fructofuranosidase fructohydrolase (E.C.3.2.1.26) (kaplan et
al., 1997). Elle appartient a la famille des glycosides hydrolase dans la classification basée sur la

séquence des enzymes actives sur les glucides (Cantarel et al., 2009).

Elle est généralement extraite de Saccharomyces Cerevisiae. Cette enzyme catalyse la
réaction d’hydrolyse de la liaison glycosidique « a - 1— 4 » entre les molécules « a-D-Glucose » et
« B-D-fructose » du Saccharose en libérant des monosaccharides (Barkikova et al., 1991).
L’enzyme se trouve sous forme endo ou exo-cellulaire (Dides et Fabre, 2007). En industrie

alimentaire, I’invertase est surtout utilisée pour la production de sucre inverti a partir du saccharose.
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Figure 7 : Réaction d’hydrolyse du saccharose par I’invertase (Dides et Fabre, 2007).
111.3. Source et localisation

Un grand nombre de microorganismes produit I’invertase en utilisant le saccharose comme
source de carbone. L’invertase est aussi synthétisée par les végétaux (Goetz et Roitsch, 2000;
Romero-Gomez et al., 2000). L’espéce Saccharomyces cerevisiae communément appelé levure de

Boulanger est la souche principale utilisée pour la production d'invertase commerciale.

L’invertase est presente sous deux formes dans la cellule de levure, une forme majeure
glycosylée externe localisée dans 1’espace péri-plasmique, et une forme mineure interne non

glycosylée (Reddy et Maley, 1990).
I111.4. Structure

Le gene « SUC2 » est un gene structural de la levure Saccharomyces cerevisiae, codant pour

I’expression de l'invertase (Kaiser et Botstein, 1986).

L'invertase extracellulaire de levure est une glycoprotéine (Misloviéova et al., 1997). Il s’agit
d’une enzyme oligomérique contenant environ 50% de glucides, cette partie glucidique est
hétérogene (Kern et al., 1992).

L'invertase intracellulaire est un dimere de 115 kDa, alors que la forme glycosylée
extracellulaire est un mélange de dimeéres, de tétrameres et d'octaméres formé par glycosylation
(Kern et al, 1993). La forme active de I'invertase extracellulaire est un homodimeére formé de deux
sous unites proteiques identiques d'approximativement 61 kDa chacune et comprenant chacune 532
acides aminés (Reddy et Maley, 1990; Acosta et al., 2000).
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La dimérisation est nécessaire et suffisante pour générer une activité enzymatique; une
association ultérieure n'affectera pas l'activite spécifique, ce qui suggére que le site actif de
I’invertase n'est pas affecté par I'association des dimeéres. Contrairement a I'enzyme intracellulaire,

la forme glycosylée est protégée de I'agrégation (Kern et al., 1993).

I11.5. Le Substrat

Le saccharose, connu généralement sous le terme de sucre de table, occupe une position
centrale dans 1’alimentation humaine. L’obtention de ce sucre se fait par le traitement (extraction)
de certaines plantes contenant de la chlorophylle, telles que la canne a sucre ou la betterave.
L’extraction du sucre ne fait appel qu’a des procédés physique trés simples (broyage, solubilisation

et évaporation), sans aucune utilisation d’additifs ni de produits chimiques (Linden et Lorient,
1994).

Le saccharose ou le a-D-glucopyranosyl (1—2) p-D-fructofuranoside est un disaccharide
formé d’une molécule de glucose et d’une molécule de fructose liées par une liaison osidique S

(1—2) (Soro, 2007). Il se présente sous forme de cristaux (Decloux, 2002).

CHLOH

H O H  CHOH H
H 0
OH H
0
OH CH,OH
H OH OH H
b 4N A

v "
Glucose Fructose

"
a~D-Glucopyrannosyl-p-D-fructofurannose

b

Figure 8 : Structure du saccharose.
111.6. Mode d’action de I’invertase

La formation du complexe enzyme-substrat est contr6lée par le modeéle de I’ajustement induit
et par le modele de simple complémentarité stérique (Mouranche, 1985). L’enzyme et son substrat,
associés par des interactions de forces diverses, constituent un ou plusieurs intermédiaires
réactionnels instables qui permettent d’abaisser la barriere de I’énergie de la réaction; la vitesse de
la réaction est reliée a la différence de I’énergie libre entre 1’état de transition et 1’état fondamentale,

on I’appelle énergie d’activation « E, » ou barriere de potentiel.
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Dans les réactions enzymatiques, 1’étude d’un mécanisme catalytique suppose de préciser les points
suivants :

> Les résidus du site actif impliqueés.

