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.,ROYAUME DE BELGIQUE BREVET D’INVENTION

By N° gs.
@é” e ;c,,;Nlcqz‘P,qu‘R

’ Classit. Internat.
MINISTERE DES AFFAIRES tCONOMIQUES

Mis on lecturs 1o: 94 _gp. 1983

Le Minisire des 2ifaires Economiques,
Vu la loi du 2¢ mai 1854 sur les brevets d'invention ;
Vu la Convention d"Union pour la Protection de la Propriété Indusnielle ;
Vu le.procés-verbal dressé le 21 décembre 1982 @10 h 40

au greffe du Gouvernement provincial de Liéges

ARRETE :

Article 1. — Il est délivé @ 1a Sté dite : NOVO INDUSTRI 4/S
Novo A118, DE-2880 Bagsvaerd, (Danemark)

repr. par Mr. M. Van Malderen, p/a Freylinger & Associés
S.P.R.1., boulevard de la Sauveniére, 85, Bte 042, 4000
Iiége,

un brevet d'invention pour: FEnzyme destinée & la décomposition d'un
hydrate de carbone & poids moléculaire élevé, hydrate de
carbone ainsi obtenu,procédé de sélection d'un micro-
organisme produisant ladite enzyme et procédé de production
d'une telle enzyme,
(Inv. : J.L. Adler-Nissen, G.W. Jensen, S. Riisgaard, H.
Glrtler, H.A.S. Olsen et M. Schiilein)
qu'elle déclare avoir fait 1l'objet de demandes de brevet
déposées au Danemark le 22 décembre 1981, n° 5690/81 et le
6 mai 1982, n°® 2025/82
Arlicle 2. — Ce Brevet lui est déliwé sans examen préalable, & ses risques et

périls, sans garantie soit de la réalité, de la nouveauté ou du mérite de linvention, soit
de lexactitude de lz description. et sans préjudice’ du droit des tiers.

Au présent arrété demeurera joint un des doubles de la spécification de linvention
(mémoire descriptif et éventuellement dessins) signés par Tintéressé et déposés a l'appui
de sa demande de brevet.

Bruxelles, le 21 juin 1985
PAR DELEGATION SPECIALE:
Le Directeur
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BREVET D' INVENTION

Au nom de : NOVO INDUSTRI A/S

Pitre . : Enzyme destinée & la @écomposition d'un hydrate

de carbone a poids moléculaire élevé, hydrate de

carbone ainsi obtenu, procédé de sélection 4'un

microorganisme produisant ladite enzyme et
procédé de prcduction d'une telle enzyme.

Priorité : Demandes de brevets déposées au Danemaxk
le 22 décembre 198l sous le n® 5690/81 et

le 6 mai 1982 sous le n® 2025/82.

Inventeuxs : Jens Lorenz Adler-Nissen,
Georg Wilhelm Jensen,
Steen Riisgaard,
Henrik Girtlex,
Hans Aage Sejr Olsen,
Martin Schilein.
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Enzyme destinde 3 la d&composition d'un hydrate de carbone
ipmmmmmymm@um.

Procédé de sé&lection d'un microorganisme produisant ladite
HR2Ccet de sélection dlun microorganisme produisant ladite
snryme et proc€dé de production d'une telle enzvme,

5 La pré&sente invention concerne une enzyme
destinée 3 la d&composition d'un hydrate de carbone 2 poids
moléculaire &levé, 1'’hydrate de carbone 2 poids moléculaire
€leévé isolé ainsi obtenu, un procédé de sé&lection d'un ‘
microorganisme produisant cette enzyme ainsi qu’'un proc&ds

10 Qe production d'une telle enzyme.

‘Un procé&dé de préparation d'une protéine végétale
purifi&e (pvp) par &limination enzymatique de la rémanence,
sans dissolution et reprécipitation de la prot&ine, est
décrit dans le brevet belge n® 882.769. La pureté de la

15 pvp pouvant stre obtenue par ce proc&dé connu n'est pas

| satisfaisante et demande donc 3 &tre améliorée. Dans les
exemples, on a mis en &vidence une pureté de la pvp
d'environ 85 %. Méme s'il est possible d'obtenir une pvp
Présentant une pureté d'environ 90 % suivant le pProcéds

20 connu, ceci n'est Possible qu'en utilisant certaines sub-
stances de départ prétraitées, par exemple un concentré de
protéines de soja. Il serait souhaitable d'obtenir une
pureté de pvp supérieure ou proche de 90% avec une gamme de
substances de départ beaucoup plus large, particulidrement de

25 la farine de soja décortiquée et dégraissée.

La présente invention repose sur la d&couverte
Surprenante qu'une certaine partie du produit de la dé&com-
Position:.de la ré&manence, tel qu'il apparaft pendant le
traitement enzymatique précité, 3 savoir un hydrate de

30 carbone 2a poids moléculaire &levé soluble dans l'eau, se
fixe lui-méme sur une partie de la protine v8g&tale comme
il sera expliqué plus en détail ci-aprés. Il en résulte,
bien entendu, une pureté moins bonne de la protéine. Il

est Egalement apparu que 1'hydrate de carbone & poids
35 moléculaire élevé est capable de se fixer 2 des protéines
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L'invention vise donc tout particuli@rement 3
fournir une enzyme pour la décomposition des hydrates de
carbone i poids moléculaire &levé précités et qui ouvrent
la possibilité& de produire une pvp de pureté& améliorée,
ainsi qu'un procédé pour la production d'une telle enzyme.

Le principe de l'invention peut &tre décrit de
la mani2re suivante en référence i la figure 1 qui
n'indique que les substances existant en tant que soli.es
non -dissous alors que tous les surnageants sont omis. Une
charge de farine de soja a &té& divisSe en deux parties
€gales, partie I et partie II (colonne a dans la figure 1).
La partie I a ét& décomposée par voie prot&olytique 2 un
PH d'environ 8 au moyen d'ALCALASE @ (une enzyme protéoly-
tique produite au moyen de B. licheniformis et vendue par
NOVO INDUSTRI A/S, 2880 Bagsva rd, Danemark) et a &té
ensuite lavée 3 pH d'environ 8 afin d'éliminer la quantité
totale de prot&ine et la rémanence a été& séparée
du surnageant et a &t& lavée (voir partie I, colonne a et h
figure 1). De cette manidre, on a isol& une rémanence pure
(désignée par rémanence I) (colonne b 3 la figurel). La
partie II de la farine de soja n'a pas &té& traitée ; pour
plus de éoricision, la rémanence de la partie II a &té
dénommé&e rémanence II (colonne b 2 la figure 1l). Ensuite,
la rémanence I et la partie II sont décompos&es au moyen
d'une pectinase commerciale, par exemple PECTINEX (une
enzyme pectolytique produite par Schweizerische Ferment A/G
Bdle, Suisse) (voir colonnes b et ¢ 2 la figure 1). On a
découvert de mani&re inattendue que la partie non dissoute
de la rémanence I est beaucoup plus faible que la partie
non dissoute de la rémanence II, sur base des bilans d'azote -
et de la masse de matidres séches (voir figure 1 dans

.laquelle les surfaces hachurées de la colonne ¢ correspon-

dent aux substances insclubles diff&rentes des protéines
dans 1l'étape indiquée ci-dessus). En outre, si le
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surnageant de la rémanence I traitée 3 la pectinase est
est ajouté 3 la suspension de proté&ine de soja a2 pH 4,5, un
polysaccharide du surnageant est lié a la proté&ine de soja.
Ce polysaccharide du surnageant de la rémanence I, qui est
une partie du produit de d&composition de la rémanence et
qui est nettement soluble dans l'eauen 1l'absence de protéine
de soja mais qui est 1ié 3 la protéine de soja au point
isoélectrique de la protéine de soja ou autour de ce point,
si celle-ci est présente, est d&signé& par SPS (soluble,
polysaccharide); voir figure 1. Le SPS présente une dis-
tribution de poids moléculaire comprise entre 5x106 et
4,9 x 104; La préparation de SPS isolé apparait dans le
diagramme synoptique représenté & la figure 2 qui recouvre
&galement certains des procé€dés indiqués a la figure 1. Le
probléme consiste donc 3 trouver unme enzyme qui est capable
de décomposer la SPS de telle manilre que les produits de
d&composition de SPS ne lient pas la protéine de soja ou
lient celle-ci dans une mesure beaucoup moindre que le SPS
ne lie la protéine de soja.

Bien que la description concerne principalement
la décomposition d'une proté&ine de soja, l'invention n'est
pas limitée 3 une telle protéine mais concerne toutes .

‘les esp@ces de protéines v&gétales, notamment par exemple

les protéines citées dans le brevet belge n® 992.769, page
1,

. Suivant la présente invention, on a 3 ptésent
trouvé qu'en examinant l'aptitude 23 d&composer du SPS de
soja, il est possible de s&lectionner des microorganismes

qui sont aptes 3 produire un composé qui présente une acti- ?

vité enzymatique, en décomposanteffectivement le SPS de
soja, composé désigné ci-dessous, pour plus de concision,

SPS-ase.
Par conséquent, Sous un premier aspect, l'inven-

_tion concerne une SPA-ase, une carbohydrase sous une forme

utilisable et capable de décomposer le SPS de soja dans des
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conditions .appropriées pour donner des produits de décompo-
sition qui se fixent eux-mémes sur une protéine en milieu
agqueux, & un degré moindre que celui auquel le SPS de'soja
se serait fixé lui-méme, avant d&composition, sur la méme
protéine dans des conditions correspondantes.

En outre, on a trouvé que cette SPS—ase permettant
de d&grader le SPS de soja est capable de dégrader des
polysaccharides similaires au SPS et provenant de lé&gumes
et de fruits, de mani@re plus compléte que ne le font les
pectinases commerciales et les cellulases commercliales.

L'expression "forme utilisable" indiguée ci-dessus,
vise 2 exclure de l'invention par exemple une préparxation
contenant ‘une SPS-ase qui contient des substances toxiques
ou qui présente une activit& de SPS-ase si basse qu'elle
nécessite l'utilisation de plus de 10 % d'une préparation
contenant la SPS-ase, par rapport au poids du SPS dans le
substrat dans une réaction effectude pendant 24 heures, a :
50°C et au pH optimal de la SPS-ase en question, pour obte- |
nir la d&composition du SPS présentant une importance
pratique.

La pureté de la protéine végétale finale est néces~
sairement amélioré&e par une &limination totale ou partielle
du SPS de la proté&ine végétale finale par rapport & la
pureté de la protéine vEgétale finale obtenue suivant le
proc&édé du brevet belge n° 882.763 du fait que cette protéine
végétale connue E&tait contaminée avec du SPS.

On ne sait pas a pr&sent, si la SPS~ase particulidre
décrite ci-~aprés développe son activité enzymatique a partir
d'une seule enzyme ou 3 partir d'un complexe d'enzymes com-
prenant au moins deux enzymes. Certaines recherches semblent
indiquer qu'au moins deux enzymes sont responsables de
1'effet de décomposition de la SPS-ase, une de ces enzymes
&tant capable de n'effectuer qu'une lé&gdre décomposition du
SPS, aprés quoi une ou plusieurs enzymes sont capables
d'effectuer une décomposition plus importante du SPS. Une
telle hypoth&se ou des hypothéses semblables
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5
ne doivent cependant pas limiter la portée de 1tinvention.

Suivant une forme d'exécution particulirement
pr&éfér&e de 1l'invention, la SPS-ase est caractéris€e en
ce qu'elle est capable de décomposer du SPS de soja, en
gmilien aqueux, pour donner des preduits de décomposition
qui se fixent eux-mémes sur une protéine v&gétale, en mi-
lieu aqueux, 3 un degré moindre que celui auquel le SPS
de soja se serait £ix&é lui-mé@me, avant décomposition, sur
la méme prot&ine végétale, en milieu aqueux.

suivant une forme d'exécution préférée de la pré-
sente invention, la SPS-ase est caractérisZe en ce qu'elle
permet de décomposer du SPS de soja en milieu agueux a un
pH ne s'écartant pas de plus de 1,5 unités de la valeur
4,5 , pour donner des produits de d&composition qui se
fixent eux-mémes sur une protéine de soja, en milieu
aqueux, 3 un d&gré moindre que celui auquel le SPS de soja
se serait fix& lui-mame, avant décomposition, sur la pro-
téine de soja, en milieu aqueux.

Suivant une forme particulidrement préférée de la
présente invention la SPS-ase est caractérisée en ce que
les produits de décomposition du SPS de soja, aprés dégra-
dation compléte, se fixent eux-~m8mes sur la protéine végé-
tale 3 un degré représentant une valeur inférieure a 50s,
en particulier inférieure 3 20%, que celui auquel le SPS
de soja se serait f£ixé lui-méme, avant décomposition, sur
la protéine végétale, en milieu aqueux.

‘Suivant une forme particulidrement préférée de la
présente invention la SPS-ase est caractérisée en ce
qu'elle réagit positivement au test de la SPS-ase, lors-
qu'il est ex&cuté suivant le procédé de détermination
qualitative et quantitative de la SPS-ase d&crite dans ce

mémoire,
Suivant une forme d'ex&cution particuligrement pré-

féré de la présente invention, la SPS-ase est produite au
moyen d'un microorganisme appartenant au genre d'Aspergillus,

de préférence appartenant au groupe Aspergillus niger.
Suivant une autre forme d'ex&cution particulidre-

ment préféré de la présente invention, la SPS5-ase est
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6
dérivée des enzymes pouvant &tre ohtenue au moyen de
Asp.aculeatus CBS 101.43. La méxhe SPS-ase peut 8tre obte~
nue par Asp.japonicus IFO 4408. On a trouvé que Asp.
aculeatus CBS 101.43 produit également des rémanases, des
cellulases, des pectinases et des hémicellulases trés effi-
caces. En outre, on a trouvé que toutes les souches appar-
tenant aux souches Asp.aculeatus ou Asp.japonicus ne con-
viennent pas pour produire une SPS-ase nécessaire dans le
cadre de l'invention. Ainsi, comme il apparalit dans un
paragraphe ultérieur de la présente description (partie 5),
on a prouvé que Asp.japonicus ATCC 20236 ne produit pas
suffisamment de SPS-ase pour que celle-ci puisse &tre
détectée par la détermination enzymatique de la SPS-ase '
décrite dans le pr&sent mémoire descriptif. |

Suivant une autre forme &'exécution particulidre-
ment préférée de 1'invention, la SPS-ase est identique au '
point de vue de 1'immunoc€lectrophorése d la SpPS-ase produi-
te au moyen de Asp.aculeatus CBS 10l.43 et peut &tre iden-
tifi&e au moyen de la technique de recouvrement_électropho-
rétique (cfr.parties 6 et 7).

Lorsque la SPS-ase est produite par voie microbio-
logique, elle est obtenue en mélange avec diff&rentes
substances accompagnantes, particulidrement d'autres enzymes.
Si on le désire, la SPS-ase en question peut &tre purifile,
par exemple au moyen Ges procédés de séparation chromatogra= .
phique, comme on le verra plus tard dans ce mémoire (partie :
8).

i

Dans Agr.Biol.Chem.40 (1), 87-92, 1976, on décrit
qu'une souche de Asp.japonicus, ATCC 20236, produit un
complexe d'enzymes qui est capable d'effectuer une décom-
position partielle d'un polysaccharide acide dans une sauce
de soja, nomm&e APS, dont une fraction est désignée par
APS-1. Ce polysaccharide acide n'est pas identique au SPS,
ce qui sera montré plus loin et plus en détail dans ce
mémoire descriptif 2 la partie 3. Ainsi, les chromato-
grammes HPLC de filtration sur gel du SPS et de 1'APS sont

L)
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nettement différents, et, enoutre, les chromatogrammes de
filtration sur gel de 1'APS dé&composée par la pectinase
commerciale Pectolyase et d'un SPS traité avec la pectinase
commerciale Pectolyase sont nettement différents. En outre,
il n'’apparait pas -dans cet article que le polysaccharide
acide est 1lié & la protéine de soja et que le polysacchari-
de acide décomposé n'est pas 1lié 3 la protéine de socjaou y
est 1ié & un degré nettement inférieur 3 celui d'un poly-
saccharide acide non décomposé. On a &galement prouvé que
cette souche ne forme pas de SPS-ase en une guantit® suffi-
sante pour une détection au moyen d'une d&termination enzy-
matique de la SPS-ase décrite dans ce mémoire. Ceci -cr8ait
un préjugé a 1'égard de toute souche de Asp. Japonicus en
tant que producteur de SPS-ase; cependant, suivant
l'invention, on a trouvé de manire inattendue que certaines
souches de Aép. japoniéus sont des producteurs de SPS-ase.

Suivant un deuxi@me aspect, la pr&sente invention
concerne le SPS isol&, produit a partir d'une protéine
végétale brute servant de substance de départ.

Un mode d'exécution préféré du SPS isol& suivant
la présente invention est caractérisé en ce que la protéine
vEgétale brute consiste en une farine de soja dé&graissée.
La préparation de ce SPS isolé est décrite dams.ce qui précade,.
en référence 3 la figure 2.

Suivant un troisieéme aspect, la présente inven-
tion concerne un procé&dé de sélection d'un microorga-
nisme produisant une SPS-ase permettant de produire la SPS-
ase suivant l'invention, dans’lequel le microorganisme &
tester est cultivé sur . .un . milieu de fermentation
dont la source principale de carbone est le SPS, aprés quoi
un &chantillon du milieu de fermentation est analysé oour -
la détermination de la SPS-ase et le microorganisme en
question est choisi en tant que microorganisme produisant
une SPS-ase si 1l'analyse de d&termination de la SPS-ase est
positive.
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Suivant un quatriéme aspect, la présente inven-
tion concerne un procédé de production de SPS-ase, suivant
lequel une souche choisie suivant le Pprocédé ci-dessus
de sélection d'un microorganisme produisant une SPS~ase est

! 5 cultivée dans un milieu nutritif. la culture peut étre

E effectuée en fermentation noyée (basse) ou en
fermentation en surface (haute).

