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RESUME

l 'extraction et la purifICation de la P-(I,3l -glucanase du suc d'Helix
pomatia par précipitation au sulfate d'ammonium 25, 40, 60 et 80% montre
que ta fraction 40% présente une Meilleure activité spécifique 17U1mg avec
un rendement de 24,40%, l 'élution chromatographique de ta fraction -40%
indique que les éluats compris entre tes tubes 25 et 31 constituent un seul
pic avec un maximum d'activité. spécifique â 104 Ufmg. Ces éluats
rassemblés forme la fraction dite '25·31' avec une activité spécifique de
16lUlmg et un rendement de 2%.

l'élude comparative de ta prctoplastisanon de la levure
Saccharomyces cerev isiee avec ta cytchéücase commerciale et la
préparation enzymatique obtenue a été réalisée avec et sans prétraitement
au mercapto-éthanoL Les rendements sans prétraitement s'avèrent dans les
deux cas trop faibles, par contre les rendements obtenus avec un
prétraitement sont de 83 et 80% respectivement avec la cytohélicase
commerciale et l'extrait enzymatique. Par ailleurs, les taux de pr oto­
pteenseücn pourraient être améliorés en utilisant des cellules en phase de
croissance de 15 heures de culture et avec une concentration d'enzyme
égale à O,022mg/ml.



62 Annales de nnstitut Nanc net Agronomique - El-Harrach _ Vol.22, N"1 et 2, 2001

INTRODUCTION

l e 1}-(l,3}-glucanases ou 1}-(1.3}-glucaneglucanohydrolases sont
classées comme exo-p.-(I,3}-glucanases EC(3.2.1,58). Elles sont largement
synthétisées chez les champignons filamenteux, les bactéries, les algues, les
plantes supérieurs el quelques invertébrés en réponse à des affections
biotiques ou abiotiques (2).

les exo-p-{I,3)-gJucanases sont situées dans plusieurs domaines
d'application alimentaires et médicales (3).

Depuis les travaux de GIEJA (1922), il a été prouvé que le suc
gastrique d'Helix pomatia pouvait être utilisé pour lyser la paroi des levures,
en vue de l'obtention de protoplastes ou pour extraire l , ADN
mitochondrial à des fins de manipulations génétiques. En effet, ce suc
hépato-pancréatique d'HeUx pomaua mélange extrêmement complexe en
glycosidases (J3-Glucanases, Amylases, Chitinases, Estérases,
Futcosidases...), possède une importante activité hydro/ysante sur plusieurs
polysaccharides dont le J3-(1,3)-glucane composé structural majeur de la
paroi des champignons et des levures (4).

l 'objectif de celte étude est de mettre au point une préparation
enzymatique enrichie en ·tHl,3)-glucanases à partir du suc digestif
d'escargots en vue d'une substitution éventuelle des préparations
commercialisées destinées à la proto-plastisation des champignons.

MATERIEL ET METHODE

1.- MATERIEL BIOLOGIQUE ET CULTURE

La souche Saccharomyces cerevisia8 appartenant à la collection du
laboratoire a été sélectionnée d'une part, pour la protoplaslisation et, d'autre
part, pour extraire la fraction glucane de la paroi ayant servi de substrat pour
l'enzyme.

la levure est conservée à + 4°C et cultivée sur le milieu Sabouraud
(glucose 2Og, peptone 109, pH 6,5 pour un litre de solution). l es précultures
ont été réalisées dans des flacons d'Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml
de milieu, incubés dans un bain Marie de type GR, à 30°C, et sous
agitation à 200rpm durant 15 heures.
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La biomasse est obtenue par culture de la levure en fermenteur de
type « Meredos » sur un volume utile de 1,5 litre, ensemencé avec les
précuttures dans. les conditions de fermentation : pH = 6, 5; Température
=30°C, Agitation =200rpm.

2.- PREPARATION DE L'EXTRAIT ENZYMATIQUE

Pour fac~ iter le prélèvement du suc bèpatcpancrèetque. les escargots
sont laissés .â jeOn durant 02 jours dans un cnstalüs olr. Ceux-ci sont ensuite
noyés dans un cristallisoir rempli d'eau distillée pendant 48 heures, dans une
enceinte réfrigérée, l a pénétration de reau dans l'organisme dilate
l'épiderme des escargots et facilite leur dissection. Pour cela, la COQuille est
éliminée, puis l'e scargot fixé sur une pteque en polystyrène. la mise en
évidence du tube digestif, permet à l'aide d'une seringue de 10ml d'aspirer
son contenu.