> La nature et le type de liaison des intermédiaires.

> Les échanges de protons, d’électrons et de radicaux fonctionnels.

> Les changements conformationnels (Lemerini et Raib, 2003).

L'invertase est I'une des plus anciennes enzymes dont le mécanisme d'action est parfaitement
élucidé (Reddy et Maley, 1990).

Reddy et Maley (1996) ont proposé le mécanisme catalytique schématisé dans la figure
suivante: le glutamate « Glu 204 » sert de donneur de proton a I’oxygene de la liaison glycosidique
du saccharose, alors que le nucléophile I’aspartate « Asp 23 » attaque le carbone « C2 » du résidu
fructose; ceci a pour résultat la formation d’un complexe covalent fructosyl-enzyme associé au
dégagement du glucose. Ensuite, le glutamate « 204 » agit comme une base en soustrayant un
proton d’une molécule d’eau, ce qui permet au groupe hydroxyle restant de deplacer le fructose et
de reconstituer les résidus actifs originaux. La figure 9, illustre le mécanisme décrit en montrant la

libération d’abord du glucose, ensuite du fructose grace a I’intervention d’une molécule d’eau.

| ~ il - "\I
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~_ H—g ~
OH H
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Figure 9: Mécanisme catalytique de I’invertase de levure (Reddy et Maley, 1996).
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En résumé, les hydrolase maintiennent une configuration anomérique suivent un mécanisme
de double déplacement impliquant la formation transitoire d’un complexe intermédiaire enzyme-
produit, et ’intervention d’une molécule d’eau pour le dégagement final du produit.Ce mécanisme
catalytique s’effectue donc en deux étapes successives et obligatoires (Reddy et Maley, 1996).
Kaplan et al. (1997) indiquent également que le mécanisme d’action de I’invertase implique la
protonation de 1’oxygene glycosidique du saccharose et une attaque nucléophile du carbone
anomérique du résidu fructosyl: ce qui appuie le mécanisme proposé par Reddy et Maley (1996).
Naumoff (1999) précise que, pour I’invertase de S.cerevisiae , il a été montré que le résidu

glutamate sert de donneur de proton dans 1’hydrolyse de la liaison glycosidique.

I11.7. Production de ’invertase par fermentation
L'invertase est produite dans un milieu de culture constitué d’un mélange de source de
carbone (mélasse), d’azote apporté sous forme de phosphate d’ammonium ((NH3)3PO,) et de sels

minéraux essentiels (potassium, magnésium).

Les conditions de fermentations sont choisies pour éviter la fermentation alcoolique, tels que,
la bonne aération, I’apport en sucre pour maintenir le taux suffisamment bas (5 a 10 g/l maximum),
le pH est maintenu entre 4,5 et 5,5 par 1’ajout de ’ammoniaque (NH4OH) et enfin la température
est fixée entre 26 °C et 28 °C (Bacha, 2008).

111.8. Facteurs influencant ’activité enzymatique de I’invertase

111.8.1. Facteurs physicochimiques

= Effet de la température: Tout facteur environnemental qui perturbe la structure des protéines
peut entrainer une modification de l'activité enzymatique, La température a un effet direct en
accélérant les vitesses des réactions enzymatique (Malou, 2018). La vitesse de la plupart des
réactions enzymatiques double approximativement quand la température augmente d’environ 10°C
(Lehninger, 1977). Selon Wang (1996) I’invertase présente une activité maximale a environ 55°C.
= Effet du pH : La plupart des enzymes possédent un pH optimum caractéristique auquel leur
activité atteint une valeur maximum : au- dessus ou au-dessous de ce pH, I’activité de I’enzyme
chute (Lemerini et Raib, 2003).Wang (1996) précise que le pH optimum de I’invertase se situe
aux alentours de 4,5, méme si cette enzyme reste relativement active dans une gamme de pH assez
large allant de 3,5 a 5,5.

= La concentration en substrat : Le schéma de base d’une réaction catalytique fait intervenir un
complexe enzyme-substrat (ES) dit complexe de Michaelis, la vitesse augmente avec

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

levure catalyse les réactions d’hydrolyse du saccharose en glucose et en fructose.
111.8.2. Facteur chimique

= Les inhibiteurs: On appelle inhibiteur tout composé dont la fixation sur la molécule
enzymatique entraine son inactivation partielle ou totale, ce qui se traduit par une diminution ou une
annulation de la vitesse initiale. L’inhibition des enzymes est un domaine de recherche extrémement
important (Pelmont, 1993). Le type d’inhibiteur apporte des renseignements sur la spécificité de
I’enzyme ou sur le mécanisme de la réaction (Loncle, 1992). L’inhibition compétitive par le produit
de la réaction est un phénomene courant en enzymologie. L’invertase de saccharomyces cerevisiae
subit une inhibition par les produits d’hydrolyse (glucose et fructose) (Pelmont, 1993;Chaplin,
2002).