Un mode d'exécution préf&ré du procé€d® sulivant
l'invention est caractéris& en ce que la souche Asp.

10 aculeatus CBS 101.43 ou Asp. japonicus IFO 4408 est cultivé
dans un milieu nutritif.

Suivant un mode d'ex&cution préféré de l'inven-
tion, le proc&dé est caractérisé en ce que la culture
est effectuée e n culture noyée & un pH compris .

15 dans l'intervalle de 3 3 7, de préférence de'4 & 6, a une
température comprise dans l'intervalle de20 3 40 °C, de
préférence de 25 3 35 °C et en ce que le milien nutritif
contient des sources de carbone et d'azote et des sels
inorgzniques.

. 20 Suivant un autre mode d'exEcution particuliére-

' ment préféré de l'invention, le procédé est caractérisé en

' ce que le milieu nutritif contient de la farine de soja »
de préférence grillée.

Suivant un autre mode d'exécution particuliidre-

25 ment préféré de la pré&sente invention, le procéd€ est
caractérisé en ce que la farine de soja est traitée par
une enzyme protéolytique avant d'étre utilisée comme
composant du substrat, l'enzyme protéolytique &tant, de
pr&férence, produite par voie microbiologique au moyen du

30 B. licheniformis.

Suivant un autre mode d'exécution préfé&ré de
1'invention, le procédé est caract&ris& en ce qu'on ajoute
une solution de pectine de manidre aseptique au bouillon
de fermentation pendant la cultiure. '

35 On a trouvé que la souche Asp. aculeatus -

T T e AR s - st we e ey o e

v nr e e

T T U TN T S A T T T T A A eI ey

PRy B8 T T Y TN
el

|



10

15

20

25

30

35

." fese o [ 11}
* ]

[
[ ]

CBS 101.43 produit &galement des enzymes solubilisant la
rémanence,des cellulases, des pectinases et des hémicellu-
lases trés efficaces en plus de la SPS-ase et que le conm-
Plexe d'enzymes produit au moyen de la souche Asp.aculeatus
CBS 10l.43 convient extrémement bien en tant qu'agent des-
tiné 3 la désintégration de parois cellulaires des substan-
ces vEgétales. Ainsi, le complexe d'enzymes produit par
Asp. aculeatus 10l.43 peut &tre utilisé dans 1'industrie
alimentaire avec d'excellents ré&sultats, pour le traite-
ment de purées de fruits et de légumes et pour clarifier
et réduire la viscosité lors de la production de jus et de
vins; on peut &galement l'utiliser comme agent de déshydra~
tation (3 savoir un agent de décomposition de polysaccha-
rides et par conséquent de lib&ration de l'eau liée 3
1'intérieur de la structure polymére des polysaccharides)

dans le traitement de v&gé&taux.
Un cinquidme aspect de la présente invention concer-

ne l'utilisation d'une SPS-ase ou un proc&dé de décomposi-
tion de polysaccharides, de préférence des polysaccharides
de parois cellulaires de plantes, au moyen d'une carbohy-
drase, procédé cdans lequel on met une préparation de SPS-
ase suivant la présente invention en contact avec un sub-
strat pour ladite préparation de SPS—-ase, en un milieu
aqueux, exception faite des dé&compositions déja décrites
dans la demande de brevet danois n° 5691/81.

Alnsi, on a trouvE, suivant la présente invention,
que les pré&parations de SPS-ase sont des préparations
d'enzymes efficaces pour la liqu"faction ou la décomposi-
tion partielle ou totale de différentes substances, de
préférence des substances v&gé&tales, par exemple des fruits
et des déchets de plantes, contenant des proté&ines, de la
cellulose, de 1l'hémicellulose, (par exemple des glucannes,
du xylane, des galactanes et de l'arabanne), des gommes, de
la pectine, des lipides, de 1'inuline, des polyphénols,
de l'amidon et des alginates; elles peuvent &galement &tre
utilis&es pour des applications qui y sont apparentées,
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10
voir le tableau ci-dessous dans la description. A titre
d'exemple pour de telles applications onpeut citer toutes
les applications pour lesquelles les pectinases et cellu=
lases commerciales sont utilisées de nos jours, Différents
exemples seront donnés plus loin dans cette descriptibn.

En ce qui concerne le procédé d'extraction
(d'isolation) décrit dans l'exemple 2, par exemple, il faut
noter que la préparation de SPS-ase est essentiellement
exempte de proté&inase, &tant donné que le produit final
désiré, 2 savoir la prot&ine, serait décomposé& dans le cas
contraire. De méme, si l'on désire extraire (isoler),
d'une substance biologique brute, des substances biologi-
ques différentes de la protéine, la préparation de SPS-ase
utilis&e sera essentiellement exempte de toute enzyﬁe
dégradant cette autre substance biologique. Une telle
préparation de SPS-ase modifife peut &tre produite par
inactivation sélective de 1'enzyme indé&sir&e, par fraction-
nement ou par un autre proc&dé connu en soi.

Ainsi, un mode d'exécution préféré de la pré&sente
invention est caractérisé en ce que la composition est
accompagnée par l'isolation ou l'extraction d'une substance

tales apparentées d'une substance biologique brute, la
préparation de SPS-ase &tant essentiellement exempte de
toute enzyme capable de décomposer ladite substance biolo-
gique.

Suivant la pré&sente invention, on a donc trouvé
que les préparations modifiées de SPS—ase (modifiées dans
le sens qu'elles sont essentiellement exemptes d'enzymes
capables de décomposer la substance biologique 3 extraire
ou d isoler) sont des préparations d'enzymes efficaces pour
1l'extraction (isolation) de substances biologiques spéci~-
fiques, par exemple l'amidon, les lipides, les ardmes, les
pigments et les essences de substances biologiques brutes.
Plusieurs exemples seront donnés plus tard dans cette des-

cription. ' .

biologique différente d'une protéine de soja et de protéines végé-
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Suivant un mode particuliérement préféré de la présente
invention, 1'utilisation sujvant 1'invention est caractérisse en ce
que 1'un ou plusieurs des produits de réaction (sans distinguer s'ils
sent des produits .finals recherchés cu des déchets) sont traités ults-

5 rieurement en méme temps que le traitement par enzyme ou apras celui-ci
Ceci fournit une utilisation plus flexible et pouvant &tre mieux adaptée,
Suivant un autre mode d'exécution particulidrement pré&férs
de la présente invention, l'utilisation est caractérisée en ce que le
traitement ultérieur consiste en une fermentation alcoolique dans le
10 cas od le produit de réaction est un sucre fermentable. Ainsi on
fournit un proc&dé simple et bon marché pour la production d'alcool.

Afin de mieux expliciter la nature de la présente invention,
on se xéfdrera & la description qui suit et qui est divisée en diffs-
rentes parties mmérot&es de 1 3 10 décrivant chacune les détails spé-

15 cifiques relatifs 3 la présente invention, ILes différentes parties
sont comme suit:

1. Préparation du SPS.

2. Caractérisaticn du SPS, en particulier la distribution
du poids moléculaire de celui-ci.

20
3. Essais prouvant la différence entre SPS et APS.
4. S€lection de microorganismes produisant de la SPS-ase.
S. Caractérisa'tion de certains microorganismes formant de
la SPS-ase.
25

6. Description générale de la technique de recouvrement
assocciée 3 des immunoélectrophargses.

7. Caract&isation immnoglectrophorétique de la SpS-ase
avec un anticorps polyspécifique et recouvrement.

30 8. Purification d'une préparation de SPS-ase.

9. Dépendance de l'activité 3 1'&gard du pH et de la tem-
pérature et stabilité d'une SPS-ase.

10. Détermination de l'activité enzymatique.

2 enY wu e e e———— o Gt Bttt s ¢ mmpemrw 4 o e -
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PARTIE l.

PREPARATION DU SPS.
Comme d&ja mentionné précédemment, la substance

de départ pour la préparation du SPS peut &tre la rémanence
de soja. C'est pourquoi, on décrira d'abord la préparation
d'une rémanence de soja.

‘La rémanence de soja est une fraction d'hydrate
de carbone exempte de protéines (qui, en pratique, peut
contenir de faibles gquantités de lignine et mati&res miné-
rales), contenue dans la farine de soja dégraissé&e et
décortiquée, ladite fraction d'hydrate de carbone &tant
insoluble .dans un milieu aqueux 2 pH 4,5 et pouvant étre
préparée de la mani2re suivante, en référence au tableau
synoptique n° 1.

La farine de soja dégraissée (Sojamel 13 de
Aarhus Oliefabrik A/S) est mise en suspension dans de l'eau
désionisée a 50°C dans un proportion pondérale de farine de
soja 3 1'eau de 1:5, dans un réservoir contenant un &jui-
pement de stabilisation de pH et de température; On régle
le pH & 8,0 au mbyen de NaOH 4N (I). On effectue une
hydrolyse 3 pH stationnaire aw moyen d'ALCAIASE 0,6 L (une
enzyme protéolytique & base de B. licheniformis ayant une
activité de 0,6 unités Anson par gramme, 1'activité étant
déterminée suivant la méthode Anson, comne décrit dans NOVO
ENZYME INFORMATION IB No. 058 e-GB) . Le rapport enzyme/
substrat correspond 3 4 % de la quantité de protéines dans
la farine de soja (II). Aprés une hydrolyse pendant une
heure, la boue est séparée par centrifugation (III) et on
lave (IV), cette opération &tant effectuée deux fois (V, VI,
VII). La boue ainsi traité&e est ensuite hydrolysée une fois
de plus pendant une heure au moyen d'ALCALASE 0,6 L (VIII,
IX), de manidre similaire & ce qui a été dit ci-dessus.
Ensuite la boue séparée par centrifugation (X) est lavée
deux fois (XI, XII, XIII, XIV), la boue finalement lavée (6)
étant s2chée par pulvérisation (XV). La poudre ainsi
produite, séchée par pulvérisation est la rémanence de soja
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servant de matériau brut pour la production de SPS.

Le SPS est la fraction soluble a l'eau de poly-
saccharide qui est cbtenue par un traitement classique de
la rémanence de soja susmentionn&e avec de la pectinase.

Le SPS est préparé de la manidre suivante au moyen des 14
&tapes réactionnelles indiquées ci-dessous, en référence au

tableau synoptique n°® 2.

1. On détermine la teneur en matidre sache de la ré&manence
susmentionn&e et on dilue la rémanence de soja dans de
1l'eau 3 raison de 2 % de matilre séche et ladite
rémanence de soja est maintenue en suspension 2 50°C
dans un réservoir comportant un raglage de température.
On régle la valeur du pH 4 4,50 au moyen de NaOH 6N.
On ajoute en une guantité de 200 g/kg de matiére séche
du Pectinex Super concentré L (pectinase commerciale de
la Schweizerische Ferment AG, Bile, Suisse) présentant
une activité en pectinase de 750.000 MOU, d&terminée
suivant le feuillet "Determination of the Pectinase
units of Apple Juice (MOU)" du 12.6.1981, disponible a
la Schweizerische Ferment AG, Bdle, Suisse et on
ajoute é&galement en quantité de 20 g/kg de matiére
sache du Celluclast 200L (cellulase commerciale
décrite dans le feuillet NOVO enzymes, information sheet
B-153 e~GB 1000 juillet 1981, disponible chez NOVO

INDUSTRIE A/S,
4. Le contenu du réservoir est naintenu 3 50°C pendant 24

w [t

heures en agitant.

5. Les enzymes sont inactivées en augmentant le pH 39 v0

au moyen de NaOH 4N. Le mélange réactionnel est main-

tenu tellquel pendant 30 minutes et le pH est ensuite
raglé 3 4,5 au moyen de HCl 6N.

6. Le mé&lange réactionnel est centrifugé et on récupére le
produit de centrifugation ainsi que la boue.

7. Le produit de centrifugation de 1'étape 6 subit une
£iltration de contrdle sur un filtre presse (le filtre
est lavé 4 l'eau avant la filtration de contrdle).

8. Le filtrat de contrble est soumis 2 une ultrafiltration

Y
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2 une diafiltratidn et ensuite encore i une ultrafiltra- §
tion sur une membrane présentant une valeur de coupure '
de 30.000. (DDS GR 60-P de De panske Sukkerfabrikker),

en ayant recours aux paramdtres suivants :
1. Ultrafiltration correspondant a une concentration de
volume de 6. '
. 2. Diafiltration jusqu'd@ ce que le pourcentage en ‘
matidre séche dans le perméat soit &gal 20 {~0° Brix),
3. Ultrafiltration jusqu'a environ 15 § de matiére séche ?

dans le concentrat.
La température est de 50°C, le pH est de 4.5 et la
pression moyenne de 3 bars.
9. Le concentrat sounis 3 l'ultrafiltration est refroidi
jusqu'd 5°C et on ajoute un volume &gal d4'é&thanol a 96 %.
10.0n récupére le précipité au moyen d'une centrifugeuse.
1ll.Le précipité est lavé deux fois par de 1'é&thanol dans
l'eau 3 50 % v/v, correspondant au volume du produit de
centrifugation de 1'é&tape 10, c'est-ad-dire qu'on effectue
deux centrifugations. |
12.Le précipité Javé est remis en solution dans l'eau en un
volume gui correspond au volume de concentrat de l'&tape
9 soumis 3 ultrafiltration.
13.Le liquide de l'étape 12 est soumis & une filtration de
contrdle sur un filtre de vexre.
14.Le filtrat clair contenant du SPS pur est lyophylisé&. -
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TARLEAU SYNOPTIQUE N° 1

' H j ' =8
Farine de soja dégraisiée H%o NaOH jusqu'd pH
M&lange d'hydrolyse I
5 Alcalase 0, 6L L
(E/S=4%) > Hydrolyse 1 heure avant déchargement 11
pH-stat (pH = 8, T = 50° C)
NaoH 41 produit de
lére centrifugation III "™ centrifug.l
10 i hoge 1 rs décharg
H2° L > ler lavage IV
y
produit de
2e centrifugation V P centrifug?
15
H 0 — 2e lavage VI
Y
X oduit de
3e centrifugation VII entrifug. 3
Y boue 3 vers décharge
20 70 Nouveau mélange d'hydrolyse RLIL
NaOH jusqu#3 pH = 8 y
Hydrolyse 1 heure avant d&chargement IX
pH=stat (pH = 8.0, € = 50°C)
oduit de
25 NaOH 4 N | 4e centrifugation X _%ntrifug? 4
ALCALASE 0, 6L Y boue 4 Vers décharge
H20 i ler lavage XTI
1
produit de
30 Se centrifugation XII[™ Pcentrifug.5
L] boue 5 vers décharge
Hzo — 2e lavage XTII"
Y
a;oduit de
35 6e centrifugation IV centrifug.6
17 boue 6 vers décharge
séchage par pulvérisation[xv
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TABLEAU SYNOPTYQUE N° 2
S
1000 g Pectinex Super Conc.L 5 kg rémanence séchée
Celluclast 250 S + ; par pulvérisation
247 1 320 — Décompositigzﬁﬁiagzctinase et 1, 2, 3, 4,5
10 _iDiC.._.an 4,5; = 24 henres |
N B
Centrif+ugat10n ﬁg’h 6
Filtration de contrdle 7
15 ltrafil diafil
Ultrafiltration, diafiltration,
" 24 1 de per-
— ultrafiltration i
18 1 B0 (GR 60 P) (193 26 ° C ) meat
Y
surna t
51 —»{ précipitation (;lwm)’ 9
. charge
20 62H50H as0% ‘ g
produit de cexg:_rifuqation
Centrifugation 10
‘ précipité
2 x produit de
25 L—2.x lavage centrifugation 11
précipité
21H,0 —® Redissolution 12
Boue de grotéins
30 Filtrationfe contrdle (Gécharge) 13
Lyophilisation
35 l

310 g de SPS lyophilisé
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PARTIE 2
CARACTERISATION DU SPS, EN PARTICULIER DISTRIBUTION DU

POIDS MOLECULAIRE DE CELUI-CI.

On a déterminé& (fig. 4), la distribution du poids
moléculaire du SPS dont la production est effectufe comme
indiqué dans ce mémoire, au moyen d'une chromatographie sur
gel dans un &quipement HPLC (pompe Waters, modéle 6000, |
module de données 730 de Waters et ré&fractométre R 401 de
Waters). On a &galement déterminé (fig. 5) la distribution
du poids moléculaire des produits de décomposition du SPS
par la SPS-ase suivant le méme proc&dé. En outre, on a montré
pa la méme méthode, l'effet de liaison entre la protéine de
soja et 19: SPS (fig. 6) et l'absence de l'effet de liaison

entre la protéine de soja et le SPS décomposé par l'agent

suivant 1l'invention (fig. 7).
La courbe de calibrage (le logarithme du poids moléculaire en

fonction de Rf, ou la valeur Rf pour le glucose est arbitrairement

définie comme €tant 1 et ol la valeur R d'un dextrane spécifique est
définieen tant que temps de rétention de ce dextrane divisé par le temps
derétention du glucose) aété établie au moyen de plusieurs dextranes

étalons ayant des poids molé&culaires connus (T 4, T 10,T 40,
T 70, T 110, T 500) vendus par Pharmacia Fine Chemicals AB,
Bolte 175, S$-~75104, Uppsala, Sudde. On a trouvé la valeur
Rf pour le maximum de chaque pic de dextrane et le poids
mol&culaire correspondant a (té calculé en tant quéﬁ%’.ﬁh
ol Mw est la valeur moyenne pondérale du poids mol&cu-
laire. et Mn est la valeur moyenne numérique du poids molé-
culaire. On a utilisé du NaNo3 0,1 M comme Z2luant pour ce
processus chromatographique. Les colonnes utilisées dans
ce processus chromatographique sont la colonne PW 5000 de
60 cm suivie par une colonne PW 3000 de 60 cm vendues par
Toyo Scda Manufacturing Co., Japon. On a établi la relation
entre le poids molé&culaire et la valeur Rf pour les
dextranes indiqués ci-dessus de cette maniére, cfr. fig. 3.
A partir de la fig. 4, on peut calculer gque le
SPS présente une distribution de poids moléculairg qui est

————— e s
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caractérisée par une valeur M d'environ 5,4 x 105 et par
une valeur M d'environ 4,2 x 10 Il apparalt &galement
dans cette igure que le chromatogramme présente deux pics
distincts 3 un temps de rétention de 34,5 minutes (6 %)
correspondant & un poids molé&culaire d'environ 5 x 106 et
d un temps de rétention de 47,12 minutes (67 %) correspon=-
dant 3 un poids moléculaire d'esviron 4,9 x 104. Il
apparalt &galement de cette courbe gu'il =xiste un &paule-
ment entre ces deux pics 3 un temps de ré&tention de 41,25
minutes (27 %) correspondant 3 un poids moléculaire de 2,8
X 105.