Le suc d~stjf est débarrassé de ces impuretés par centrifugation à
800g. Le culot contenant les impuretés est éliminé, et le surnageant.
récupéré pour être soit utilisé immédiatement, soit conservé à _20°C.
Toutes ces opérations sont menées à + 40C.

3.- FRACTIONNEMENT DE L'EXTRAIT AU SULFATE
D'AMMONIUM (NH.) .SO. ET DIALYSE

Des conce ntrations en sulfate d'a mmonium de 25, 40, 60 et 80% sont
utilisées lors du fractionnement de l'extrait brut (6).

Fraction· 25% : 5ml de l'extrait brut subissent une précipltat'cn par
une concentration de sulfate d'ammonium à 25% de saturation en
sulfate d'ammonium, suivie d'une centrifugation à 5400.9, durant
15mn à + 4°C.



64 Annales de l'lnsutut National AgronomIQue - EI-Hamlch- V01. 22, W 1 et 2, 2001

Fraction ~ 40% : le sumageant récupéré est ramené à 40% de
saturation en sulfate d'ammonium puis centrifugé ~ 5400.g, durant
15 mn à + 4~C.

Fraction - 60% : l e sumageant récupéré est ramené à 60% de
saturation en sulfate d'ammonium puis centrifugé à 5400.g, durant
15mn à + 4~C.

Fraction· 80% : l e sumageant récupéré est ramené ft une saturation
finale de 80% en sulfate d'ammonium puis centrifugé à 54oo.g,
durant 15 mn à + 4°C.

les culots sont récupérés dans 2 ml de tampon citrate Phosphate
25mM, pH 5,6 et conservés à + 4·C.

les fractions obtenues sont dialysées sur des membranes de
Cellophane qui sont préalablement traitées comme suit :

Plonger le boudin de dialyse dans une solution de Na2C03 à 5% el
chauffer à ébullition, durant 15 minutes.

Rincer abondamment à reau distillée.

Tremper celui-ci dans une solution d'EDTA 1%. tamponnée au
tampon citrate-phosphate pH 5,6 (25mM), durant 15 mn.

Laver abondamment ~ l'eau distillée.

Conserver dans une solution d'EDlA 0,03%, tamponnée au tampon
citrate phosphate pH5,6 (25mM).

Pour la dialyse, nous avons procédé comme suit :

Déverser dans un boudin de dialyse fermé à une de ces deux
extrémités le précipité protéique.

Suspendre celui-ci dans un bêcher de 250ml contenant de l'eau
distillée comme liquide de contre dialyse et déposer le tout dans un
cristallisair rempli de glace Pilée.
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Pour assurer une agitation convenable du liquide de contre dialyse, le
tout est déposé sur un agitateur magnétique. La concentrat ion d'ions
diffusibles dans le liquide de contre dialyse est suivie grace à un
conduct imétre .

4.-CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION MOLECULAIRE
SUR GEL DE Séphadex-G-75

Le gel de 8ephadex-G.75 (Ig/7...aml) est d'abord mis à gonfler pendant
24 heures à température ambiante dans de l'eau distillée stérile. Le gef est
alors coule avec précaution dans une coonne en verre (2140cm).

La colonne de chromatographie n'est ccnsidérêe comme préle à
l'emploi qu'après équilibrage avec un volume du tampon citrate phosphate
pH 5,6 (25mM), à raison de 4 à 5 fois son volume initial.

Le précipite protéique dialysé (2ml) est alors placé à l'intérieur de la
colonne à l'aide d'une seringue en prenant soin de ne pas troubler la surface
du gel, tout en evitant de laisser celui-ci à sec.

5.- ELECTROPHORESE TUBULAIRE (NATIVE)
SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE A 10%

Le dispositif utilisé pour la réalisation de l'électrophorése est un
appareil tubulaire (Dise électrophorése,). Le protocole suivi pour la
réalisation d'une électrophorèse discontinue native à 10% est celui décr it par
Perbal., 1991.