111.9. Intérét et applications de I’invertase

L’invertase est une enzyme largement utilisée dans 1’industrie alimentaire en particulier, la
confiserie, pour obtenir un sirop liquide ou semi visqueux riche en fructose a partir du saccharose
(Cherrak, 2003). Ainsi, elle est utilisée pour empécher la cristallisation des sucres dans les produits

alimentaires comme c’est le cas pour la fabrication du miel artificiel (Glazer et Nikaido, 1995).

L’invertase permet 1’assimilation de 1’alcool dans les vins fortifiés (Mirzarakhmetova et
Abdurazakova, 1998). Aussi, elle ramollit le chocolat et conserve le taux d'humidité des aliments
(Ko et al., 1999).

Elle est utilisée dans la fermentation de I'acide citrique en prenant la mélasse comme matiére
premiére, qui contient principalement du saccharose comme source de carbone (Suresh et al.,
2012).

L’invertase est également utilisée dans I'industrie pharmaceutique comme comprimé d'aide
digestive dans le lait en poudre pour les nourritures infantiles et dans les sucres inversés comme

nourriture pour les abeilles melliferes (Phadtare et al., 2004).
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Matériel et méthodes

I. Principaux réactifs utilisés

4+ Acide acétique.

+ Acétate de sodium.

+ Bicarbonate de sodium.

Bovine Serum Albumin (BSA).
3,5 Dinitro-salicylique (DNSA).
D (+) saccharose.

D (+) glucose.

D (-) fructose.

Hydroxyde de sodium.

+ 4+ +++ 4+

lodure de Potassium.

4+ Levure de boulanger (Saccharomyces cerevisiae).
<+ Tartrate double de sodium et de potassium.

+ Sulfate de cuivre.

4+ Ultra-levure (Saccharomyces boulardii).
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I1. Préparation de I’extrait de I’invertase de levure

11.1. Protocole d’extraction de Saccharomyces cerevisiae
Il s’agit de I’extraction d’une enzyme endocellulaire. Les méthodes d’extraction s’aveérent
non spécifiques et se basent toutes sur la rupture membranaire en assurant cependant 1’intégrité des
protéines enzymatiques (Kati, 2012).
La méthode utilisée afin d’obtenir la préparation enzymatique, est une modification d’un
protocole réaliser par Loncle (1992) et adapté par (Alnadjar, 2001). Elle consiste en la succession

des étapes suivantes :

- Dans un bécher de 250 mL, introduire 100 mL d'une solution aqueuse qui contient 0,1M de
bicarbonate de sodium (8,40 g) et 0,01M d’acétate de sodium (16,40 g).

- Ajouter 509 de levure Saccharomyces cerevisiae.

- Couvrir le bécher avec du papier aluminium et agiter jusqu'a la dissolution totale de la levure.

- Laisser reposer a température ambiante pendant 45 heures.

- Ajouter 100 ml d'eau distillée et bien homogénéiser.

- Centrifuger la solution a 4000 tr/min pendant 12 minutes.

- Récupérer le surnageant et y ajouter de I'acide acétique pour acidifier la préparation jusqu'a pH
4,0. L'acide acétique est employé comme conservateur.

- Centrifuger cette derniere solution a 4000 tr/min pendant 12 minutes et récupérer le surnageant

qui contient la plus grande partie de I'enzyme, en ajustant de nouveau, le pH a 4 si nécessaire.
Remarque : L'extrait enzymatique obtenu (préparation d’invertase) est relativement limpide et de
couleur jaune. Il est conservé a 4°C pour éviter la formation de tout trouble ou inactivation avec le
temps.

11.2. Protocole d’extraction de Saccharomyces boulardii

- Dans un bécher de 250 mL, introduire 100 mL d'une solution aqueuse qui contient 0,1 M de
bicarbonate de sodium (0,70 g) et 0,01 M d’acétate de sodium (0,06 g).

- Ajouter 4,20 g de la levure Saccharomyces baulardii en poudre.

- Couvrir le becher avec du papier aluminium et agiter jusqu'a la dissolution totale de la levure.
- Laisser reposer a température ambiante pendant 45 heures.