-Aprés la décomposition du SPS par la SPS-ase, le
mélange d'hydrolyse a &té £iltré sur membrane et le filtrat
a été soumis 3 la chromatographie. On a trouvé qu'environ
55 % du SPS est décomposé en monosaccharide, disaccharide
et trisaccharide et gue le ré&sidu de 45 & a &té& décomposé
en un polym@re présentant trois pics correspondant au poids

moléculaires suivants : § x'104, 104 et 4,4 x 103, cfr fig.

5.
Dans le but de démontrer l'effet de liaison entre la pro-

téine de soja et le SPS et la r&duction substantielle de
l'effet de liaison entre la protéine de soja et le SPS
d&ccmposé au moyen de la SPS-ase, on a effectué les essais
suivants.

3 % de SPS dans un tampon acé&tate 0,10 M 3 pH 4,5
est ajouté 3 une boue d'un isolat de soja (Purina E 500)
afin de générer une suspension Présentant le rapport isolat/
SPS correspondant 3 10:1. On fait incuber cette suspension
pendant 18 heures dans un bain agité 3 50 ° C. Aprés
incubation, la suspension est centrifugée et le surnageant
clair est analysé par HPLC comme dScrit précédemment. En
comparant la fig. 6 2 la fig. 4, il apparait que le SPS est
complétement adsorb& sur 1'isolat de soja.

Le méme processus gue celui mentionné dans le
paragraphe précédent est mis en oeuvre avec une solution 2
3 % de SPS hydrolysé avec une SPS-ase produite par CBS
101.43 (fig. 7). En comparant la fig. 7 et la fig. 5, on
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constate qu'aucun composé du SPS hydrolysé présentant un

poids molé&culaire inférieur 3 104 n'est adsorbé sur l'iso-

lat de soja. L'hydrolyse réduit la liaison quantitative

jusqu'd environ 10 & 15 % par rapport 3 la liaison du SPS 3
5 la protéine de soja.

Une analyse RMN du SPS, dont la production est
effectuée comme indiqué dans ce mémoire, révéle la composi=
tion approximative suivante du SPS :

1) acide a-galacturonique en une guantité d'environ 45 %,
10 approximativement 40 % de la gquantité totale d'acide
a-galacturonique &tant présents en tant qu'ester
méthylique.
2) rhamnopyranose en une quantité d'environ 20 &,
3) galactopyranose en une quantité 4'environ 15 %, et
15 4) B-Xylopyranose en une quantité d'environ 20 %,

Les constituants semblent &tre présents suivant une
structure comprenant une chalne principale rhamnogalacturo-
nique et des chaines latérales de xylose et de galactose.

L'hydrolyse acide compléte du SPS {8 heures dans

20 H2804 IN) et l'analyse TLC ultérieure ont révélé qu'il y a
Sgalement de faibles quantités de monosaccharides fucose et
arabinose dansle SPS hydrolysé.

Une analyse HPLC du SPS décomposé par le complexe
d'enzymes SPS-ase formé par CBS 101.43 montre une inmportante

25 réduction du poids moléculaire. De manidre semblable, le
spectre RMN du SPS d&composé& comme indiqué ci~dessus montre
qu'une majeure partie des groupes ester a disparu et
que, également, la teneur en xylose et galactose dans la
substance 3 poids mol&culaire plus &levé a diminué. Le

30 spectre RMN de la partie du produit de d&composition de SPS
qui précipite par addition.d'un volume 4'é&thanol i un volume
de produit de dé&composition de SPS est semblable au spectre
RMN du SPS qui a subi les modifications susmentionnées con-
cernant les groupes ester et la teneur en xylose et galactose.

-l e
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PARTIE 3
ESSAIS PROUVANT LA DIFFERENCE ENTRE SPS ET APS

On a prépar€ le APS comme mentionné dans Agr.
Biol. Chem., Vol. 36, No. 4, p. 544 - 550 (1972).

on a ensuite hydrolysé& ce polysaccharide et le
SPS avec différentes enzymes , puis on a soumis le

mélange de décomposition & une chromatographie sur gel par.

un éguipement HPLC, comme mentionné dans la deuxiéme
partie, "Caractérisation du SPS, en particulier la dis=
tribution du poids moléculaire de celle-ci”.

Plus précis&ment, on a effectué l'hydrolyse par
un traitement d'une solution de 25 ml de 2% de APS ou de
2 $ de SPS dans un tampon acétate 0,1 M ayant un pH de
4,5 par 10 mg de KRF 68 ou 30 mg de Pectolyase  KRF 68
est une préparation de SPS-ase dont la fabrication est
décrite 2 1'exemple 1. Les résultats sont repris dans le
tableau suivant :

Polysaccharide| Enzyme | Chromatogramme Polysaccharide
HPIC sur gel Décamposé | Nen dEcomposé
APS Pecto~ fig. 8 bl
lyase
APS KRF 68 fig. 9 X
SPS __  |Pecto- |  fig. 10 . X
lvase
SPS KRF 68 fig. 5 X
PARTIE 4.

SELECTION DE MICROORGANISMES PRODUISANT DE LA SPS-ASE.

Le microorganisme a tesfer est soumis a une
incubation sur un substrat incling d'agar présentant une
composition qui permet la croissance du microorganisme.
Aprds une croissance initiale sur le substrat incliné
d'agar, le microorganisme est transfér& dans un substrat
principal liquide dans lequel la source de carbone princi=
pale est le SPS (préparé comme indiqué), dans lequel la

(A e e e e e at i Arera e v GRS & mtere 11 - s smao ..
ok LT - v o
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source d'azote est du NO3-, NH4+, de l'urée, des acides
aminés libres, des protéines ou d'autres composés conte-
nant de l'azote et qui contient en outre, un mélange de
sels nécessaires et de vitamines, de préférence sous forme
d'un extrait de levure. La composition du substrat prin-
cipal dépend du genre du microorganisme, la considération
principale consistant en ce que le substrat principal est
capable de supporter la croissance et le métabolisme du
microorganisme. Lorsque la croissance a eu lieu pendant
une durée adéquate, de l'ordre de 1 & 7 jours, en fonction
de la vitesse de croissance du microorganisme en question,
on analyse un &chantillon du bouillon de culture pour la
détermination de la SPS-ase suivant la détermination enzy-
matique de la SPS—-ase décrite dans cette description ou
suivant toute autre détermination de SPS-ase adaptée 3 des
utilisations spécifiques de la SPS-ase différentes de
l'utilisation en tant que composant d'un agent de décompo-
sition de la rémanence de soja.

_ Afin d'avoir une technique plus sensible pour la
détermination de 1'activité enzymatique, on peut abaisser
la température & 40°C et on peut augmenter le temps dfincu-
bation & 20 heures pendant la détermination de l'activité
de SPS~ase, des antibiotiques pouvant &tre ajoutés au
substrat dans le but d'éviter une infection.

Par cette technique, on peut trouver d'autres microorganis-
mes produisant de la SPS-ase appartenant au genre Aspergillus ainsi
qu'd d'autres genres.

PARTIE 5
CARACTERTSATION DE CERTAINS MICROORGANISVES FORVANT DE LA SPS-ASE

Par la technique de sélection pour des microorga-
nismes produisant de la SPS-ase indiquée dans ce mémoire
descriptif, on a trouvé que les microorganismes cit&s dans
la partie supérieure du tableau suivant sont des producteurs

de SPS-ase. Ile tableau contient &galement une souche appartenant 2
l'espece Asp. japonicus qui n'est pas un producteur de SPS~ase
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ﬁzogggfgg Espéces DE&nomination Premier
de la Dé&nomination dépdt :
Asp JAsp. R
oui | Non [japo acupél.é- demanderesse officielle année
icudatns :
X x A 805 CBS 101.43 ; DSM2344 | 1943
x x A 1443 IFO 4408 ; DSM2346 | 1950
X X A 1384 ATCC 20236 ; DSM2345 | 1969

Une identification courte des souches indiquées
ci-dessus peut &tre trouvée dans les catalogues de culture

suivants :
List of Cultures 1978, Centraalbureau voor

Schimmelcultures, Baarn, Pays-Bas.

List of Cultures, 1972, 5& &dition, de
1'"Institute for Fermentation" Osaka, 17-85, Juso-honmachi
2-Chome, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japon.

The American Type Culture Collection Catalogue of
Strains I, 14& &dition 1980, 12301 Parklawn Drive,

Rockville, Maryland 20852, Etats-Unis d4d'Amérigue.

Toutes les souches du tableau indiqué ci-dessus ;
correspondent &troitement 3 la description taxonomique des |
espéces Asp. japonicus et Asp. acul&atus décrites dans
"The genus Aspergillus" de Raper and Fennell, 1965, voir

. particuliérement les pages 327 2 330.

PARTIE 6
DLSCRIPTION GENERALE DE LA TECHNIQUE DE RECOUVREMENT

ASSOCIEE A DESIMMUNOELECTROPHORESES.

On a développé un procédé dénommé technique de
recouvrement de top-agar pour identifier les composants
individuels d'un complexe d'enzymes par immunoelectrophordse
croisée au moyen d'un anticorps polyspé&cifique pour tous les

35 ccmpbsants d'enzyme du complexe d'enzymes. Le procédé est
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basé sur le fait que les enzymes sont encore actives apreés
la liaison spécifique entre l'enzyme et 1'anticorps ou,
exprimé de manidre différente, le procééé est basé sur le
fait que le site enzymatique actif  n'est pas identique
au site de la liaison enzyme-anticorps. Les complexes
enzyme-anticoxps précipitent en tant qu' arcs distincts
dans le gel pendant 1'&lectrophorgse. La plaque de gel est
recouverte avec du SPS soluble dans du top-agar. Aprés
chauffage 3 45°C pendant 20 heures dans une atmosphére
ayant une humidité relative de 100 %, 1'arc qui posséde une
activité de SPS-ase apparalit en tant que zone claire dans
la couverture de SPS aprés précipitation par un mélange de
parts &gales en-volure d'é&thanol et d'acétone, lorsqu'on
regarde du dessus contre ur fond noir. Les arcs qui ne présen~
tent pas d'activité SPS—ase restent invisibles.

PARTIE 7.
CARACTERISATION IMMUNOELECTROPHORETIQUE DE LA SPS-ASE AVEC

UN ANTICORPS POLYSPECIFIQUE ET RECQUVREMENT.

On a immunis& des lapins par le complexe
d'enzymes contenant la SPS-ase obtenu par fermentation de
Aspergillus aculéatus CBS.101.43, comme indiqué dans
l'exemple 1 (KRF 68) et on a xécupéré 1'anticorps polyspé-
cifique d'une mani2re connue en soi. Au moyen de cet
anticorps polyspécifique on a effectué une immunoélectro-
phorése crois€e du complexe d'enzymes cobtenu par
fermentation de 1'Aspergillus aculeatus CBS 101.43, comme
indiqué & 1'exemple 1 (KRF 68), 1' immuno&lectrophorése
croisée ayant &té décrite dans N.H. Axelsen et autre, "A
Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis", €eme &dition
1977. On se référe a la fig. 11 qui montre les arcs
correspondant aﬁx différentes protéines produites par le
microorganisme. On a trouvé, au moyen de la technique de
recouvrement de top-agar décrite précédemment, que la surface
hachurée C6rrespond d la Sps-ase.

\
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Si l'hypothé&se susmentionnée supposant que la
SPS-ase consiste.en au moins deux enzymes est correcte,
la surface hachurée est la surface dans laquelle se .
trouvent toutes les enzymes responsables de l'activité de
5 SPs-~ase. Si, suivant d'autres modes d'exécution de la
présente invention, on peut séparer des enzymes par
immuno&lectrophorése de telle manidre gu'elles ne couvrent
aucune surface mutuelle, on peut encore identifier une
partie de l'activité de SPS-ase au moyen d'immunoélectro-
10 phoré&se avec un recouvrement avec & la fois le SPS et une

pectinase commexciale.

PARTIE 8.
PURIFICATION D'UNE PREPARATION DE SPS-ASE.

15 On a effectu& la purification de la préparation
de SPS-ase KRF 92 (voir exemple 1) par échange d'ions.
Le tampon est le Tris 50 mMolaire (tris-hydroxyméthylamino-
méthane) qui est réglé 2 pH 7 au moyen de HCl. La colonne
est une colonne K 5/30 vendue par Pharmacia, Sué&de. La

20 substance d'&change d'ions est du DEAE-trisacryl vendu par
LKB, Bromma, Sudde (300 ml). La vitesse de passage est de
100 ml/heure.

On a dissous 15 g de la préparation de SPS-ase

KRF 92 dans 450 ml de H,O at 6°C et toutes les opérations

25 indiquées ci-dessous ont &té effectudes entre 6 et 10°C.
On régle le pH 3 7,0 au moyen de Tris 1 Molaire. La
colenne a &té équilibré&e au moyen du tampon et on a ensuite
introduit l'&chantillon de SPS-ase dans la colonne. On a
mesuré OD280 et la conductivité de 1l'é€luat; voir a

30 la fig. 12. La fraction 1 correspond 3 l'&luat qui n'est
pas 1ié 3 la substance d'échange d'ions. Ensuite la
colonne a &t& lavée avec 2000 ml de tampon, ce qui donne la
fraction 2. On a ensuite &tabli un gradient de NaCl 0-500
mMolaire ce qui donne les fractions 3 - 9. lLes neuf

35 fractions ont été concentr&es 3 200 ml et ont &té dyalisées
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contre 1'eaudune conductivité de 2msi par dialyse (Hollow
Fiber DP 2 de Amicon, Massachussetts, U.S.A.). Ensuite
les neuf fractions ont &té lyophilisées. Uniquement les
fractions 1 et 2 présentaient une activité de SPS-ase.

La fraction 1 a été purifiée ultérieurement par
une filtration sur gel. On a dissous 1,5 g de la fraction
1 dans 10 ml d'acétate de sodium 50mMolaire ayant un pH de
4,5 ( KC1 500 mM ). La colonne est une colonne de 2,5
% 100 cm de LKB.. La substance servant 3 la filtration sur
gel est le Sephacryl §=200 de Pharmacia, Sugde. La vitesse
de passage est de 30 ml/heure. Les fractions contenant des
substances ayant un poids moléculaire compris entre 70,000
et 100.000, calibr&es avec des prot&ines globulaires,
contenaient un complexe d'enzymes désigné par facteur G qui
ne peut décomposer le SPS lorsque l'on pratique l'essai
suivant le test qualitatif d‘agar.; cependant, le SPS est
décomposé suivant le test qualitatif d’agar lorsgue 1l'on
mélange le facteur G avec une pectinase. On a trouvé que
le facteur G est capable de séparer le galactose, le
fucose et certains acides galacturcniques du SPS ; mais
le produit de dé&composition principal suivant l'analyse
HPLC est un produit 3 poids moléculaire élevé ressemblant

tras fort au SPS.

PARTIE 9.
DEPENDANCE DE L‘'ACTIVTE A L'EGARD DU pH ET DE LA TEMPERA- .

TURE ET STABILITE D'UNE SPS-ASE

La fig. 13 montre 1l'activité en fonction du pH
de la préparation de SPS-ase KRF 68. De pH 2,7 a 3,5 0n
a utilisé& un systéme de tampon & 1' acide formique =t de pH
3,7 32 5,50n a utilisé un systéme de tampon a 1l'acétate.

La fig. 14 montre 1' activité en fonction: de la
température de la préparation de SPS-ase KRF 68.

.La fig. 15 montre la stabilité thermigue de¢ la
préparation de SPS-ase KRF 68.
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PARTIE 10
DETERMINATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE.
Le tableau repris ci-dessous donne un apergu
des différentes déterminations de 1'activité enzymatique
S relevant de la présente invention.