6.- PREPARATION DU SUBSTRAT ENZYMATIQUE
(Extraction de la fraction glucane pariétale)

Afin de tester l'activité 1Hl,3}-glucanalytique une extraction de la
fraction glucane est réalisée de la paroi de Saccharomyces cerevisio8 et
purifiée selon le protocole de GRENIER et at., 1993 (9).
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15 grammes de cellules de Saccharomyces c8f9visis8 rècupérès par
fermentation incubée à 7S"C durant 6 heures sous agitation douce dans une
solution de NaOH(3%). On laisse ensuite refroidir à température ambiante
puis on centrifuge à 21oo.g, durant 1 Snm.

Le culot récupéré subit 3 lavages au tampon phosphate sodium
(pH6,5) et un lavage à l'eau distillée, il est alors incubé dans une solution
d'acide acétique (3%) à OO"C, durant 4h sous une agitation douce. La
solution est alors centrifugée à 2100.g, durant 15 mn. Le culot récupéré subit
ce même. une nouvelle fois, puis 3 lavages dans le même tampon
phosphate de sodium (pH 6,5) un lavage A l'eau disUllée et enfin une
centrifugation à 2100.g, durant 15mn. Le culot obtenu est alors conservé a
+4°C ; il constitue la fraction-f enrichie en lHl,3)-glucane qui va être utilisée
comme substrat enzymatique.

7.- TEST D'ACTIVITE P-(1,3)1lIucanalytlque

Un volume de l'extrait de la paroi de levure enrichi en ~(1,3)-glucane

est mis en contact avec le même volume respectivement du suc gastrique
brut, des fractions protéiques 25.40,60 et 80% et des éluats de la
chromatographie d'exdusion moléculaire. La réaction enzymatique est
réalisée a 37"C à pH 5,6 durant 120mn.

Le dosage des protéines est effectuée selon la méthode de Lowry
(1951), en utilisant la B.S.A. (Bovin, Sérum, A1 bumin) comme protéines
standard. Pour le dosage du glucose, la méthode de Summiogyl -.Nelson
(10) est utilisée. 039x4102YUne unité (U) d'activité

13-{1,3)-glucanalytique est définie comme étant
la quantité d'enzymes qui permet de libérer 1 umcle de glucose par minute
dans les conditions de l'étude. L'activité spécifique (A.S) est définie comme
le nombre d'unités rapportées à 1 mg de protéines.
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8.· ETlJDE DE PROTOPLASTISATIION

La prctoplastisattcn des levures est réalisée selon ta méthode de
DIATEWA el el., (1981) avec et sans pr ètrattement dont les étapes sont
rapportées dans la figure 1 e12.

Réc:olte des levures par centrifugation
à 500.g, durant 10 mn

Après 3 lavages à t'eau distillée, rem ise en suspension et
dénombrement des cellules

Centrifugation de 2ml de la suspensJon
â 5OO.g, durant 10 mn

Cinéti que de protoplastlsatlon et calcul
du rendement

Culot + solutlon-B(1ml)+fraetion enzymatique
Ou cytohéllcase, Incubation à 30·C

2 lavages avec une solution -B :Na2HP04O,15(M).
C6HB07.1H20 O.OS(M). KCll.40SM), pHU[-- -- -

[ J
[ J

Fll~ure 1 : Protoplastisation sans prétraitement
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Récolte des levures par centrifugation à 500.g
Durant 10 mn

Après 3 lavages à l'eau distillée, remise en
suspension et dénombrement des cellules

Centrifugation de 2ml de la suspension à 5oo.g,
durant 10 mn. 1 lavage avec le tampon de

prétraitement (SoH : EDTA O.025{M)Mercapto·
étanol O.64(M) pH 7.0

Culot + 2ml de tampon de prétraitement,
incubation à 30·C durant 30mn. Centrifugation

â 500.g. durant 10mn

2 lavages avec une solution Isotonique (sol.a) :
Na2HP04 O,15(M),C6H8070 O,05(M),KCL 1,40(M),

pH5.8

Culot + 2ml d'une solution Isotonique + fraction
enzymatique ou cytohéllcase, incubatio n à 30°C

Cinétique de protoplastlsation et calcul
du rendement

Figure 2 : Protcptastisation avec prétraitement
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Mesure de l'activité p-(1~}-g l uçanalyt ique des fractions a 25,40,&0
et 80% après dialyse

Les résultats des tests d'activité P-{1-3}-glucanalytique des fractions ­
25, 40, 60 et 80% rapportés dans le tableau l , indiquent que la fraction •
40% présente une meilleure activité soécëqce (17 Ulmg) vis-à-vis du
substrat utilisé, soit un taux de 81% d'activité ~1 -3}-glucanalytique

récupérée. Ceci prouve à priori que la majorité des p..(1·3}-glueanase
recherchées précipitent dans la fourchette 25-40% de saturation en sulfate
d'ammonium.