- Ajouter 8,4 mL d'eau distillée et bien homogénéiser.

- Centrifuger la solution a 4000 tr/min pendant 12 minutes.
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- Récupérer le surnageant et y ajouter de I'acide acétique pour acidifier la préparation jusqu'a un pH
égale a 4,0. L'acide acétique est employé comme conservateur.

- Centrifuger la solution obtenue & 4000 tr/min pendant 12 minutes puis récupérer le surnageant qui
contient I’enzyme, en ajustant de nouveau, le pH a 4 si nécessaire.

Remarque : la préparation de I’invertase obtenue est limpide et de couleur jaune. Elle est

conservée a 4 °C.
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IVV. Dosage des protéines par la méthode du biuret

I11.1. Principe
La mise en évidence de ’activité spécifique d’un extrait enzymatique est déterminée par le
dosage des protéines présentes (Loncle, 1992). Le dosage repose sur la réaction rapide entre le
cuivre divalent (Cu®) et les liaisons peptidiques des protéines (méthode du biuret) en présence d’un

complexant tel que le tartrate (Pelmont, 1993).

En milieu alcalin, le cuivre divalent (Cu®"), en excés, réagit rapidement avec les liaisons
peptidiques des protéines pour donner un complexe bleu violet (complexe de biuret) qui absorbe
fortement dans le visible a une longueur d’onde A = 540 nm. La quantité de protéines présente en
solution est directement proportionnelle a I’intensité de la coloration de la solution aprés ajout de
Cu?". Dans cette méthode la nature des protéines n’influence pas le protocole de dosage, mais

I’inconvénient majeur en est la faible sensibilité (Loncle, 1992).
I11.2. Préparation de la gamme d’étalonnage

Le dosage par spectrophotométrie UV-visible nécessite la réalisation d’une courbe
d’¢étalonnage en prenant comme protéine de référence 1’albumine du sérum bovin (BSA). Le

protocole expérimental est comme suit :
> On prépare une solution mére de I’albumine du sérum bovin (protéine Etalon) 4 6,0 g/ L.

» On prend une série de 21 tubes a essais (3 tubes pour chaque essai), on effectue les dilutions

indiquées dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Dilutions de la solution mere de la protéine étalon (BSA).
Numeéro du tube 1 2 3 4 5 6 7
Volume de la solution mérede BSA(mL) | O {0204 |06 08| 1 |12
Volume du tampon acéto-acetique (mL) 2 |18 |16 (14|12 | 1 |08
0 |06(12]18 24| 3 |36

Concentration finale en protéine (g/l)

» Dans chaque tube, on y ajoute 3mL du réactif du biuret (cette composition est indiquée dans

la partie annexes).
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> Ensuite, on incube les tubes pendant 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

» L’absorbance correspondante a chaque tube est mesurée a 540 nm a [’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible en utilisant un blanc réactif référence composé de 2 ml du tampon

aceto-acétique et de 3mL de réactif du biuret.

» Ayant pour chaque concentration une absorbance spécifique, on peut tracer la courbe

d’étalonnage en portant sur I’axe des OX les valeurs des concentrations et sur I’axe OY les valeurs

desabsorbances correspondantes. La courbe obtenue est une droite représentée dans la figure 10.

0,6

o
w

o
ES

Absorbance a 540 nm

o
[

0 1 2 3 4 5 6 7
[Albumine du serum bovin (BSA)] (g/l) )

Figure 10: Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode du biuret
(Absorbance = 0,0791x [Protéines]; r’=0,9972).

111.3. Détermination de la concentration protéique des extraits enzymatiques.

» Dans une série de tubes a essai, différentes dilutions de l'extrait enzymatique sont

effectuées.

Tableau 5 : Dilutions de I’extrait enzymatique obtenu a partir des deux levures.

Numero de tube 1 2 3 4 5
Volume de I’extrait enzymatique (ml) 0 0,25 0,5 0,75 1
Volume du tampon acéto-acétique (ml) 1 0,75 0,5 0,25 0
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> Dans chaque tube, on ajoute3 ml du réactif de biuret, on laisse incuber pendant 30 minutes

a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

> La lecture de I’absorbance de chaque tube est réalisee a 540nm a I’aide d’un

spectrophotometre contre un blanc réactif.

> La courbe d'étalonnage préalablement réalisée permettra de calculer la concentration en

protéines de notre extrait enzymatique.