Définition de 1l'unité d'activité
et description de la d&termination de
l'activité enzymatique
10
Genre
d'activité, [Publique- |D&crit plus
désignation|ment loin dans ce
Enzyme |abrégée disponible|mémoire Référence
15| SPS-ase |SPS-ase X
Solubi ~
lisant la SRU X 1
ré&manence
SRUM=-120 X
Protéase [HUT X
20 Cellulase C:x X 2
PU X 3
PGE X 4
Pectinase (UPTE X 5
25
‘ PEE X b
Hemicellu=VHCU X 7
lase
Les références indiquées dans la dernilre

| 30 .colonne Qu tableau susmentionné& sont détaillées dans le
tableau suivant.
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| Les r&férences peuvent Etre cbtenues |

de NOVO IN-|de Schwei-|dans une
DUSTRI A/S |zerische |biblio-
NOVO Allé&, {Ferment AG]théque
-12880 Bags~ |Bdle,Suisse

5| RéfJIdentification de la vee rd,
N°® |[référence [pDanemark
1 Analyseforskrift
AF 154/4 du01-12-1981 X
Analytical Biochemis-—
10 try, 84, 522 a 532 X
(1928)

Analytical method
AF 149/6-GB du 25-05-1981 X

Détermination of Pec-
tinase Activity with x

15] 3 |Citrus Pectin (PU)
du 23-02-107¢

Viskosimetrische Po-
lygalacturonase-Be=- %
stimmung (PGE) du
10-~11-1977

Bestimmung der Pectin-
5 |transeliminase (UPTE/ x
g) du 24-09-1975

Determination of the
Pectinesterase acti- x
vity (non daté) portant
les initiales WA/GW

20

25

7' Analytical method
AF 156/1-GB b 4

En ce gui concerne 1la d‘étermination de 1l'activi-
30.té de cellulase, il est 3 noter que l'analyse a &té effec-
tuée comme indigqué dans AF 149/6-GB et que les prinvipes
de détermination sont expliqués dans Analytical Biochemis-

try.

35
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" A. DETERMINATION ENZYMATIQUE DE SPS-ASE.

La détermination enzymatique de SPS—-ase est

" effectuée en deux &tapes, c'est-i~dire un essai qualitatif

10

20

25

30

35

sur plaque d'agar et une détermination quantitative de
1'activité SPS-ase, basée sur la mesure de la quantité
totale de sucres lib&rée. Si l'essai qualitatif sur plaque
d'agar est négatif, 1l'activité SPS-ase est nulle quelle
que soit la valeur provenant de la d&termination quanti-
tative de l'activité en SPS-ase. Si l'essal qualitatif sur
plaque d'agar est positif, l'activité en SPS-ase est &gale
3 la valeur provenant de la détermination quantitative de
l'activité en SPS—-ase.

I. Essai qualitatif . sur plaque 4'agar.

On a préparé une plaque de SPS-agar de la manidre
suivante, On a prépaxré un tampon (B} en amenant de
1*'acide acétique 0,3 M 3 pH 4,5 au moyen de NaOH 1IN.

On dissout 1 g de SPS dans 20 ml de B. On mélange 1 g
d'agarose (HSB Litex) avec 80 ml de B et on chauffe
jusqu'au point d'Sbullition en agitant. Lorsque 1°aga-
rose est dissoute, la solution de SPS est lentement
ajoutée. La solution qui én résulte 3 1 & SPS-agarose
est disposée dans un bain d'eau 2 60°C. Les plaques
sont ensuite coul&ées en versant 15 ml de la solution a
1 % de SPS-agarose sur une plaque en verre horizontale
ayant les dimensions de 10 cm x 10 cm. Ensuite -

on estampe 9 "pui’Es" dans la couche solidifige de
SPS-agarose 3 une distance de 2,5 cm. Dans chaque
puits on introduit 10 ul d‘une solution & 1 %de la pro-
téine d'enzyme & testexr en'ce qui concernel'activité en
SPS-ase. On fait incuber la plaque pendant 18 heures &
50°C et 3 une humidité& relative de 100 %. Ensuite 1eSPS
.1on encore décamposé est précipité par une solution 3 parts
&gales en volumesd'é&thanol et d'acétone., L'essai de
la SPS-ase sur plaque d'agar est positif pour un
&chantillon placé dans un puits spécifique si une zone

]
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annulaire claire apparait autour de ce puits.

II. DETERMINATION QUANTITATIVE DE L'ACTIVITE DE SPS—ase,
Le but de cet essai est de déterminer les
activités enzymatiques qui sont capables de décomposer

- le SPS d'une telle fagon. que les produits de décompo=
sition'présentent une affinit& 3 l'adsorption ou & la
liaison de prot&ine de soja fortement réduite ou ne
présentent pas daffipité:a 1'adsorption ou & la liaison
de protéine de soja. Des essais ont montré que la
partie des produits de décomposition de SPS qui n'est
pas précipitée par le mélange de parts &gales en volumes
d'eau et d'éthanol ne présente aucune affinité 2 1'ad-
sorption ou & la liaison & la protéine de soja.

La détermination de la SPS-ase est bas€e sur une
hydrolyse du SPS dans des conditions standard suivie
par uné précipitation de la partie de SPS qui n'a pas
&té hydrolys&e par l'éthanol. Aprads la précipitation,
la teneur en hydrate de carbone qui n'est pas précipitée
est déterminse par une analyse guantitative pour le
sucre total (suivant AF 169/1, disponible chez NOVO

INDUSTRIE A/S, 2880 Bagsvasrd).
Les conditions standard sont :

Température : 50°C |
PH : 4,5

Temps de ré&action : contrdle pendant 210 minutes
uniquement avec le substrat, suivi par 2 minutes
1'enzyme &tant additionnée.

Temps de ré&action : valeur principale 212 minutes .
L'&quipement comprend :

Bain d'eau agité thermostatisé a 50°C.
Agitateur Whirlimixer .
‘Centrifugeuse

Un bain d'eau glacé.

Les réactifs comprennent :
'Tampon : acide acétique 0,6 M dans 1l'eau

o ——————— - = = %S
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déminéralisée (a) et NaOH 1,0 M (B)'o'

Substrat :la valeur pH de 50 ml de a est '.
réglée i 4,5 au moyen de b, ensuite
on ajoute 4,0 g de SPS et aprés disso
lution de celui-ci, le pH est réglé
une nouvelle fois 3 4,5 et le volume
est port& 3 100 ml au moyen d'eaun
désionisée.

RSactif d'arrét :Ethanol absolu.

Une unité d'activité SPS-ase (SAE ou SPSu) est
définie comme l'activité SpPS-ase qui lib&re '

une quantité d'hydrate de carbone soluble dans de
1'éthanol 3 50 ¢ &quivalente 3 1 mole de galactose par
minute, dans les conditions standard susmentionnées.

M2me si la partie initiale de la courbe standard

de l'enzyme est une ligne droite, il faut noter qu'elle

n'intersécte pas le point (0,0).

B. DETERMINATION ENZYMATIQUE DE L'ACTIVITE SOLUBILISANT
LA REMANENCE EXPRIMEE EN SRUM 120.

Principe.
Dans le procé&dé pour la détermination de 1'acti-

vité d"hydrolyse, lapartie insoluble de la farine de
soja dégraissée, déprotéinis&e et dé&cortiquée est
hydrolysée dans des conditions standard. La réaction
de l'enzyme est arr&tfe avec un réactif d'arxét - et la
fraction insoluble est sé&parée par filtration. ILa
quantité de polysaccarides dissous est déterminé&e par
spectrophotométrie aprds une hydrolyse acide suivant
AF 169/1, disponible chez Novo Industxi A/S, 2880

Bagsvee rd.
Les carbohydrases présentant une activité& endo

ainsi que celles pré&sentant une activit& exo sont
déterminées suivant le procédé.

Le substrat faisant partie de cette déterxrmina-
tion enzymatique est identique au substrat de la
rémanence décrit pour la m&thode SRU., Le substrat est
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.dissous sous forme d'une solution i 3 % dans le tampon au citrate

incéiqué ci-dessous :

Tampon au citrate-phosphate 0,1 N de pH 4,5

8,12 g d'hydrogéne-phosphate disodique bihydraté {Merck
Art 6580)

Amené 3 1 litre par de l'eau déminé&ralisée

PH 4,5 + 0,05

Stable pendant 14 jours.

Le réactif d'arrét pré&sente la compesition suivante :
100 ml de NaOH 0,5 N

200 ml d'éthanol & 96 %

A garder dans un réfrigérateur jusqu'au moment de
l'utilisation.

Conditions standaxrd :

Temperature : 50 °C
pH : 4,5
Temps de réaction, &chantillon :120 minutes

" " , 4 blanc : 5 minutes

20 péfinition de 1l'unité :

Une unité d'activité solubilisante la rémanence de

soja (SRUM) 120 (M pour manuel) correspond 2 la quantité
d'enzyme qui, dans les conditions de réaction données,
lib2re, par minute, des polysaccharides solubilisés

25 &quivalant 3 une micro-mole de galactose.

30

35

C. DETERMINATION ENZYMATIQUE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

MESURE HUT
Procédé pour la d&termination de protéinase dans un

milieu acide.

Le procédé est basé sur la digestion d'hémoglo-
bine dé&naturée par l'enzyme & 40°C, & pH 3,2,
perdant 30 minutes. L'hémoglobine non digérée est
précipitfe au moyen d'acide trichloracétique 3 14 %
(poids/volume) .

Tous les é&chantillons d'enzymes scnt préparés
en dissolvant celles-ci dans un tampon ac&tate 0,1M,

5,24 g d'acide citrique-monohvdraté (Merck Art 244!} |

2




§
i
;
i
!
f
;
r
4
!
i
'
¢
¢
l
f

" A St e v me s e e e e o e e

e

ARG AN CLEAACI R ol 38 ot L sl ot T T A T L o P

M

10

15

20

25

30

35

~ spectrophotométre. L'é&chantillon est lu par rapport 2

= RPN VX G IER Ty WY

32

ad pH 3,2.

Le substrat d'hé&moglobine est préparé en utili-
sant 5,0 g de poudre d'h&moglobine bovine lyophilisée,
conserv&e avec du Thiamersalate a8 1 % et 100 ml d'eau
déminéralisée qui est agitée pendant 10 minutes, avant
de régler le pH & 1,7 au moyen de HCl 0,33 N.

Apr3s une agitation ultérieure de 10 minutes, on
régle le pH 3 3,2 au moyen de NaOH 1N. Le volume de
cette solution est porté 3 200 ml au moyen 4'un tampon
acétate 0,2 M. Ce substrat d'hé&moglobine doit &tre
refroidi pour &tre gardé pendant 5 Jjours.

‘Le substrat d'hémoglobine est porté 2 température
anbiante. Au temps z&ro, 5 ml du substrat sont intro-
duits dans une &prouvette contenant 1 ml d'enzyme. Apreés i
agitation d'une seconde, l'éprouvette est mise dans un i
bain d'eau 3 40°C pendant 30 minutes. Aprés exactement ]
30 minutes, on ajoute 5 ml d'acide trichloroacé&tique a
14 % dans 1'éprouvette, qui est ensuite agitée et
portée 3 température ambiante pendant 40 minutes.

Pour l'essai 3 blanc, le substrat d'hémoglobine
est porté 2 temp&rature ambiante. Au temps zéro, on
ajoute 5 ml du substrat dans 1l'é&prouvette contenant 1
ml d'enzyme. Apréds une agitation d4'une seconde,
l'éprouvefte est mise dans un bain d'eau 2 40°C pendant
5 minutes. Aprés exactement 5 minutes, on ajoute 5 ml
d'acide trichloroacétique 3 14 % dans l'éprouvette, qui
est ensuite agitée et portée 3 température ambiante ‘
pendant 40 minutes.

Apras 40 minutes, les essais 3 blanc et les
échantillons sont agités, filtrés une ou deux fois a
travers un filtre Berzelius N°® 0, et disposé&s dans un

l'essai 3 blanc 4 275 nm en ajustant le spectrophoto-

metre ‘par rapport 3 de l'eau.
Etant donné que l'absorbance de la tyrosine &

-\
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275 nm est un facteur connu, il n'est pas nécessaire 4'éta-
blir une courbe standard de tyrosine 3 moins qu'il ne soit
nécessaire de contrdler le spectrophotométre de Beckman.
Calculs: '

1l HUT est la quantit& d'enzyme qui forme, en une
minute, un hydrolisat éguivalent en ce qui concerne 1'zbsor-
bance 3 275 nm 3 une solution de 1,10 microgramme/ml de
tyrosine dans du HCl1 0,006 N. Cette valeur de 1'absorbance
est de 0,0084. La réaction s'effectue 2 40°C, 3 pH 3,2, et

pendant 30 minutes.
- Echantillon a blanc x Volume en ml

o 0,0084 tenps de réaction en m.
" - Echantillon a blanc _ 11 _ _
Aot - 0,0084 X 35 = (E-B) x 43,65

g enzyme dans 1 ml

Un essai pour déterminer la dépendance de la sta-
hilité du pH de la prot&ase dans le KRF 68, effectus au
moyen d'une analyse HUT avec des valeurs de pEde 2,024 8,0, a
montré que la stabilit& de la proté&ase 3 PH supérieur 3 8,0
est trés faible, cfr. fig. 16.

Dans le but de mieux illustrer la pr&sente inven-
tion, on se référera aux exemples 1 3 8 suivants, dans les-
quels l'exemple 1 illustre la production d'une SPS-ase et
dans lesquels les exemples 2 3 8 illustrent 1'applicaticn
de SPS-ase 3 une substance brute 3 base de soja afin de
produire une protéine vé&gétale purifiée.' D'autres applica-
tions de SPS-ase sont indiquées dans ladite partie entre
l'exemple 8 et le tableau ré&capitulatif des. figures.

On a effectué,i l'&chelle de laboratoire, diffé&-
rentes fermentations avec les souéhes de Asp. aculeatus et
Asp. japonicus, indiquées ci-dessus. 2insi on a obtenu des

préparations qui contenaient de la SPS-ase suivant l'essai
de SPS~ase indiqué ici. Cependant, came on doit disposer de

. quantités assez grandes en SPS-ase dans le but d'effectuer des essais

35

d'application, on effectue des fermentations similaires 3 1'&chelle
d'une installation pilote, cfr. exemple 1 suivant.
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Exemple 1
Production d'une SPS-ase 3 l'Echelle d@'une

installation pilote.
On a préparé une SPS-ase par fermentatiocn
5 submergée d'Aspergillus aculeatus CBS 101.43.
On a préparé un substrat d'agar présentant la
composition suivante dans un flacon Fernbach :

Peptone Difco . 6 g
Aminoline Ortana 4 g
10 _ Glucose lg

Extrait de levure Difco ig
Extrait de viande Difco 1,549

KH2P04 Merck 20 g
Extrait de malt Evers 20 g
15 H20 déminéralisé&e jusqu'a 1000 ml

On a réglé le pH & une valeur entre 5,30 et 5,35.
Ensuite on a ajout& 40 g d'agar Difco et on a maintenu le
mélange dans un autoclave pendant 20 minutes 2 120°C (le
substrat est dénommé& E-agar).

20 La souche CBS 101.43 a &té cultiv&e sur un plan
incliné& de E-agar (37°C). 1les spores du plan incliné ont
&té mis en suspension dans du lait &crémé& stérilisé et la
suspension a &té lyophilisée dans des fioles. lLa teneur
d'une fiole lyophilis&e a &t& transvasée dans un flacon de

25 Fernbach. Le flacon a ensuite &t€& soumis 2 une incubation
pendant 13 jours & 30°C.

On a préparé& un substrat ayant la composition
suivante, dans un réservoir de fermentation de 500 litres :
CaCO3 . 1,2 kg
30 Glucose 7,2 kg
Rofec (matiére séche
d'une liqueur de mals) 3,6 kg
Huile de soja 1,2 kg
On a ajouté de l'eau de robinet jusqu'2a un volume

35 total d'environ 240 litres. On a r&glé le pH 3 environ 5,5

avant d'ajouter du Cac03. On a stérilisé le substrat dans
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le fermentateur d'inoculation pendant_ une heure & 121°C.

" Le volume final avant inoculation était &'environ 300
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litres.
La suspension de spores dans le flacon de
Fernbach a &té transférée dans le fermentateur d'inocula+.,
tion. Les conditions de fermentation de l'inoculat étaient :
Type de fermentateur : R&servoir de fermen-
tation classigue aéré et agité présentant un rapport

hauteur/diamétre d'environ 2,3.

Agitation : 300 tours/minute (2 hé&lices de turbine)
_Agération : 300 litres N'd'air/minute

Tempéréture * : 30 331 °C

Pression : 0,5 atmospére relative

Temps ; Environ 28 heures.

Environ 28 heures apres l'inoculation, on a
transféré 150 litres du ferxmentateur d'inoculationvers le

réservoir de fermentation principal.
On a préparé un substrat ayant la composition

suivante dans un réservoir de fermentation principal de

2500 litres :
Farine de soja grillée : 90 kg
KH,PO, ® : 20 kg
Pluronic 2150 ml.

On a ajouté de l'eau de robinet & un volume total
d'environ 900 1. La farine de soja grillé a &té mise en
suspension dans l'eau. On a r&glé le pH 3 8,0 au moyen
de NaOH et on a augmenté la température 3 50°C. Ensuite on
a ajouté environ 925 unit&s Anson d'ALCALASE ¥ 0,6 L & la
suspension. On a maintenu le mélange pendant 4 henres a
50 °C et & pH 8,0 (addition de Na2Co3) sans aération, sous
une pression relative de zero atmosphére relative et une
agitation 2 raison de 100 tours/minute. Ensuice on a
ajout& les composants restants de substrat et on a réglé
le pH 3 environ 6 au moyen d'acide phosphorique. On a
stérilisé le substrat dans le réservoir de fermentation

A

o~ st g ot st
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principal pendant 1 1/2 heure & 123°C. Le volume‘finall

avant inoculation &tait d'environ 1080 litres.
Ensuite on a ajouté 150 litres de culture °

d'inoculation.
5 Les conditions de fermentation sont :
- Type de fermentateur e :Réservoixr de fermen-

tation classique a&ré et agité présentant un rapport
hauteur/diametre d'environ 2,7.

Agitation : 250 tours/minute (2 hélices de turbine)
10 Aération : 1200 1N d'air/minute ...