Tableau 1 : Résultats des tests d'activité des fractions - 25, 40, 60
et 80 dialysées

p Glu (U) A.S. R
(mg) (mM) (pmollmn) (U/mg) ('10)

Suc brut 157.50 3.24 1350 8.60 1

Fr-25% 6.75 0.07 16.10 2.40 12.00

Fr40% 19.60 3.60 330.00 17.00 81.00

Fr-60% 27.60 0.16 27.00 1.00 5.00

Fr-BO% 13.80 0.04 7.00 0.50 2.00

P : Protéïne,
Glu : Glucose,
lU) : Unité,
(R) ; Rendement,
A.S. : Activité spécifique



70 Annales de l'Institut National AgronomiQue -,Er-Harrach - Vo1.22. N°' et 2, 200'

En raison d'une importante activité spécifique de la fraction 40% et du
taux do ~(1 ,3 )-glucanases contenu dans celle-ci par rapport aux autres
fractions, nous avons axé la purffication sur la fraction 40%,

Chromatographie d 'exclusion moléculaire sur gel
de Sephadex-G·75

l 'évolution clvomatographique de la fraction -40% ainsi que l'extrait
brut utilisé comme témo in montre deux spectres différents qui son t rapportés
dans la figure 3_

0 .0,
(6.......)

•
1 •

,
•
•
•
••

...
--- Suc brui
-0- Fr-40%

b

,

~._.~~":
1 4 1 10

<

':rr\ • . . • • , ...........
16 19 ~ ~ ~ 3 1 ~ al ~ ~ " q ~ ~ ~

Figure 3 :
~

Proff chromatographique du suc brut et de la fraction - 40% L..:.::..J
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Ces spectre témoignent d'une composition enzymatique de la fract ion
- 40% différente de celle de l'extrait brut, en raison des précip itations
réalisées au préalable el de réicnon sur une colonne de chromatographie
d'exclusion moléculaire.

Un nouveau test d'activité p-{1-3}-glucanalytique sur les éluats
constituant le pic (c) et le pic (d). La représentation de l'activi té spécifique
(Ulmg) en fonction des éluats récupérés (Figure 4) montre :

Que le pic (c) ne présenter aucune activ ité vis-à-vis du substrat utilisé,
Que le pic (d) possède une importante activité, prouvent que la
majorité des enzymes recherchées ont été êluées dans cette fraction,
c'est-à-dire entre l'éJuats 25 et 31. d'où leur rassemblement dans une
seule fraction dite « 25 -31 ».

1 ) S 1 ~ I I Il IS 17 19 21 23 2S 27]9 31 33lS 37 39 41 43 4S 47 49 SI S3" S1 S9

E.bruts

Figure 4 : Profit chromatographique de la fraction4D%
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Cette fraction « 25·31 » présente une activité spécifique de 161 U1mg
alors que ceUe du suc brut est de 8. 60Ulmg seulement (Tableau 3), soit un
facteur de purification de 19 et un rendement de 22%.

T.bleau 3 : Résultats de la purification des ~1,3)-gluçanases

p (U) A.S.
(mg) hlmoUmn) (U/mg)

Suc brut 157.50 13.50 8.60

Fr-40% 6.60 330.00 17.00

Fr-25-30% 1.85 297.50 161 .0

a : Facteur de purification
R : Rendement

Q' R
(%)

100

2.00 24.4

19.00 22.0

Electrophorèse (nalive) sur gel de polyacylamlde à 10%

Pour tester le degré de pureté des fractions obtenues, une
électrophorèse tubulaire native sur gel de polyacrylamide à 10% a été
réalisée sur le suc brut.

La figure 5 révèle trois importantes bandes (a, b et c) alors que la
fraction - 40% avant et après la dialyse montrait deux bandes seulement au
même niveau de migration que les bandes b et c.