> La formule permettant le calcul de la concentration en protéine est :

Absorbance de l'échantillon X facteur de dilution

t6i L=
[protéinelg/ pente de la droite d'étalonnage(unité d'bsorbance L/ g

» La concentration en protéine de la B-fructosidase, des extrais de Saccharomyces cerevisiae
et de Saccharomyces boulardii, est calculée en prenant la moyenne des quatre concentrations

déterminées expérimentalement.
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V. Dosage des sucres réducteur

IVV.1Principe

L'invertase hydrolyse le saccharose en fructose et en glucose, ces derniers sont des sucres

réducteurs. C'est grace a cette propriété que I'on va effectuer nos dosages (Cherrak, 2003).

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 11.

0 0
O‘\\:C 7 OQC ’
O + Sucre

réductenr — OH t Sucre oxydé

O NO, on” > g,

Acidd 3,5-dinitrosalicylique (jaune) Acide 3-amiono-5-nitrosalicylique (rouge orange)

Figure 11: Réduction de I’acide 3,5 dinitrosalicylique par un sucre réducteur lors du dosage de

sucre par la méthode DNSA (Maktouf et al., 2013).

Ce dosage est mis au point pour donner la quantité de sucres réducteurs présents dans la
solution a doser. L'intensité de la coloration sera fonction de la quantité de sucres réducteurs, c'est-

a-dire du glucose et du fructose (sucre-inverti) libérés aprés hydrolyse du saccharose.
IV.2. Préparation de la gamme d’étalonnage

» Nous avons en premier préparé une solution mere de sucre inverti a 5 mmol/L (2,5 mM de

glucose + 2,5 mM de fructose), en utilisant un tampon acétate 0,1M- pH 4,6 comme solvant.

» Dans une série de tubes a essais, on met a raison de 0,75ml par tube les différentes dilutions de la
solution mere. Puis, on ajoute 0,25ml du tampon acéto-acétique (0,1M — pH 4,6) et enfin 1ml du
réactif DNSA et on agite.
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> Les tubes sont placés dans un bain marie bouillant pendant 5 minutes, puis il faut refroidir les
tubes rapidement dans un récipient d’eau glacée en ajoutant 10 ml d'eau distillée dans chaque tubes,

puis il faut agiter.

» La lecture de la densité optique se fait a 530 nm contre un blanc réactif (contenant 1 ml de

tampon acétate a la place de la solution de sucre inverti) a I’aide d’un spectrophotometre.

» La droite d’étalonnage obtenue est représentée dans la figure suivante :

0,3

0,25

o
N

0,15

o
i
()

Absorbance a 530 nm

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

Figure 12 : Droite d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteur (Absorbance = 0,0535 X
[Sucre inverti]; r’= 0,9976).
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V1. Détermination de P’activité enzymatique de D’invertase de Saccharomyces

cerevisiae et Saccharomyces boulardii

L’activité d’une enzyme se traduit par une quantité de substrat transformée au cours du

temps, qui s’exprimé par des Unité international (UI) (Pelmont, 1993).

Pour la détermination de I’activité enzymatique de 1’invertase, hous avons procédé de la

maniére suivante :
» L’extrait enzymatique a été dilué 150 fois dans le tampon acétate pH 4,6 - 0,1 M.
> Le substrat (saccharose) a été préparé en utilisant le tampon acétate pH 4,6 - 0,1 M.

» Dans une série de tube a essais, mélanger 0,75 ml de solution de substrat (saccharose 0,1 M) et

0,25 ml de la solution d’enzyme (pour chaque extrait enzymatique des de deux souches de levures).

» 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.

» Le réactif d’arrét de la réaction est le réactif DNSA a raison de 1 ml par tube.

» Dans le tube correspondant au temps 0 (blanc réactif), mettre dans I’ordre le substrat, le réactif

DNSA puis la solution d’enzyme.
» La réaction a été suivie pendant 3 min.

» Les tubes fermés sont incubés dans un bain-marie bouillant pendant 5 min, puis on les refroidit

dans un récipient contenant de 1’eau glacée.

» Nous avons ajouté 10 ml d’eau distillée dans chacun des tubes, afin de déterminer la densité

optique a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530 nm.

Remarque : Chaque mesure est répétée 3 fois.
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V.1. Détermination de la vitesse initiale de la réaction d’hydrolyse du saccharose par

Pinvertase

L’activité enzymatique est déterminée a partir de la mesure de la vitesse initiale de la
réaction. La vitesse initiale d’hydrolyse du substrat par I’invertase est la quantit¢é de substrat
transformé ou de produit apparu par unité de temps et par unité de volume du milieu réactionnel.
La vitesse initiale d’hydrolyse du saccharose par I'invertase a été déterminée par la formule
suivante :

b.10s
2.0

Vin =

Avec :

Vin : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (umol.I'-.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.