Température . : 30 °C .

Pression : 0,5 atmosphére relative

Temps : environ 151 heures.

A partir de 24 heures de fermentation jusqu'a
15 environ 116 heures de fermentation on a ajouté& une solution
de pectine de manidre. aseptique au réservoir de fermenta~
tion principal 3 raison d'une vitesse constante d'environ
8 litres par heure. La solution de pectine ayant la
composition suivante a &t& préparée dans un réservoir de
20 dosage de 500 litres.

Pectin genu * : : 22 kg

Acide phosporique concentré : 6 kg

Puronic : 50 ml

% Genu pectin (du genre citrus NF de "The Copenhagen
25 pectin factory Ltd").

On a ajouté de l'eau de robinét 3 un volume total ;
d'environ 325 litres. Le substrat a &té stérilisé dans un
réservoir de dosage pendant 1 heure 3 121°C. Le volume
final avant le début du dosage &tait d'environ 360 litres.

30 Lorsque cette partie a été épuisée, on a préparé une autre partie
similaire. Le volume total de la solution de pectine pour
une fermentation &tait d'énviron 7235 litres.

Aprés environ 151 heures de fermentation on a
arr8té le processus de fermentation. Le bouillon de

35 culture d'environ 1850 litres a &té& refroidi i environ 5°C
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et on a récupéré les enzymes selon la technigue .suivante.

Le bouillon de culture a été filtré sur un fikre
tambour sous vide (Doxr Oliver), qui &tait enrobé& d'une
terre de diatomfes Hy-flo-super-cel (adjuvant de

5 filtration). iIe filtrat a &té concentré par &vaporation .
a2 environ 15 % du volume du bouillon de culture. Le
concentr& a &té& filtré& sur une feuille de filtre Seitz
(type supra 100) comportant 0,25 % de Hy~flo-super-cel &
titre d'adjuvant de filtration (dénomm&é filtration I dans

10 le tableau suivant). Le filtrat a &té pré&cipité au moyen
de 561 g de(NH4)ZSO4/l a un pH de 5,5 et on a ajouté& 4 § de
terre de diatomSe Hy-flo-super—cel 2 titre d‘'adjuvant de
filtration. Le précipité et l'adjuvant de filtration sont
séparés par filtration sur un. filtre a cadre. Le

15 gdteau de filtre est dissous dans de l'eau et les fractons
insolubles sont sépar&es par filtration sur un filtre &
cadre. Le filtrat est soumis 3 un essai de filtration :
sur une feuille filtrante Seitz (de type supra 100) avec , E
0,25 & de Hy-flo-super-cel 3 titre d'adjuvant de filtra- :

20 tion (dénommé filtration II dans le tableau suivant). Le |
filtrata &t& soumis 3 une diafiltration dans un appareil :
d'ultrafiltration. Aprés diafiltration, le liguide est ’
concentré jusqu'd une teneur en matilre s&che de 12,7 §
(d€nomm&e, dans le tableau suivant, teneur en matiére séche:

25 du concentré).

Un traitement de base facultatif pour &liminer
partiellement l'activité de protéase peut &tre effectué a
cette étape. Dans le cas d'un traitement de base, celui-ci
est effectué a un pH de 9,2 pendaht une heure, le pH Etant

30 ensuite réglé 3 5,0.

| 'Ensuite le liquide est soumis & une filtration
d'essal et £filtré dans le but d'une ré&duction de germes et
le filtrat est lyophilisé& dans un &quipement de lyophili-~
sation de Stokes.

35 On a effectué quatre fermentations de la manidre
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indiquée ci-dessous; la souche utilisée pour la fermen-
tation, 1l'utilisation facultative d'un traitement de base .
et d'autres paramétres variant, comme indiqué dans le

I
P
i
|
!

tableau suivant.

Traitement de | Code ncentration (§) de |Teneur
base de 'adjuvant de filtra~|en mat
Prépx-jtion pour : séche
Microcrganisquti- |non uti- ratone; 3 rad préci~| filtra- cg;mlcenm
me 1isé | lis& rn'.on I|pita—-| tion II| o g [aes
tion T
CBS 101.43 X KRr 68| 0,5 5 0,2 28
ATCC 20236 X KRF 74| 2,0 4 0,4 7.5
IFO 4408 X Kre 83]1,0 5 0,25 12,4 a
CBS 101.43 x KrF 92]0,25 | 4 0,25 12,7

x Aprés filtration de réduction des germes, le filtrat est

concentré& par &vaporation en un rapport de 1:2,3. Une
faible partie du filtrat concentré a &té séchée par pul-
vérisation et la partie restante a &té lyophilisée.

'Afin de réduire encore plus l'activité de
protéase, certaines préparations indiquées ci-dessus sont
traitées comme indiqué ci-dessous , eﬂ n'utilisant qu'une
des trois possibilités A, B, ou C.

A. On dissout 100 g de préparation de SPS-ase
dans un litre d'eau d&sionisée en agitant 3 10°C + 2°. On
régle le pH 3 9,1 au moyen de NaOH 4N. Ce traitement de
base est effectué pendant une heure. On r2gle ensuite le
pH 3 4,5 au moyen d'acide acétigue glacial et on dialyse en
opposition 3. 1l'eau désionisée glaciale 3 une conductivi-~
té de 3 mSi. Ensuite on effectue la cong&lation et la
lyophilisation. -

B. On dissout une pré&paration de 500 g de SPS-
ase dans 4 litres d'eau désionisée en agitant a 10°C + 2°C.
On régle le pH 2 9,1 au moyen de NaOH 4N. Ce traitement
de base est effectué pendant une heure. On rigle ensuite
le pH 2 5,0 au moyen d'acide ac&tique glacial. La
substance obtenue est lyophiliséEe.




" 10

15

dans 400 ml d'eau désionisé&e en agitant 3 10 °C + 2°C.

9

C. On dissout 50 g d'une préparation de SPS~ase

régle le pH & 9,1 au moyen de NaOH 4 N. Ce traitement de

base est effectué pendant une heure.
pPH & 5,7 au moyen d'acide ac&tique glacial. La substance

Ensuite on régle

Oon

+ le

obtenue est lyophilisée.
Préparation de SPS-ase | Traitement de | Code de la
en tant que substance |base utilisé préparation
de départ pour le trai- Al B e
KRF 68 X KRF 68 BII
KRF 68 X KRF 68 BIII
KRF 92 x KRF 92 BI
Les préparations indiquéeé ci-dessus sont carac-

térisées par leur activité des enzymes selon la présente

invention dans le..tableau suivant.

L
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E:;emgle 2 (exemple d'application)
Cet exemple dé&crit la fabrication de p.v.p. &

partir de farine de soja dégraissée et décortiquée,
"Sojamel 13" (disponible dans le commerce de Aarhus QOlie-
fabrik A/S). La teneur en matidre séche de cette farine
&tait de 94,0 § et la teneur en (N X 6,25) sur base des
matidres séches&tait de 58,7 %. La farine de soja a été
traitée avec les pré&paratiors de SPS—ase KRF 68 BII
(exemple 1) de la maniére suivante :

On a mis 85,29 g de la farine de soja en suspen=-
sion et on a maintenu en agitation 3 50°C dans 664,8 g
d'eau et c;n a réglé le pH & 4,5 au moyen de 7,5 ml de HCl
6 N. Ony a ajouté 50 g d'une solution contenant 4,00 g
de ladite préparation de SPS-ase et on a ensuite agité le
mélange réactionnel pendant 240 minutes & 50°C. Le mélange
a ensuite &té centrifugé dans une centrifugeuse de laboratoire -
(mod@le Beckman J-6B) pendant 15 minutes & 3000 xg. On a

pes& le surnageant et on 1'a analysé suivant la méthode de

Kjeldahl afin de déterminer l'azote et les mati2res s&ches.
La phase solide a ensuite 6t& lavée avec un volume d'wau

équivalent 2 la masse de surnageant obtenue lors de la

premiére centrifugation. Cette opération a &té effectuée

deux fois.. La phase solide a ensuite &t& lyophilisée,
pes&e et analysée suivant la m&thode de Kjeldahl pour déter~
miner l'azote et les mati2res séches chez Quist's Labora=-
torium, Marselis Boulevard 169, 8000 Aarhus C, Danemark.

Ce laboratoire est agrée par 1l'Etat pour les analyses
d'aliments pour bé&tail et des produits laitiers. Les

r&sultats obtenus apparaissent dans le tableau 2.1 :
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Tableau 2.1 R&sultats obtenus

Rendement| Rendement

Composant |MasselN x6,25|Matiérelen pro=~ [en matidreq
[ g % séche,% |téine, ¥ |siches, %
Farine de soja 85,2 55,2 9,0 100 & | 100 &
Préparation de
SPS - ase 4'00 75,6 - 6'4% -
1. Produit de
centrigugation |66,6 1,50 5,04 21,2% 42,0 %
P«V.P. 44,5 87,5 95,7 82,7% 53,2 % |
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35

On a donc obtenu une p.v.p. présentant une pureté
de protéine, c'est-a-dire N x 6,25 sur base des matiéres
s3ches, de 91,4 % et avec un rendement total: en protéine

de 83 %.

Exemple 3 (exemple d'application)
Cet exemple a &té effectué afin de comparer les

rendements en protéine, la qualité nutritive et certaines
propriétés fonctionnelles de produits & base de proté&ine
de soja préparés suivant les trois techniques suivantes :

A: La précipitation isoélectrique classique

pour la préparation d'un isclat de proté&ine
de soja.

B: Le lavage isoélectriqueclassique - pour 13

préparation de concentré de protéine de soja.

C: Le lavage isoélectrique suivant 1’invention

comportant une enzyme solubilisant la réma-
nence, pour la préparation d'une p.v.p.

Afin de créexr une comparaison valable du procédé
de 1l'invention (C) avec les procédés classiques de prépara-
tion de proté&ine de soja (A et B), on a utilisé la néme
substance brute dans les trois cas. De méme, les essais
ont &té effectués de telle manidre que les températures
correspondantes et les durées de traitement soient les
mémes dans les trois cas. Unigquement les valeurs de pH
&taient différentes étant donné les différences
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fondamentales entre les trois essais.
A. La précipitation isoé&lectrique classique pour la
_préparation d'un isolat de protéine de soja.

On a extrait 425,8 g de farine de soja (Sojamel
13 produit par Aarhus Oliefabrik A/S) dans 3574,2 ¢ d'eau
de robinet 3 50°C. On a 'r&glé le pH & 8,0 avec 20,1 g de
NaOH 4 N. Aprés une agitation d'l heure, on a centrifugé
la suspension & 3000 x g pendant 15 minutes en utilisant
quatre bechers d'l litre dans une centrifugeuse de laboratoire
(modéle Beckman J-6B). Le produit de centrifugation I et
le précipité I ont &ét& pesé&s. le précipité I a &té& sounmis
d une nouvelle extraction avec de 1l'eau jusqu'a atteindre
fin poids total de 4000 g. On a maintenu la
température 3 50°C, on a r&glé le pH 3 8 au moyen de NaOH
4 N et on a agité la suspension pendant 1 heure. On a
effectué la centrifugation et le pesage Gu produit de
centrifugation II et du pr&cipité II comme décrit ci-dessis.

On a retiré des &chantillons des produits de centrifugatin:

I et IT et du précipité II pour les snalyses ~ . suivant
Kjeldahl ‘et pour la mesure des mati&res sadches. Ensuite,
les produits de centrifugation I et II ont &t& agités et
maintenus 3 50°C. La prot&ine a ensuite &t& précipitée
isolé&lectriquement 2 pH 4,5 au moyen de 45 ¢ de HCL 6 N.
Aprés une agitation d'l heure 3 50°C, on a récupéré la
protéine par centrifugation 3 3000 x ¢ pendant 15 minutes.
Le produit de centrifugation III a &té& pesé et analysé
pour les dé&terminations Kjeldahl-N et les mesures de
matiére séche. La phase solide III a &t& pesée et lavée

d l'eau en une guantité& correspondant au poids du produit
de centrifugation I. Le lavage a &té effectuéﬂén“agitant
pendant 1 heure & 50°C. La protéine lavée a été récup&rée
par centrifugation 3 3000 x g pendant 15 minutes. le
produit de centrifugation IV et la phase solide IV ont &té
pesés. Le produit de centrifugation IV a &t& analysé pour
la détermination de Kjeldahl-N et pour la mesure des
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matidres sadches. La phase solide a E&té mise en suspension
dans 1550 g d'eau a 50°C et on a r&glé le pH & 6,5 au

moyen de 17 g de NaOH 4 N. Le mé&lange a &té maintenu en
agitation pendant 1 heure et on a de nouveau réglé le pH a
6,5, si nécessaire. Finalement, le produit a &té lyophilisg,
pesé et analysé pour la détermination suivant Kjeldahl-N et
pour la mesure des matidres séches. Les calculs de bilan
massique sont représentés au tableau 3.1.

pableau 3.1 :Calculs du bilan massique de la précipitation
isolélectrique classigue pour la préparation
d'un isolat de prot&ine de soja.

Opérations: etfractions Masse de|Protéine|Matidre Rendement{ Rendement
. fraction % séche, % gn pro—- |en matigre
- g (Nx6, 25) téine, % |séche,
Bxtraction: Faring 98 | 45,5  s5,2| 94,00 100,0 100,0
Eau 3574,2 0 0 0 0
NaOH 4 N 20,1 0 16,0 0 0,8
T.Centrifugation: & 4020, 1 5,9 10,0] 100,9 100,4
Centrifugat I 3141,0 4,4 6,9 58,8 54,1
Précipité I 805,0 - - - -
{RBextraction:
Précipité I 805,0 - - - -
Eau 3195,0 0 0 0 0
2.Centrifugation:
Centrifugat II 3104,0 0,5 0,9 6,6 7,0
L Pré&cipité II 820,0 9,1 17,2 31,7 35,2
Agitation etmldi%
Centrifugats I+II 6245,0 - - - -
HC1 6 N . 45,0 0 21,3 0 2,4
3.Centrifugation: Z 6290, 0
Centrifugat III 5650,0 0,3 1,9 7,2 26,8
Précipité IIX 308,0 - - - -
[Eavage:
Précipité III 308,0 - - - -
Eau 3141,0 0 0 0 0
4.Centrifucation: T 3449,0
Centrifugat IV 3113,0 0,0 0,15 0,5 1,2
Précipité IV 291,0 - - - -
Neutralisation:
Précipité IV 291,0 - - - -
Fau 1550,0 0 0 0 0
NaCH 4 N 17,0 0 16,0 0 0,7
Sachage : poudre 128,0 93,8 9%,3 51,1 30,8

IO
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B. lLavage isoélectrique pour la pré&paration d'un concentxé
de protéine de soja.
On a lavé 425,6 g de farine de soja (Sojamel 13

produit par Aarhus Oliefabrik A/S) dans 3574 g d'eau @ 50°
C. On a rdglé le pH & 4,5 au moyen de 44,8 g de HC1l 6 N.
on a effectué le lavage pendant 4 heures en agitant., La
suspension a ensuite &t& centrifug&e 2 3000 x g pendant 15
minutes dans une centrifugeuse de laboratcire (modéle Beckman
J-6B) utilisant 4 bechers d'1 1. Le produit de centrifuga-
tion I a &t& pesé et analysé pour les dé&terminations
suivant Kjeldahl-N et la mesure des matidres séches. La
phase solide I a &té pesée et lavée une ﬁouvelle fois a
1'eau jusqu’a un poids total de 4000 g. Le pH a de nouveau
ét& raglé 2 4,5 au moyen de 1,7 g de HCl 6N et on a main-
tenu la suspension sous agitation pendant 30 minutes a 50°C

On a effectué une centrifugation et une pesée du produit de.

centrifugation II et des solides IXI comme précédemment.

La phase solide II a &t6 remise en suspension dans 1575 ¢
de H,0 3 50° C et on a rédglé le pH a 6,5 au moyen de 34,59
de NaOH 4 N; On a maintenu le mélange sous agitation 3 50°
C pendant une heure et on a de nouveau réglé le pH 3 6,5,
si nécessaire. Finalement le produit de protéine a été
lyophilis&, pesé et analysé suivant Kjeldahl-N et pour

1a mesure des matiéres s&ches. Le bilan massigque est

représenté dans le tableau 3.2.




10

15

20

25.

30

46

Tableau 3.2.:Calculs du bilan massique du lavage'isoélectriqt;e
pour la préparation d'un concentré de protéine de soja.