La fraction « 25·3 1 » présente quant à elle une seule bande au même
niveau de migrat ion que la bande b est formée majoritairement d'une seule
protéine, la P-(1·3)--glucanase .
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,t..~ a
·~ l b:1c,j
1

Figure 5 : Electrophorése tubulaire sur gel de polyacrylamicle à 10%

1 : Protéine standard (Caséine : 93 Bovine serum albumin : 66 KD).
2 : Suc brut d 'Helix pomatia
3 : Fraction -40% obtenu après précipitation a u sulfate d'ammonium
4 Fmetlon-40% après dialyse.
S : Fraction « 25-31 »
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Il.- ACTIVITE PROTOPLASTISANTE DE LA FRAC"nON 25-31

L'activité et l'efficacité de la fraction « 25-31» par rapport à la
cytohélicase commerciale a été testée dans une étude comparative de
protoplastisation sur Saccharomyces cerevisie. Les résultats sont apportés
dans la figure 6. Les taux de protoplastisation obtenus sans prétraitement
des levures sont très faibles. 115 sont respectivement de 30 à 31% pour la
fraction «25-31» et la cytohélicase commerciale.

ux ("10).

0 25-3) (S.T.)

fj Cyt.(S.T.)

ru 25-31 (A.T.) l
f] Cyt.(A.T.)

r 1

f

1

..

·
"· ·· ·

LI
· · .. ·· · :· ·

d,:t,l · ·El:,:, : ·· ·
fI'! ·

1 "
HI · · :

- .

o J5 30 45 75 105 135 165 195 225
Temps(Uour)

Figure 6: Comparaison des rendements de protoplastes
avec et sans prétraitement
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Après un prétraitement des levures au mercaptoéthanol, les taux de
protoplastisation sont passés respectivement à 80 et 83% avec un taux
intermédiaire de 40% à 15 mn.

Ceux-ci prouve l'efficacité protoplastisante de la fraction « 25-31 » par
rapport à celle de la cytohélicase commerciale par une composition
enzymatique voisine,



Annales de l' Institut National Agrooomique - EI·HarTach - Vo1.22, N"1 el 2, 2001 75

le prètraitement des levures au mercaptoélhanol puissant agent
réducteur thiol, faciliterait l'accessibilité des 13-(I,3k1 lucanases aux
polysaccharides de la parois par élimination de la couche superficielle de
mannoprotéines.

l 'étude de l'influence du stade de croissance (Figure 7) montre Que
les taux de protoplastisation des populations jeunes (15 à 2Oh) sont
beaucoup plus élevés Que sur les populations âgées (30 à 48 ). ceci serail la
différence de composition de la paroi, d'où J'importance de procéder en
phase exponentielle de la croissance pour obtenir une bonne
protoplastisation.

' 65"5'057S"30

"H
20H
30H
<OH

"o

Taux %
' 00 ........ ...-...-
JO --
70..
50

<0

JO

20

10

1 S 225
Temps «Jour)

Figure 7 : Influence du stade de croissance sur le taux de protoplastisation
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CONCLUSION

p..{1,3}-glucanases qui constituent majoritairement cette préparation
enzymatique précipitent dans l'intervalle 25 - 40% de saturation en sulfate
d'ammonium avec une act ivit é spécifique de 17 U/mg soit un facteur de
pUrification de 2 el un rendement de 24%. l'élution par chromalographie
d'exclusion moléculaire sur gel de Sépliadex-G-75 de la fraction -40% donne
une fraction düe «25-31_ avec une activité spèciüque de 161U/mg par rapport
à celle du suc brut soit un facteur de purification de 19 est un rendement de
22%. Une élude comparative sur levure confirme l'activité protoplasmique
de la fraction «25-31». Le taux d'activité de cene-cr est comparable à celui de
la cylohéticase (60 el 83%), en présence d'agents réducteurs Ihiofs comme
le mercapto-éthanol.

L'opumisanon de la protoplastisalion est obtenue avec des cultures en
exponentielle. Cette préparation enzymatique enrichie en glucanases à partir
du suc digestif de l'escargot Hélix pomatia pourrait éventuellement
concurrencer des préparatiOns commerciales utilisées, obtenues dans la
proloplastisalion des microorqanlsmes.
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