V.2. Détermination de I’activité enzymatique volumique

L’activité enzymatique volumique est la quantit¢ d’enzyme pouvant transformer une
quantité de matiére par unité du temps. L’activité enzymatique peut étre exprimée en unités
internationales. Une unité internationale (UI) est la quantité d’enzyme catalysant la transformation
d’une micromole de substrat par minute dans des conditions définies et si possible optimales.

L’activité volumique de la préparation enzymatique est déterminée par 1’équation suivante :

Vin .Vr.F
AV =
1000. Ve

Avec :

AV : Activité enzymatique volumique (Ul/ml).

Vin : Vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose (umol.I'-.min).
V,: Volume du milieu réactionnel (1 ml).

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

F : Facteur de dilution de la préparation enzymatique.
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V.3. Détermination de I’activité enzymatique spécifique

L’activité spécifique est le nombre d’unités d’enzyme par unité de masse de protéines
totale de la solution enzymatique (Pelmont, 1993). L’activité spécifique traduit le degré de pureté
de la préparation enzymatique, elle est maximale lorsque I’enzyme est complétement purifiée
(Loncle, 1992). L’activité spécifique est une mesure de pureté d’un échantillon d’enzyme, elle

augmente au cours de la purification. L’activité spécifique est déterminée par la formule suivante :

AV
A4S = tprotéine]
Avec:
AS : Activité spécifique (Ul/mg).
AV : Activité volumique (Ul/ml).

[Protéines]: Concentration en protéines de la préparation d'invertase (mg/ml).
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Résultats et discussion

I. Recherche de ’activité « invertase » dans la préparation enzymatique

L’extrait enzymatique de la B-fructosidase, obtenu a partir des deux especes de levure
Saccharomyces cerevisiae et de Saccharomyces boulardii, est convenablement dilué et utilisé pour

I’étude de la cinétique d’hydrolyse du saccharose en glucose et en fructose.

Les figures 13 et 14 permettent de constater qu’en présence des extraits préparés, le
saccharose est hydrolysé en sucre-inverti. En effet, lors d’essais témoins réalisés en I’absence de
I’invertase, le substrat n’était pas hydrolysé. Il est donc vraisemblable que I’enzyme contenue dans
I’extrait soit une invertase. Selon Kaiser et Botstein (1986), le genre Saccharomyces est la source
la plus commune de cette enzyme. On peut donc admettre que 1’invertase est présente en quantité

notable dans les deux extraits prépares.

1,2 +
2
11 *
€
S 0,8 - ¢
@ .
(T
306 - V'S
g 4
=
] N
2 0,4 'S
< 4
0,2 - P
4
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0 1 2 3 4 5 6
Temps (min)

Figure 13 : Cinétique d’hydrolyse du saccharose en présence () et en absence (A) d’extrait
enzymatique de I’invertase de Saccharomyces cerevisiae ([Saccharose]=0,1 M; dilution de
I’enzyme 1/150 (V/V); tampon acétate 0,1M - pH4,6; 25°C).
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Figure 14 : Cinétique d’hydrolyse du saccharose en présence (®) et en absence (A) d’extrait

enzymatique de I’invertase de Saccharomyces boulardii ([Saccharose]=0,1 M; dilution de

I’enzyme 1/150 (V/V); tampon acétate 0,1M - pH4,6; 25°C).
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. Mesure des activités volumique et spécifique de I’invertase dans les deux

extraits

Le tableau 6 donne les résultats obtenus des activités volumique et spécifique de
I’invertase dans les conditions opératoires ([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 de S.cerevisiae et S.boulardii dans les

conditions standards.

- . o Activiteé Activité
[Pr?t?;)n esl ( \rggisfsi;?ﬂilfl) volumique spécifique

g Hmot. ' (Ul/ml) (Ul/mg)

Saccharomyces cerevisiae 14,35 1195327_103 1171,96 81,66

Saccharomyces boulardii 12,11 1,61682.103 970,092 80,10

Le dosage des protéines a été effectué par la méthode colorimétrique de biuret(Tableau 6).
La concentration en protéines des extraits enzymatiques est du méme ordre de grandeur mais
néanmoins la préparation de la levure Saccharomyces cerevisiae présente une concentration en

protéines plus élevée que celle de ’ultra-levure Saccharomyces boulardii.