Opérations et . Masse de | Prot&ine |Matiére {Rende- |Rendement
' la frac- & (Nx6,25) |s&che,% |ment en |en mat.
fractions tion,g ' brotSineglsache, 8|
Lavage? '
farine de son 425,8 55,2 94,0 | 100,0 | 100,0
eau 3574,0 0 0 0 0
HC1 6N 44,8 0 21,3 0 2.4
1.Centrifugation: £ 4044 .6 - - - -
Centrifugat I | 3150,0 0,6 3,2 8,0 25,2
Solides I 846,0 - - - -
Nouveauilavage: 846. 0
lides I - - - -
Fefri 3154’0 O 0 0 0
HC1 6N 1,7 0 21,3{ O 0.}
2.Centrifugation: Z 4001,7 - - - -
Centrifugat IT 313640 0,1 0,4 1,3 3;2
Solides II 863,0 - - - -
Neatralisation:
lides II 863,0 - - - -
oon oce 1895:0] O 0 0 0
NaOH 4N 34,5 0 16:0| O 1.4
Sé&chage:poudre 281,0 72,5 98,4 | 86,7 69,1

C. Lavage iso&lectrique comprenant une enzyme solubilisant
la rémanence, pour la préparation d'une p.V.pP.

On a lavé 425,8 g de farine de soja (Sojamel 13
produit par Aarhus Oliefabrik A/S) dans 3524,2 g d'eau a
50°C. On a réglé le pH 3 4,5 en utilisant 43,7 g de HC1
6 N. On a dissous 24 g de la préparation SPS-ase, KRF
68 BIII. (exemple 1) dans 26 g d'eau et on 1'a ajoutée au
mélange de lavage. On a ensuite effectué le lavage pendant
4 heures sous agitation. On a ensuite effectué la purifi-
cation comme décrit dans l'essai B, les quantité de HC1l 6N,
de NaOH 4 N et d'eau pour la nouvelle suspension étant les
seuls paramétres présentant des valeurs différentes. Le
pilan massigue - est représenté dans le tableau 3.3.




o

Rende—~
Opérations et Masse de|Prot&ine |Matidre | Rendement|ment en
fractions ifraction $(N x 6,29 séche,? protéindmatidye
5 [
g 3 SéChE)
Lavage
farine de soja 425,8]| 55,2 94,0 | 100,0 [100/0
eau 35
HCl 6N 33:3 8 23'3 8 3,3
SPS=ase: KRF 68 BIII 24:0 75+3 96,0 7,7 5.8
10 L.Centrifugation: 2 4043, 7 - - - -
Centrifugat I 342070 1.7 5¢2 | 24,7 | 44,4
Solides . I 620.0 - - - -
Nouveau lavage:
Solides I 620,0 - - - -
eau 3380,0 0 0 1] 0
HC1 6N 1,3 0 21,3 0 0,1
15 N .
D.Centrifugation: £ 4001,3
Centrifuggvat II 3400;0 0r2 06 2,9 5,1
Solides II 577.,0 - - - -
Neutralisation:
Solides II 577.0 - - - -
ean 1700,0 0 o 0 0
20 NaOH 4N 25,3 0 160 0 ﬁl.o
séchage: poudre 211,0| 87,31 | 96,720 45,2 | 51.1
86,92) | 97,02
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Tableau 3.3.: Calcul du bilan massique du lavage isoélec-
trique comportantune enzyme solubilisant la
rémanence pour la préparation d'une p.v.p.

1) Analysé& par Bioteknisk Institut, Holbersvej 10, DK-6000
Kolding, Danemark
25 2) Analysé par Qvist's Laboratorium, Marselis BOulevard 169,
DK-8000Q, Aarhus C, Danemark
Propriétés mutritives
Les compositiors en acides aminés des trois produits
de protéine ont &t& déterminées, ‘.mir tableau 3.4. La
30 teneur totale en acides amin&s essentiels, la teneur
chimique et l'indice d'acides aminés essentiels (ERAI) sont
calcul&s en utilisant le document de ré&férence FAO de 1957.
La teneur en inhibiteur de trypsine des trois
produits a &6t& déterminée au moyen de la méthode décrite

35 dans A.0.C.S. Tentative Method Ba 12-75 (A.0.C.S. est une
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Tableau 3.4.: Composition d'acides aminés et &valuation nutritive
des trois produits de protéine A, B, et C
A.Isolat de pro- |B.Concentré de C. Isolat de pro-
téine dae soja protéine de sojq téiz de sc):ja
l‘rip.
Acide aminé
g/16g N |aas R g/16 g Njaas 1) ¢/16 g V| aas 1
Non-essentiel:
Acide asparti-| 12,4 - 11,3 - 11,9 -
que
Sérine 4,62 - 4,69 = 4,81 -
Acideglutamique 21,3 - 18,2 - 17,7 -
Proline ' 6,07 - 5,19 - 4,76 -
Glycine 4,13 - 4,26 - 4,33 -
Histidine 2,83 - 2,78 - 2,50 -
Arginine .8,09 - 7,57, - 7,04 -
Essentiel :
Isoleucine 4,87 | >100 4,97{ >100 5,19 |2>100
Leucine 7,80 | »100 7,98| »100 8,09 | >100
Lysine 6,24 | > 100 6,09| >100 5,57 |>100
Phénylalanine 5,47 >100} 5,35(>10 5,17 >108]
Tyrosine 3038 |>10002%0|  308|>100P1%0 | 4,44 [510000
Cystine 1,29 | 64 A 1,32 66,0}60’2 1,44 72'0}6 5
Méthionine 1,08 | 491 1,21{ 55,0 1,31 { 3,577
Thréonine 3,10 |> 100 3,60( >100 3,97 j>100
Tryptophane 1,06 75,7 1,37 97,9 1,32 9%,3
Valine 4,90 | >100 5,23] »100 5,57 {>100
Teneur detgtalg*
en aci ami-
nés essentiels, 38,36 41,31 42,21
Teneur chimique 56,4 % 60,2 % 65,5 %
‘ [EAAI 86,7 % . 90,2 % 91,3 &

abréviation pour American Oil Chemists' Society) .
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Les ré=-

sultats sont représentés dans le tableau 3.5 qui comporte
également les rendements et le rapport protéine/matiére

seche des trois produits.

30 Y aas = teneur en acides aminés (amino .acid. score) basée

sur le' document de ré&férence FAQ de 1957.
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Pableau 3.5.: CaractSristigues du processus et teneur en
inhibiteur de trypsine des trois produits de

protéine A, B et C

3 A. Isolat de |[B. Concentrg | C.Isolat de
protéine de prot&ind protéine de
de soja de soja soja (p.v.p]
Proté&ine dans
Caractrist ... jara sache | 97,4 % 73,78 90,0 %
, tiques du
10 | processus | Rendement en
Proté&i 31,1 % 86,7 % 78,2 %
Inhibiteurs'de trypsine
134, - 19.000
TOL/g 34.000 21.000
15
| Prot&ine TUI/g 36.250 28.970 21.810

Propriétés fonctionnelles

20 Nitrogen solubility index) a &t& déterminé respectivement,
dans une dispersion de prot&ine 3 1 % 3 pH 7,0 dans NaCl
0,2M et dans l'eau distillée. Aprd@s avoir agité pendant 45
minutes au moyen d'un agitateur magnétique, on a centrifugé

. la suspension 3 4000 x g pendant 30 minutes et on a analysé

25 le surnageant pour déterminer l'azote. La solubilité de
1l'azote a &té calculée comme . le rapport :.. % N soluble/
$ N total. Les résultats de cette détermination effectuée
sur les trois produits sont représentés dans le tableau 3.6

: La_capacité _d'émulsification a &té déterminée

30 trois fois sur chaque produit par un titrage de Swift
l&gérement modifié. 4,0 g de (N x 6,25) du produit ont &té
mélangésdans 250 ml de NaCl 0,5 M au moyen d'un agitateur
Sorval Omnimixer 3 vitesse lente. On a transféré& 50 ml de
la suspension dans un récipient mElangeur en verre et on y

35 a ajout& 50 ml d'huile de soja. Le mélange total a ensuite

&t& pes&. Le mélange huile-eau a ensuite &t& homogénéisé \\\
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3 10.000 tours/minute, le récipient &tant disposé dans un
bain de glace. On a ajouté& une quantité supplémentaire
d'huile de soja a une vitesse de 0,3 ml par seconde
jusqu'ad ce que 1l'émulsion s'effondre. La gquantité totale
d'huile ajout& avant le "point final" a &té déterminée par
pesage.

La capacité d'érulsification est calculée
comme le nombre de ml d'huile par gramme de protéine
(N x 6,25). La densité de 1'huile a &té supposée égale a
0,9 g/ml.

Les résultats moyens de la détermination de la
capacité d'émulsification des trois produits sont représen-

t&s au tableau 3.6.
L'expansion_au_fouettement a 8té déterminée

dans une solution de protéine 3 3 %,3 pH 6,5. On a fouetté
250 ml d'une dispersion aqueuse des échantillons de
protéine 3 la vitesse III pendant 4 minutes dans un agita-
teur Hobart (modéle N-50) comportant un fouet en forme de
fil. L'expansion au fouettement a &té calculée selon la

formule
. . _ V=250
Expansion au fouettement = ——— x 100 %

dans laquelle V représente le volume de fouettement final

en ml.
L.a valeur 'V est mesurfe en remplissant le xé-

cipient mélangeur avec de l'eau. On a doublé les essais
de chacun des trois échantillons. Les résultats moyens
sont représentés au tableau 3.6.

La_stabilité_de_la _mousse est déterminée en
tant que rapport entre la quantité de mousse abandonnée
aprés &gouttage pendant 30 minutes et la quantité de mousse
i l'origine. Un gramme de mousse produite par le procédé
précédent a €té introduit dans un cylindre en plastique
(diam2tre 7 cm, hauteur 9 cm) comportant un filet & mailles
de 1 mm X lmm. Le cylindre a &té disposé au-dessus d'un

entonnoir monté sur un cylindre en verre et le poids (B) \d\
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du liquide &goutté dans le cylindre en verre est mesuré&. La
stabilité de la mousse FS (foam stability) est déterminée
par l'&quation |
FS A-B
dee—ee—— x 100 %
5 Les ré&sultats de la mesure sont représentés au
tableau 3.6.

: lLa résistance du gel est définie dans cette

_ description en tant que la viscosité de Brookfield mesuré&e

au moyen de mandrins T sur un statif de Brookfield ..

10 Helipath. Les gels sont produits par traitement thermique
de suspensions de prot&ine 3 12 % dans du NaCl 0,5 M. le
traitement thermique a &t& effectué dans des bidons fermé&s
ayant un diamétre de 7,3 cm et une hauteur de 5,0 cm,
plongés dans un bain d'eau, pendant 30 minutes, maintenus a

15 80 et 100°C. Les bidons ont &té refroidis et thermostati-.
sés & 20°C avant de les ouvrir et avant d'effectuer les
mesures. Les résultats de ces mesures sont repré&sentés

dans le tableau 3.6.

Tableau 3.6.: Propriété fonctionnelles des trois substances
de protéine A, B, et C

T e b O i T e

LR

rroe

T T A T N T TN P R TV £ ST B NN YT S A Ay v 8

20
Propriftés A.Isolat de |B.Concentré de|C.Isolat de
fonctionnelles protéine de|{ protéine de ‘protéine
soja soja de soja(pvp)
$ NSI dans NaCl 0, 2M 39,5 20,3 25,6
25 |% NSI dans 1'eau 53,9 25,1 28,6
Capacité d'émlsifi-
cation: ml huile/g 218 182 354
(N x 6,25)
Expansion au fouette~ '
ment & 120 120 340
30
, Stabilit& de la
| mousse $ 50 50 20
v Résistance du gel .3 4 2
; gg:c (NaCl 0,5M) 1,7 x 104 1,2 x 10, 3,3x 104
. 100°C (NaCl 0,5M) 0 x 10 4,0 x 10 1,3x10
; 35 Len..xm:e.ﬂ
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Exemple 4 (exemple d'application)
On a produit une p.v.p. suivant.le processus

décrit a l'exemple 3 C sauf que l'activité de cellulase
était partiellement dérivée du Trichoderma reseei. La
préparation de cette cellulase conmexciale CELLUCLAST,

produite par Novo Industri A/S, a été traitée au moyen d‘une

base 3 faible température- de lamanidre suivante. Le pH
d'une solution 2 10 % de CELLUCLAST dans l'eau a ét& ré&glé
a 9,2 au moyen de NaOH, et la solution résultante a Eté
refroidie 3 5°C. Aprads s&jour d'une heure 3 ce pH et a
cette température, on a réglé le pH & 4,7 au moyen d'acide
acétique & 20 %. Cette solution a été maintenue as °c
pendant la nuit et ensuite &té filtr&e de manidre stérile.
Le prcduit' de filtration a &té& lyophilis&. On a ajouté 4g
du produit lyophilisé 2 la préparationde SPS-ase, KRF 68
BIII (exemple 1). Les deux enzymes ont &té dissoutes
dans 172 g d'eau avant d'&tre ajoutées au mélange de .
lavage. Les déterminations du bilan massique de cet .
exemple sont.représentées dans le tableau 4.1.

L'essal prouve que cette préparation particu-
lidre de SPS-ase contient dé&ja une cellulase efficace
étant donné qu'une addition de CELLUCLAST ne semble pas
affecter le rapport protéine/matidre sé&che. Cependant,
d'autres préparations de SPS-ase peuvent contenir moins de
cellulase, par exemple KRF 92, voir le tableau précé&dant

immédiatement 1l'exemple 2.
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Tableau 4.1: Calculs du bilan niassique du lavage iso&lec-

trique comportant_une pr&€paration de SPS-ase
et du CELLUCLAST “~pour la production du p.v.p.

5 | Opérations et Masse deq Protéine| Matiadre Rendement Rendement
fractions fractio % séche en enmatiér%-
gramme | (Nx6,25) $ protéines [séche %
‘Lavage :
Farine de soja | 425,8 55,2 | 94,0 |100,0 100,0
10| Eau 3546,2 0 0 0 0
HCl 6 N 43,1 0 21,3 0 2,3
SPS-ase :KRF68-BIII | 24,0 75,3 | 96 7,7 5,8 '
CELLUCLAST 4,0 | 43,6 | 96 0,7 1,0 |
15} Centrifugation: 3 043,1 - - - -
Centrifugat I [3382,0 1,9 5,5 27,3 46,5
- Solides I 661,0 - - - | -
Nouveaun lavage :
Solides I 661,0 - - - -
201 Eay 3339,0 | o0 0 0 0
HCl e N 0 0 0 0 0
2e Centrifugation :ZEOOO 0
Centrifugat II 414,0 0,2 0,7 2,9 6,0
25| Solides II 582,0 - - - -
Neutralisation:
Solides II 582,0 - - - -
Eau 1691,0 0 0 0 0
30 NaOH 4N 25,3 0 16,0 0 1,0
Séchage : '
| Poudre 206,0 | 88,8 | 98,9 | 77,8 | 50,9
Exemple 5 v(exemple d'application)'
35 On a produit une p.v.p. suivant le proc&dé décrit

dans l'exemple 3 C sauf que toutes les masses sont divisées
par un facteur de 5 et que le mélange réactionnel est
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refroidi 3 environ 5°C avant la centrifugation. Sur base
des résultats analytiques en rapport avec les produits de
centrifugation, on obtient un rendement thé&orique en
protéine précipitée, comme montré dans le tableau 5.1,
5 Tableau 5.1.: Rendements th&origues en proté&ine cbtenus
lors de la production d'une p.v.p.

Masse | Protéine | Rendement Exenmple 3
Fractions g | tx6,25) |en pro~ | p oisine | Rendement
10 % t&ine % (N§6. 25) | en Eiotéine
Farine de soja . 85,2 55,2 100 55,2 100
SPS—ase KRF-68 BIXI.| 4,8 75,3 7,7 75,3 7,7
18re centrifugation |639 0,99 13,5 1,7 24,7
2& centrifugation 595 0,13 1,6 0,2 2,9
15 [pov.p. - | 872 | 92,6 | 871 | eo1®

a‘tvmyenne de 87,5 (Bioteknisk Institut) et 86,9 (Qvist's
Laboratorium) ; la teneur en matidre séche est respective-
ment 97,6 et 98,0 %. ‘
20 bCalc:ulé en tant que masse totale de prot&ine - la perte en
prbtéine dans les produits de centrifugations.
Exemple 6 : (exemple d'application)
Démonstration de la liaison protéique du SPS.
On a dissous 40 ¢ de (Nx6,25) d'un isolat d'une
25 protéine de soja commerciale (Purina 500E de Ralston ;
Purina) dans 680 g d'eau. On a chauffé le mélange dans un :
bain d'eau & 50 °C et on a raglé le pH 2 4,50 au moyen de |
HCl 6 N. On a transfér& 90 g de ce mélange dans 5 flacons
d'Erlenmeyersde 250 ml et on y a ajout& 10 g de chaque
30 solution aqueuse contenant respectivement 0 g, '0,2 g, 0,49
0,8 get 1,6 g du SPS préparé comme décrit précédemment
dans ce- mémoire. Les flacons ont ensuite été
maintenus sous agitation au moyen d'un aimant dans un bain
d'eau 3 50°C pendant 240 minutes. |
39 On a ensuite centrifugé& les. suspensions 2 3000 X g '
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pendant 15 minutes et les produits de centrifugation I ont

&ét&é analysés suivant Kjeldahl-N et pour la d&termination

des matidres sd@ches. Les phases solides ont &té lavées a

1'eau 3 température ambiante et centrifugées une nouvelle

fois. Cette &tape a &té& répétée.

Ensuite on a dispersé

les solides dans 50 ml d'eau et on a réglé le pH 3 6,50 par
Les produits

une addition goutte 3 goutte de NaOH 6 N.

neutralisés ont &té lyophilisés et analysés suivant
Kjeldahl-N et pour déterminer les matiéres s&ches(MS). En se
basant sur les analyses repré&sentées au tableau 6.1, on a
calculé le pourcentage de protéine. ré&cupérée
centage de SPS qui a &t& 1i& & la protéine au moyen des
formules représentées en relation au tableau 6.2.

matidre séche diminue
Le rapport protéine/SPS présent dans la farine de soja

et le pour-

Cet exemple démontre que le SPS est 1ié intime-

ment 3 la prot&ine de telle sorte que le rapport protéine/
pour une teneur croissante en SPS.

correspond 3 une teneur en SPS comparable & environ 0,4 g
dans 10 g d'eau, ajouté & 5 g d'isolat de proté&ine.

calculée.