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

Les autres parameétres : la vitesse initiale, I’activité volumique et spécifique sont discutées

dans le paragraphe 111 de la partie résultats et discussion.
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I11. Comparaison entre les activités enzymatiques des deux extraits de levures
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Figure 15 : Cinétique d’hydrolyse du saccharose par I’invertase extraite de Saccharomyces
cerevisiae (#) et de I’invertase extraite de Saccharomyces boulardii (®) ([Saccharose]=0,1 M;
dilution de I’enzyme 1/150 (V/V); tampon acétate 0,1M - pH4,6; Température: 25°C).

Les activités enzymatiques obtenues pour les extraits de I’invertase des deux espéces de
levure Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces boulardii, a 4 minutes de cinétique
enzymatique valent respectivement 1171,96 Ul/ml et 970,092 Ul/ml. Ces résultats montrent une
Iégere différence entre les deux activités. En effet, il est connu que le genre Saccharomyces est la

source majeure de cette enzyme (Kaiser et Botstein, 1986).
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V. Effet du pH et de la température sur ’activité enzymatique

Remarque : Ce chapitre était prévu mais non réalisé pour cette étude.

IV.1. Effet du pH
En général, une enzyme possede un pH optimum ou son activité catalytique est maximale.

Il est important de connaitre ce parametre afin de mieux comprendre la réaction.

Le pH optimum de l'invertase de levure se situe entre 4,4 et 5,5 (Durand et Monsan,
1982). En effet, le pH du milieu intervient sur I'état d'ionisation de nombreux sites internes a de la
molécule d'enzyme. Ses effets sont donc multiples :
e Sur la structure de I’enzyme.
e Sur l'association entre I’enzyme et le substrat.

e Sur le mécanisme réactionnel (Pelmont, 1993).

Arruda et Vitolo (1999) ont obtenu un pH optimum de 4,6 pour I’invertase. 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).
IV.11. Effet de la température

La stabilité de I'enzyme est dictée par sa configuration tridimensionnelle (elle-méme
déterminée par sa structure primaire et donc par son information génétique) et par I'environnement
c'est a dire les interactions avec les différents facteurs température, pH et produits chimiques
(lllanes et al., 1999).

L'activité catalytique des enzymes augmente avec la température, comme c'est le cas pour
les catalyseurs chimiques. Toutefois, a partir d'une certaine température il se produit une
dénaturation de I'enzyme qui s'accompagne d'une perte d'activité. C'est pourquoi les réactions
enzymatiques sont conduites, généralement, légerement en dessous de la température optimale
d'action (Berset, 1993).

L’évolution de I’activité enzymatique de la B-fructosidase en fonction de la température
fait apparaitre une allure dissymétrique présentant deux phases bien distinctes qui correspondent a
deux phénomenes différents. Dans la partie ascendante (de 15°C a 60°C), I’activité croit avec la
température. Ce processus résulte d’une augmentation de 1’agitation thermique des molécules avec

I’augmentation de température, et peut s’expliquer par une augmentation de la concentration du
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complexe entre les molécules de saccharose et I’invertase. Dans la partie descendante (au-dela de
60°C) I’activité enzymatique diminue. On assiste alors a une 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 (Lemereni et Raib, 2003).

La température élevée perturbe l'activité enzymatique et peut conduire a une inactivation

irréversible de I’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 de Saccharomyces cerevisiae.
(Alnajjar, 2001).

L’énergie d’activation donne parfois des indications sur le mécanisme chimique de la

réaction au niveau de I’enzyme (Pelmont, 1993).

Gouzi (2002) a déterminé une énergie d’activation de 45 KJ.mol™ pour I'invertase de
Saccharomyces cerevisiae, 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).

Les principaux avantages d'une tempeérature elevée lors de la mise en ccuvre des enzymes a
I'échelle industrielle sont :

e Vitesse de réaction plus importante, donc diminution du temps nécessaire pour obtenir un
taux de conversion déterminé et augmentation de la productivité de I'installation.
e Diminution de la viscosité du milieu ce qui permet de minimiser I'énergie dépenseée pour

agiter le milieu.
e Solubilité élevée du substrat et/ou des produit(s) de reaction.

e Réduction des proliférations microbiennes.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a comme objectif 1’étude de ’activité enzymatique de I’invertase extraite de

Saccharomyces cerevisiae et de Saccharomyces boulardii.

Tout d'abord 'un protocole d’extraction de I’invertase a partir de deux especes de levure

(Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces Boulardii) est mis au point.

Nous avons ensuite mesuré l'activité de cette enzyme 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).

Les activités enzymatiques obtenues pour les extraits de I’invertase des deux levures
Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces boulardii, aprés 4 minutes de cinétique enzymatique
valent respectivement 1171,96 Ul/ml et 970,09 Ul/ml. Ces résultats montrent une Iégere différence
entre les deux activités des deux sources. En effet, il est connu que le genre Saccharomyces est la

source majeure de cette enzyme

A la lumiére de ce travail, plusieurs points peuvent se constituer en perspectives :

» La purification de I’invertase de Saccaromyces Cerevisiae et Saccharomyces Baulardii.

» Comparaison entre les paramétres cinétiques de 1’invertase extraite des deux sources.
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Annexes

I. Préparation du réactif du biuret
» 1g du sulfate de cuivre (CuSO4.5H,0)

» 6g du tartrate double de sodium et de potassium
» 309 d’hydroxyde de sodium

» 1g d’iodure de potassium (KI)

» 1000ml d’eau distillée

Dissoudre le sulfate de cuivre et le tartrate double de sodium et de potassium dans 500 ml
d'eau distillée. Ajouter I'iodure de potassium puis ajouter la solution de soude 0,8 N préalablement
préparée (30g dans 100ml d’cau distillée); compléter le volume a Llitre.

Le réactif du biuret doit étre conservé a 1’abri de la lumiére dans un flacon soigneusement

bouché (Wallach et al., 1996; Lemerini et Raib, 2003).

Il. 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 CH3COOH dilués dans 1000 ml d’eau
distillée.
v’ Solution « B » d’acétate de sodium 0,2M : 27,2g C,H30,Na.3H,0 dissous dans 1000 ml
d’eau distill¢e.
v" Mélanger 25,5 ml de la solution « A » et 24,5ml de la solution « B », compléter & 200 ml

avec de I’eau distillée pour obtenir une solution tampon a 0,1M de pH 4,6.
I11. Composition du réactif de I’acide 3,5-dinitosalicyclique (DNSA)

Pour préparer 100 ml de réactif du DNSA nous avons procédé aux pesées suivantes :

v 1g de DNSA dissoudre dans 20 ml de soude pour obtenir une solution 2 N.

v" 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
homogeéne de couleur orange-rouge (si nécessaire, chauffer 1égerement le mélange).

v" Conserver ce réactif DNSA dans un flacon bien fermé et a I'abri de la lumiére.
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IV. Structure du glucose, du fructose et du saccharose

CH,OH H___O
—oO H——OH
g/ S \C')H HO——H
OH H
L NE o E H——OH
| | H——OH
H OH
CH,OH
(a ou B)-D- glucopyranose D-Glucose
CH>OH
HO HO——H
H—F—OH
OH CHon
(a ou B ) —D-fructofuranose D-Fructose
CH,OH
H —oH (U i
KOH H H HO
OH O CH,OH
H OH OH H

a-D-glucopyranosyl-(1-2) —p —fructofuranoside (saccharose).

54



Réesumeés



Abstract

The objective of our work was to evaluate the enzymatic activity of invertase
extracted from the baker's yeast Saccharomyces cerevisiae and the ultra yeast S accharomyces
boulardii. Our study consisted, in a first step, of obtaining a raw preparation of the invertase from
.the two yeast species and then studying the activity of this enzyme.

The invertase activity was studied under standard conditions of pH, temperature,
enzyme extract concentration, sucrose concentration and acetate buffer. We found that the
enzyme activity of the invertase extracted from Saccharomyces cerevisiae (1171.96 Ul/ml ) is
higher than that extracted from Saccharomyces boulardii (970.09 Ul/ml ) but never the less it
remains of the same order of magnitude.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, extraction, invertase.
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Résumé

L’objectif de notre travail était d’évaluer 1’activité enzymatique de I’invertase extraite a
partir de la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae et I’ultra levure Saccharomyces
boulardii. Notre étude consistait, dans un premier temps, d’obtenir une préparation brute de
I'invertase des deux espéces de levure puis d’étudier I’activité de cette enzyme.

L’activité de I’invertase a été étudiée dans les conditions standards de pH, de température,
de concentration d’extrait enzymatique, de concentration du saccharose et du tampon acétate. Nous
avons constaté que l’activité enzymatique de 1’invertase extraite de Saccharomyces cerevisiae
(1171,96 Ul/ml) est plus élevée que celle extraite a partir de Saccharomyces boulardii (970,09
Ul/ml) mais néanmoins ca reste du méme ordre de grandeur.

Mots cles : Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, extraction, invertase.