Le pourcentage de liaison du SPS est une valeux
Le pourcentage de liaison du SPS diminue & cause

de la saturation de la proté&ine en SPS aux faibles rapports

proté&ines/SPS. * .~
. Tableau 6.l.: Mesures suivant l'exemple 6

Rapport Produit de Précipité séché

Protéine/ |centrifugation I

SPe 3 N tMS| s N [sNx6,25 sMS | M3
o 0,068 | -0,62 | 13,2 82,5 93,1 88,6
25 0,045 0,49 13,4 83,8 97,3 86,1
12,5 0,038 0,45 | 13,0 81,3 97,9 83,0
6,25 0,031 | 0,45 | 12,6 | 78,8 98,1 80,3
3,125 0,026 0,61 1,8 73,8 97,9 75,3

35

e et TP TV
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Tableau 6.2.: Récupération de protéine et pourcentage de
liaison &u SPS

Rapport | Pourcentage de récupé~ |%deliaison du sPsz)
Prot&ine/ | pération de protéinel)
SPS .
oo 91,5 0
25 94,4 77
12,5 95,3 .90
6,25 96,1 70
3,125 96,8 60

1) pourcentage de récupération de protéine =

[ -1 6.25]x 100, od

NC 1 = pourcentage d'azote dans le produit de centrifu-

gation I.
2) pourcentage de liaison du SPS = )
5x (% récupération proté&ine) _ Sx (% récupération protéine) |
(3 B/8) (8 B/H)’
x 100

5/ rapport de SPS
ol,. (% P/H). .est le rapport protéine/matidre séche dans

le pré&cipité& sé&ch&, et
(¢ P/H),, se rapporte au précipité& sans addition de SPS.

Exemple 7 (exemple d'application)
Cet exemple décrit la préparation d'une p.v.p.

en utilisant la préparation de SPS~-ase KRF 92 B-I compor=
tant 5 % de matidre séche. Le proc&lé de préparation est
le méme que celui de 1l'exemple 3 C, sauf que toutes les
masses sont divis&es par un facteﬁr 5. La p.v.p. & été
analysée comme décrit a l'exemple 2. Les résultats obtenus
dans l'essai apparaissent dans le tableau 7.1.

- i ——a
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Tableau 7.l.: Résultats obtenus 3 l'exemple 7

Composants Masse |{}¥x§,25)  Matidry Rendement | Rendement en
séche | e prot&ine| mat. séche
] $ % ) 2

arine de soja 85,2| 55,2 | 94,0 100 100

Préparation d'enzyme| 4,0| 71,2 - 6,1 -

ler produit de cen-| 632 1,88| 5,44 25,3 43,0
trifugation

22 produit de cen- {673 0,30 0,80 4,3 6,7
trifugation _

p.V.p: 39,8| 85,6.| 98,151 71,9 48,8

y 84,47198,1

aAnalysé par Bioteknisk Institut, Holbergsvej 10, DK-6000
Kolding.
bAnalysé par Quist's Laboratorium, Marselis Boulevard 169,

DK-8000 aAarhus C.

Exemple 8 (exemple d'application) s
Cet exemple montre 1l'effet d'un pré-traitement de

la farine de soja paxr une cuisson au jet de vapeur avant la
préparation de.la p.v.p.

Pré-traitement :
Une suspension de farine de soja dans 1l'eau con-

sistant en 10 kg de farine de soja (Sojamel 13 produit pax
Aarhus Oliefabrik A/S) par 100 kg a &té pompée 3 travers wun
&jecteur de vapeur (type Hydroheater B-300) et mélangée
avec de la vapeur d 8 Bar en une telle quantit& et & une
telle vitesse qu'on a pu maintenir une températurs finale
de 150°C pendant 25 sec, dans un ré&acteur tubulaire
pressurisé. Ensuite la pression a été réduite dans une
chambre de détente (un cyclone) d'ol la suspension a &té
envoyée dans un &changeur de chaleur i plagque dans lequel
elle a &té& refroidie 2 environ 50°C., La boue refroi-

die a pu &tre utilisé&e telle quelle pour la préparation de
P.V.p. suivant l'invention, mais, dans ce cas, la suspension.
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a &t& sdchée par pulvérisation 3 une température d'entrée
de 200°C et 3 une température de sortie de 90°C. Le
produit pr&-traité€ indique une teneur en matidre sé&che de
96,5 $ et une,. teneur en proté&ine de 56,9 % (N x°6,25).

Prégaration de la p.v.p.

Cette préparation a é&té effectuSe de la manidre
suivante :

On a mis 70 g de matilre séche de farine de soja
cuite au jet de vapeur et séchée en suspension et on a
maintenu sous agitation & 50°C dans 560 g d'eau et on a
réglé le pH a3 4,50 au moyen de 6,5 ml 4¢'HC1 6N. On a
transféré 6 x 90 g de cette suspension dans 6 Erlenmeyers de
250 mlet on a maintenu sous agitation 2 50°C dans un bain
d'eau au moyen d'agitateurs magnétiques. A chaque flacon &
Erlenmeyer on a ajouté& 10 g d'une solution contenant
respectivement 0 g, 0,025 g, 0,050 g, 0,10 g, 0,20 g et
0,40 g de la préparation de SPS-ase KRF-68-B-I1I.Les mélanges
réactionnels sont ensuite agités pendant 240 minutes
3 50°C. On a ensuite effectué une centrifugation pendant
15 minutes & 3000 x g.

Le surnageant a ensuite &té analysé suivant la
méthode de Kjeldahl-N et la phase solide a &Et& lavée 2
1'eau A volumes égaux et a &t& centrifugée. Cette opération
a &té& effectuée deux fois. La phase solide a ensuite &té&
lyophilisée et analysée pour la dé&termination de Kjeldahl-N
et des matiéres sé&ches.

Un essai semblable a &té& effectué avec une farine
de soja non traitée (Sojamel 13 de aarhus Oliefabrik A/S)
utilisSe en tant que substance de départ. Damns ce cas, les
rapports de l'enzyme au substrat étaient de 0 %, 1 %, 2 %,
3%, 4 % et 8%,

En se basant sur la teneur en proté&ine des sur-
nageants, on a pu calculer le pourcentage de proté&ine
Le rendement en prot&ine est basé sur

e’(‘
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' I“hypothése_ que la substance d'enzyme est solubilisge 3 100
Le tableau ci-dessous indique les
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% aprds la rSaction.
résultats obtenus par les deux essais.
Tableau 8.1.: Rendements en protéine et rapport protéine/

‘matiére s@che pour une p.v.p. préparée 2
- -partir de farine.de soja cuite ou brute.

as0e®
os0w

Farine de soja cuite

.|[Farine de soja non-traitée,

E/S %

0,25
0,50
1,0
2,0
3,0
4,0
8,0

Rendement
en protéine
%

92,9
20,1
" 89,3
88,1
86,6

84,7

Proté&ine des
mat.séches
%

76,5
86,6
88,7
89,7
91,7
92,2

Rendement en
protéine
%

90,7
87,1
85,7
84,3
82,6
76,2

Prot&ine de
mat.séches
$

73,9
86,2
88,1
89,5
90,9
9,1

1

En ce qui concerne les processus d'extraction

{isolation) appliqués & des substances différentes des pro-
téines ou les processus de liquéfaction et les techniques
qul y sont apparentées,on se référera au schéma général de
pProcédés pour des applications, comme repr&sent& au tableau
synoptique n°3,

Le substrat peut consister en un ou plusieurs

hydrates de carbone pré&sents dans la substance brute ou bien
il peut consister en la totalité& de la substance brute.

Ce substrat peut &tre soumis & un prétraitement de

nature chimique ou physique, comme expliqué plus loin &
titre d'exemple, constitué par un traitement acide ou alcalin,
un trempage ou un mouillage et/ou une cuisson avec ou sans

vapeur,

La’ substance brute peut &tre macérée, coupée, moulue

d l'état humide et/ou homogéné&isée (tous ces txraitements
€tant qualifiés d'homogé&n&isation au tableau synoptique n°3),




L L

10

15

20

25

30

35

60

avec ou sans addition d'eau, d'autxes additifs pouvant
&tre ajoutés pendant cette étape. L'homogénéisation peut
etre effectuée avec différents degrés d'efficacité, diffé-
rentes -pressions n'&tant, par exemple, qu'une fraction de
la pression naximum donnée pour l'&quipement 4'homog&néisa~
tion sp&cifique utilisée. On peut ajouter différents
additifs avant ou pendant l'homogénéisation, comme représen-
té par bl' bz cee bn dans le tableau synoptique n°3.

Le processus réactionnel y compris la pré&paration
de la SPS-ase est effectué& dans des conditions spécifiques,
par exemple de température, de pression, de duré&e, de pH et;
de dosage d'enzyme; de méme, des recommandations concernant
le réacteur utilisé (par exemple discontinu,écoulement tamponng)
et l'agitation, si nécessaire, sont importantes. On peut
utiliser une série d'additifs pour différentes substances
brutes, représentés par ¢y €5 ... ¢, dans le tableau synop-
tique n°3, §

De méme, les op&rations de séparation peuvent &tre {
effectuées avec différents degrés.d'efficacité. Dans de !
nombreux cas, la séparation est omise ou facilité&e, par ‘
exemple lorsque la substance brute est compldtement liqué-
fi€e. On peut utiliser différents dispositifs de sépara-
tion (par exemple des centrifugeuses, des filtres, des dis-
positifs d'ultrafiltration, des ‘hydrocyclones, des épaissis-
seurs, des tamis ou cribles ou des simples décanteurs).

L'efficacité de la séparation est d&finie comme la
proportion entre la teneur absolue en boues dans la phase
des solides et la teneur absolue en boues du m&élange réac-
tionnel.

Les phases liquides ou solides obtenues peuvent &tre
traitées ultérieurement,par exemple concentrées, séchées ou

&tre extraites par solvant, afin d'€liminer certaines com-

posants comme la graisse ou 1l'huile; elles peuvent Egalement
fermenter pour produire une bicmasse, de l'alcool ou d'autres
produits (des enzymes, des antibiotiques ocu d'autres compo-
sants utilisables).

De méme, les produits cbtenus peuvent &tre recyclés

. dans le pracessus de manidre A répéter le traitement.
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Tableau synoptigue n® 3

_ Substrat
5 ) l
3y >
a, —p»| Prétraitements
a "
n
10
b1 — .
bzf —p»| Homogé&néisation (n H =0 - 100 %)
b — om
n .
15
Préparation de
SPS—-ase
ci. e .
¢, — Réaction conditions de réactiom
e : 3 préciser

Y
) i

) Homogénéisation (comme supra)

Y

2%
k] = - .
séparation (sép 0 - 100 %)
Liquide olides
30 Traitements ult irieurs (voir texte)

ou réutilisation er tant que substrat
Les exemples qui sulvent montrent des applications

des préparations de SPS-aseé et la liste suivante donne un

résumé de ces applications.
35 De méme, le tableau 1 annexé indique certaines

caractéristiques concernant le tableau synoptique n° 3.

D
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Liste d'applications de préparations de SPS-ase, '3 .titre

d'exemples.
Type de prépa- | REférence
raticns de N°
SPS-ase
Pr&paration de | A 1 | Extraction d'amidon de mais, de blé et de
prS-ase sub~ pames de terre
tantiellement | A 2 | Extraction de lipides de substances vEgétales
te d'une |A 3 | Bxtraction d'huiles &thérigues de substances
plusieurs . vEgétales
ctivités en~- | A 4 | Extraction de colorants naturels de substan—
ticques non ces végétales
désirées A 5 | Extraction de caoutchouc du buisson guayul
Pré-t Liquéfac~ | Ba 1 Production d'un swbstitut de lait pour ani~
pa- | tion com- maux damestiques
ra~ |pléte ou | Ba 2 Production de substzrces brutes contenant de
tion| traite~ : 1'amidon saccharifié
de [ment sem-|Ba 3 Liquéfaction compléte de poires ou d'autres
SPS-| blable fruits
pse Ba 4 Production de jus par traitement de fruits .
hon et de végttaux
o~ Ba S Traitement concernant l'extraction cu le
i pressage de la canne 3 sucre ou de la bette-
[ige! rave & sucre
Ba 6 Production de lait de soja
Ba 7 Traitement destinéd 3 accroitre la quantité
récuprable de matidres solubles de café
Additifs | Bb 1 Prévention et/ou dscamposition du louche de
de pro- pame
cessus Bb 2 Utilisation en tant que agent clarifiant de
vin blanc
Bb 3 Production de ISSPH ou d'autres hydrolisats
de protéine vEgétale
Bb 4 Enzyme de brassage pour l'industrie de la
biére
Bb5 23ditif enzymatique pouvant &tre utilisé
t la fermentation et/ou le stockage
de la biére
Bb 6 Agent destiné 3 enlever la veau de 1'amende |
Autres Bc 1 Décamposition de différents déchets
| appli= Bc 2 Saccharification et fermentation similtange
cations |[Bc 3 Décamposition de cellulcse
Bc 4 2Application en tant que additif de cuisson
Bc 5 2mélioration du rendement en alcool et en
bicmasse pendant la fermentation de la
liqueur de sulfite dans la production du
- papier
Be 6 Assichenent ée produits de boue biclogique
Be 7 24ditif pour aliment de bé&tail ensilé.
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A 1, Extraction d'amidon de mals, de blé et de pommes de
terre,
L'extraction d'amidon de mals, de bl&, de pommes

de terre et d'autres plantes contenant de l'amidon est

5 effectuée par l'une ou plusieurs des étapes suivantes :
macération, broyage 3 l'eau et s&paration. IL'utilisation
d'une préparation de SPS-ase ne comportant essentiellement
aucune activité amylolytique fournit les avantages suivants
le mais E&tant utilis& 3 titre d'exempie :

10 l. La libé&ration d'amidon est facilitée pour

une période de mac&ration plus courte,

2. La consommation d'eau peut &tre réduite,

3. La libé&ration du germe de mais est facilitée
sans libération de 1'huile du germe de mals,

15 4. On peut obtenir la protéine en une pureté

plus Elevée,
5. La ré&cupération de 1l'eau de macération de
mals est facilitée.
A 2. Extraction de lipides de substances vég&tales.

20 Etant donné que les lipides d'une substance végétale
sont enfermés 3 1l'intérieur de cellules et gé&néralement
1iés aux proté&ines, on peut extraire les lipides en phase
aqueuse en les traitant avec une préparation de SPS-ase qui
est essentiellement exempte de lipases. Ainsi, l'huile de

25 germe de mals est normalement isol&e par extraction 2
1'hexane des germes séchés de mals. Cependant, l'opération
de séchage est superflue si les germes de mais humides sont
traités avec une préparation de SPS-ase du genre susmen=’ .
tionné. De manigre analogue, l'extraction de l'huile

30d'olive en phase aqueuse peut &tre améliorée, si )'enzyme
utilisée pour le traitement enzymatique est une préparation
de SPS-ase du genre susmentionng&, voir, par exemple, Food,
Pharmaceutical and Bicengineering, No. 172, volume 74,
pages 93 & 94. De méme, l'extraction agueuse, par exemple,

35de l'huile de soja, l'huile de colza et l'huile de tourne—-
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sol peut &8tre améliorée de maniére analogue.

A 3. Extraction d'huiles &thériques de substances végétales
Si des substances végétales contenant des huiles

éthériques sont extraites au moyen d'une solution agueuse '

d*une préparation de SPS-ase qui est essentiellement :

exempte d'activité enzymatique capable de décomposexr ou de

modifier d'une autre mani@re les huiles &thériques, celle~ 3

ci sont ré&cupérées en des rendements élevés, 3 des frais 3

trés bas.

10 A.4. Extraction de colorants naturels de substances végé-
tales.

Si l'on traite des substances végétales conte- ..
nant des colorants, par exemple des racines de betteraves
contenant le colorant rouge b&tanine ou le colorant conte-

15 nu dans les airelles, avec une pr&paration de SPS-ase qui

' est essentiellement exempte d'activités enzymatiques capa-
bles de décomposer ou de modifier d'une autre mani&re les
colorants, ceux-ci sont ré&cupérés en de hauts rendements, a
des frais trés bas. _

20 A 5. Extraction de caoutchouc du buisson guayul.

Un autre exemple de substrat pour une prépara~..
tion de SPS-ase qui est essentiellement exempte d'une
activité enzymatique capable de décomposer le caoutchouc
naturel est la substance de parois cellulaires dans les

25 racines et branches du buisson guayul.
Ba .l. Production d'un substitut de lait pour animaux domes-
tiques, de pr&férence un substitut de lait pour veau..

On peut produire un.:substitut de lait pour veau
qui est soluble dans l'eau froide 3 un pH d'environ 4,5 par

36 une liquéfaction compléte en milieu aqueux de féves Ge soja,
~ de graines de tournesol, de graines de coten, de faves
faba ou de pois.des champs. En utilisant une
substance brute contenant de 1l'amidon comme des fi2ves faba
' Oou pois des champs,on peut "accomplir la liquéfaction de
35 l'amidon au moyen d'une alpha-amylase avant, aprés ou

u
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pendant le traitement avec la SPS-ase qui solubilise £ina-~.
lement les polysaccharides qui ne sont pas de l'amidon et
qui sont présents en tant que substance formant la structu~
re des parois cellulaires. On montre un exemple détaillé
ci-dessous, en utilisant des féves faba, qui sont comparfes au
soja,en se référant au tableau I. Ie prétraitement des féves de
soja peut, de préférence, consister en une cuisson par jet
de vapeur, ce qui améliore la solubilisation de la rémanen-
ce.
Exemple Ba 1.1

' On met 15 kg de farire de five faba (Farine de Faves
des GRANDES MINOTERIES A FEVES DE FRANCE, Paris) en suspen-
sion dans 35 litres d'eau. On ajoute 75 g de Termamylé
60 L et 18 g de CaClz. On a chauffé la suspension 2 95° C
en utilisant un récipient 3 chemise de vapeur et en agitant.
La suspension a ensuite &té& traitée 2 cette tempéxature
pendant 60 minutes. Ensuite on a r2glé le pH 2 4,5 et le
produit a &té refroidi a 50° C. On a-dissous. = 300 g de
la préparation de SPS-ase KRF 68 dans 1 litre d'eau et on
1'a ajout& & la suspension. La ré&action a &t& effectuée

B D R

Pt e S
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Fungamyl 800 L la fraction d'amidon a ét& transformée prin-
cipalement en disaccharide (maltose). Ensuite, le mélange
de réaction a &t& pasteurisé 3 90° C, pendant 2 M. Une - partie
allquote du produit est ensuite lyophilis&e et utilisée
pour des essais de stabilité.. L'Echantillon a ensuite &té&
solubilis& 3 10 % de matidre s&che et la solution du
produit a pu &tre maintenue stable sans sédimentation pen-

dant plusieurs jours.
De la graisse ou de 1l'huile fondue peut &tre

facilement émulsifiée dans le produit en obtenant une com—
position finale trés semblable au lait de vache. Une
émulsion contenant 3,5 % d'huile (huile de soja) a &gale~
ment pu étre maintenue stable sans sédimentation pendant
plusieurs jours.
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Exemple Ba 1.2
, On a fait cuire au jet de vapeur i 150°C pendant
25 secondes, comme décrit i 1l'exemple 8, de la farine de
so:a (Sojamel 13). 1a farine de soja cuite au jet de vapeur
5 a &té sachée par pulvérisation et utilis&e pour des recher~
ches ultérieures décrites cirapres.
As

On a mélangé 50 g de farine de soja cuite au jet

de vapeur avec 450 g d'eau et on a r&@glé.le pH 2 4,5 au

10 moyen de 4,1 ml de HCL.6 N. Le m&lange a ensuite &té
chauffé i 45°C dans un bain d'eau.et on a ajouté& 0,250 g de
la préparation de SPS-ase KRF-68 au mélange chauffé que .
l'on a fait réagir pendant 5 heures sous agitation.
Ensuite, on a chauffé le mélange 3@ 80°C pendant 2 minutes

15 afin d'inactiver l'enzyme, On a centrifugé un &chantillon
de 100 ml 3 tempé&rature ambiante pendant 15 minutes 3 3000
X g (g = gravits)., Le surnageant a é€té soumis 3 un &change
ionique et a &té& analysé par HPLC pour déterminer la compo-
sition de 1° hydrate de carbone. Le surnageant a &galement

20 &té analysé pour la détermination de l'azote par la m&thode
de Kjeldahl, des mati2res s&ches et du degré de solubilits
de l'azote (nitrogen solubility index NSI); on a &galement
calculé le degré de solubilité des matilres séches (dry
matter solubility index DSI) ; voir les ré&sultats du .

25 tableau Ba I, On a introduit 100 ml du mélange réaction-
nel refroidi i 20°C dans un récipient de 100 ml gradué et
on l'a maintenu & 4°C pendant 2 jours. La stabilité 3 la

dispersion ( § ) a &té mesurée en lisant le volume des dis- .

persions obtenues (tableau Ba II) aprés 1 et 2 jours,

30 On a ajouté 8 g d'huile de soja 3 200 nl du
mélange réactionnel (3 20°C). On a préparé une &mulsion en
mélangeant pendant 2 minutes dans un nélangeur de Waring,
La stabilité de l'émulsion (%) a &té& mesurée comme ci~
dessus a.prés 1 et 2 jours.

} =
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On a effectué une réaction comme ci-dessus, dans
ce cas, cependant, on a utilisé 1,00 g de la préparation de
SPS-ase. On a effectué les mémes genres d'analyse et de

5 mesures de stabilité que ceux décrit 3 la partie A. Les
ré&sultats sont représentés dans les tableaux Ba I et Ba II.
Des analysés chimigues des surnageants, il
~ apparait que les valeurs de NSI (%) et de DSI (%) cbtenues
dans l'essai B sont plus élevées que celles obtenues pour
10 1'essai A. Cépendant, les essais de stabilité effectués
sur les mélanges r&actionnels donnent une meilleure valeux
pour les échantillons A. Ceci est probablement dit 2 la
plus grande longueurde la chaine de peptides des
protéines du mé&lange réactionnel résultant du dosage plus
15 faible en'enzymes.,

De la composition de l'hydrate de carbone détex-~
minée par HPLC, il apparait que l'on produit principalement
des monosaccharides et des disaccharides. De ce fait, des
oligosaccharides dont il est connu qu'ils provoquent la

20 diarrhée et la flatulance lorsqu'on les donne aux veaux en
de quantités trop importantes, ne sont présentes qu'en de
faibles quantités.

E Tableau Ba 1I. Propriééés chimiques du surnageant.
'25 Essais| Dosage des | % ax | RESUltats
enzymes par | NSI, % | DSI, % HP.LC... (compo+
rapport (3 pH = (& pH = | sition de sucres
au substrat | 4,5) 4,5) neutres)
¥ en poids
— ~ | DP, + DP,:79,7 8|
A . E/S = 0,5% 39:9 6214 DP% 2: 7,4 %
30 DP4 $12,2 &
i DP4+ H 811 %
B |E/s=20% | 57,0 67,1 | PPy *DPy:84,4%
‘ ‘ DP; - : 6,1 %
DP4 H 3'7 $
| DP, s 5,7%

35®NsI = Degré de solubilité de )'azote
R psI= pegré de solubilité des matiéres séches




enzymes par | sans huile Avec huile
rapport au
5 substrat Dispersion | Dispersion|Fmulsion| Emulsion
$ en poids [ler jour |28 jour _ |ler jour|2g jour
A E/S = 0,5% 80 % 63 % 100 % 87 %
B E/S = 2,0 % 66 % 35 % 85 % 71 %
10
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Tableau Ba II. Essais de stabilité des mélanges ré&actionnels

Ba 2. Production de substances brutes contenant de 1'amidon

saccharifié.
. En ce qui concerne la saccharification du manioc

et de patates douces et d'autres substances végétales

15 contenant de l'amidon, l'addition d'une préparation de SPS-

ase peut r&soudre des probl2mes de viscosité. En utilisant

une préparation de SPs—ase, il est possible de produire ées

suspensions d'amidon présentant une teneur en matiéres
séches de 25 & 30 &, et aprés saccharification, la pate
20 peut fermentexr pour obtenir un éthanol bon marché.
Exemglé Ba 2.1 .
On prépare une purée présentant ure teneur en
matidres sdches de 24 § & partir de patates douces (Japon)

fraiches et rapées. La teneur en amidon des patates douces

25 se situe aux environs de 70 % de la teneur en matidres
séches de celles-ci. Une premiére liquéfaction au moyen
de 1'amylase bactérielle Termamyl 60 L en une quantité de
0,5 kg/t. d'amidon a &té effectuée en chauffant lapurée 3
90° C. Ensuite elle a été maintenue a 90 °c pendant 30

30 minutes. On a ensuite mesuré la viscosité Ty du m&lange
réactionnel au moyen d'un fuseau HAAKE & 90° C.

On a ensuite fait refroidir le mélange réaction-

nel 3 55°C, et on a r2glé le pE a 5,0 au moyen de H,50, 2 N.

On a ensuite initié& une saccharification par addition de 1la .

35 gluco-amylase SAN 150 (marque déposée par NOVO INDUSTRI A/S)
en un dosage de 1,75 litre/tonne d'amidon. Le mélange de

B R L L Y ELY ST b




n ‘ TR S

Y P N o -—— S o . et e

70

saccharification a ensuite &té divisé en trois parties, A,

B et C qui ont &té traitées pendant 15 minutes par des ;
enzymes comme représenté cirdessous avant qu'on ne mesure :
la viscosité : |

5 ... i Az Cette .partie est 17essal 2 blanc. La i
viscosité 7 2 a &t& mesurée, voir tableau
Ba III.

B: On a ajouté la_cellulase Tricoderma viride
de Celluclast ™ 200 N en une quantité& de 1 kg

10 par tonne de matigres s2ches de patates douces.
La viscosité 1 3@ &té mesurée, voir tableau
Ba III.

C: On a ajouté& la préparation de SPS-ase KRF-68
' en une guantit& de 0,25 kg/tonne de matiéres
15 sé&ches de patates douces. On a mesuré la
viscosité 124, voir tableau Ba III.
Tableau Ba III : Viscosités

e 3 M et il

ME&lange réactionnel | Viscosité Viscosité
a 90°C a 55°C
~Patates douces |7 ,¥ 770 cp 7, = 2190 cp
A , - ’?2 = 2190 cp
B - "’3 = 1970 cp :
c - ’?4 = 950 cp '

Ainsi, on peut donc constater que la viscosité :
du mélange réactionnel peut effectivement &tre réduite au ]
moyen de la SPS—ase i dosage faible . par rapport au ;
cerrucLasT ® et au san 150.
Ba 3. Liquéfaction compléte de poires ou d'autres fruits. S

Si 1'on traite ult&rieurement avec une prépara-
‘tion de SPS-ase des poires entidres qui ont été &crasées
mécaniquement, on effectue une liquéfaction compléte et on 3
produit un jus de poires clair aprés avoir éliminé de .
faibles quantit&s de matidres solides. Un proc&dé analogue
peut dtre utilisé pour d4'autres fruits semblables, par

et e o e S R e
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exemple les pommes.

Exenple Ba 3.1.

Des pommes fraiches sont grossiérement broyées
au moyen d'un broyeur central Bucher. La purée de pommes
est ensuite pasteurisée dans un ré&servoir chauffé 3 90°C,
pendant 5 minutes, et elle est ensuite refroidie a tempé-
rature ambiante.les pommes pré-broyé&essont ensuite &crasées

_une deuxiéme fois dans un broyeur Fryma comportant un appa=-

reillage 3 pierrede corindon,jusqu'a ce que la purée soit
lisse au toucher. La pite a ensuite &té pasteurisée une
seconde fois 3 80°C pendant 10 minutes et refroidie & 50°C.
Les ré&actions enzvmatiques ont ensuite &té
effectuSes & 50°C pendant 30 minutes au moyen du dispositif
Contraves Rheomaf 15 en agitant et en effectuant simultané-
ment la mesure de viscosité (par rapport & un pcurcentage
lu sur le Rhéométre 2 vitesse 13). Aprés la fin de la
réaction enzymatique on a retiré un &chantillon de 100 g
et on 1'a centrifugé dans un tube gradué § 3000 x g pendant
15 minutes. A ce stade, on a mesuré le pourcentage de jus
et le pourcentage de dépdt. On a €galement mesuré le pE et
le pourcentage en matidres s&ches au réfractométre, en °
° Brix. Le tableau Ba IV montre une comparaison entre
1'effet de la SPS-ase, la combinaison de Celluclast et de
SPS-ase et la combinaison de Celluclast et de Pectinex. On
a utilisé la préparation de SPS-ase KRF-68.
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Tableau Ba IV: Résultats des essais de liquéfaction totale
avec une purée de pommes 3 50°C pendant 30

minutes
SPS-ase Celluclast® Pectin:x®‘ Viscosite Centrifugation| Jus
g/hl de | 200 1 3x g/hl de| finale § :

purée {g/hl de purde{ purée % jus | depdtpH fBrix
0 0 0 100 59 49 |3,8 9,7
25 0 0 19 81 19 |3,9 10,35
50 0 0 15 79 21 {3,595 10,7
50 50 0 4,8 83 17 |3,5] 10,8
3,8 83 17 [3,1 12,5
0 50 200 9,5 83 17 |3,2]12,9
50 2000 4,0 82 18 3,1 13,2

Ba 4.Production de jus par traitement de fruits et de
végétaux.

On a trouvé que des préparationg de SPS—-ase
conviennent bien pour la production de jus par traitements
de différents fruits, baies et de v&g&taux, par exemple la
.carotte, les pois , les tomates, les pommes, les poires, le
cassis, les féves et le choux. Dans ce cas, on obtient des
rendements amélioré&s en jus et une meilleure extraction des
pigments et ardmes par rapport aux préparations ccmmerciales
de pectinase et de cellulase.

.:Exemple Ba 4.1l.

On se référe 3 l'exemple Ba 3.1 dans leguel on a
compar& la préparation de SPS-ase aux produits commerciaux
de cellulase et de pectinase Celluclast ™ 200 L et Pectine
3x. Il appafait du tableau que le rendement en jus peut ~
&tre l&gerement am&lioré& avec seulement 50 g/hl de SPS-ase
par rapport 3 2000 g/hl de Pectinex ™, les deux &tant en
combinaison avec 50 g/hl de Celluclast®. La viscosité
&tait &galement légérement plus basse. De ce fait, il
semble que la SPS-ase est environ 40 fois plus efficace que

o
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le Pectinex.
Ba 5. Traitement concernant l'extraction ou le pressage de
la canne 3 sucre ou de la betterave a sucre.

On a trouvé qu'il est possible d'am&liorer le
rendement de processus de simple extraction, si l'on utili-
se la préparation de SPS-ase pour le traitement de la canne
3 sucre ou de la betterave 2 sucre avant et/ou pendant
l'extraction ou le pressage de celles-ci. De mé&me, la
rémanence (la bagasse) peut &tre traitée avec la prépamtion
de SPS-ase, ladite rémanence é&tant partiellenment convertie
en sucres fermentables qui peuvent &tre utilisés en tant
que substance brute pour une fermentation d'éthancl.
Exemple Ba 5.1 '

On a broyé 2 fois, dans un broyeur Fryma (type
MZ-110), 10 kg de rémanence de betterave sucrigre (pulpe)
obtenue par une extraction continue i contre-courant dans
un diffuseur-DDS chez Nakskov Sugar Factory. On a ajouté
de l'eau de. traitement pendant l'opé&ration de broyage.

On a traité& par enzyme des fractions de 300 g de
pulpe 3 45°C pendant 18 heures au moyen des dosages d'en—
zymes représent&s au tableau Ba V. On a ajouté le produit
enzymatique sec (KRF-68) 2 1la pulpe qui a &t& agitée paxr
une tige pendant la premigre heure. Ensuite, la pulpe a
&té liquéfiée de manidre 3 pouvoir effectuer une agitation
par agitateur magnétique pendant le temps restant. A la
fin de la réaction on a mesur& le pH (on n'a pas effectué
de correction de pH pendant le début de la réaction) et on
a centrifugé le mélange réactionnel jusqu'a ce gque l'on
obtienne un surnageant clair. On a effectué des détermina-
tions de matidres seches du mé&lange r&actionnel et des sur-
nageants. Les pourcentages de matidres s&ches solubilisées
ont &té calculés sur base de ces résultats.les corrections ont

&té faites pour les matidres sdches solubles du produit enzymaticque dans

tous les calculs.
Les surnageants N°s 2, 3 et 4 ont été soumis 2 un

&change ionique et ont &t& analysés par HPLC pour déterminer
la composition des hydrates de carbone. '
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Tableau Ba V. Résultats obtenus par une liquéfaction
enzymatique d'une pulpe de betterave

Fssais Dosage des !
. enzymes par Mesures finales
rapport aux| Mélange réacticnnel Surnageants
saches s of B (Fal)] st | e [owiies s

1 0 5,5 4,18 0,0 0,0
2 0,35 3,6 3,85 2,85 66,9
3 0,56 3,5 3,81 2,56 66,2
4 1,02 3,5 3,86 2,73 70,4
5 1,58 3,3 3,17 2,34 73,4
6 3,10 3,4 3,23 2,49 76,4
7 . 7,52 3,4 2,66 2,18 80,5

Conditions de r&action : M = 300 g

S
E/S
pH
T
t
Tableau Ba VI : Données HPLC

4,18 % de matiéres sééhes
conme montr& ci-dessus

non reéglé
45°C
18 heures

Genre de sucre

Essais n°®

(neutre) 2 JE 4

% _de sucres neutres
Poids molé&culaire &levé 43,6 31,9 25,3
(DP4+)
Disaccharides 4,6 4,8 -
Glucose 20,4 23,7 27,8
Galactose 5,0 5,9 7,3
Fructose/Arabinose 26,4 32,2 33,2
Acide Galacturonique pas mesuré

35

Tous les sucres formés suivant le tableau Ba VI
¢i-dessus peuvent fermenter en alcool ou 8tre utilisés dans
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d'autres buts.
Ba 6. Production de lait de soja

on peut facilement produire du lait de soja par
une liquéfaction ;otale de soja broyé et par une homogénéi~
sation ultérieure du mélange obtenu. Le lait de soja est
souvent produit en trempant les fives de soja dans de 1l'eau bouillan-
te, en broyant les féves imprégnées.en extrayant 1'eau-et.en.
séparant ensuite les résidus insolubles, par exemple les
protéines et les polysaccharides. Afin d'améliorer le ren-~
dement en lait de soja, ces résidus insolubles peuvent étre

liquéfiés par réaction avec la SPS-ase
Exemple Ba 6.1
Le procédé de production de lait de soja est
expliqué plus en détail par les séries de r&action enzymati
que suivantes, les calculs du degré de solubilité de
protéine (PSI, %, protein solubility index) et du degré de
solubilité de matidres séches (DSI, %, dry matter solubili-
ty index) représentent les rendements obtenus aprés sépara-
tion 3 pH 7 (voir tableau Ba VII). Les r8actions enzymati-
ques ont &té& effectuées dans les conditions suivantes :
Substrat : farine de soja non dégraissée (Dansk Sojakage-~
fabrik A/S)
Masse du mélange réactionnel : 220 ¢

Masse du substrat s 20 ¢
Température : 50°C
pH : 4,5 (HC1'6 N)
: Séries A: 1 heure

Temps de réaction
Temps de réaction
Enzyme

Quantité d'enzyme

séries B: 0,5 8 6 heures
SPS~ase (KRF-68)
Séries A: rapport E/S
(poids/poids) 0 & 8,0 %
Séries B: rapport E/S
(poids/poids) : 1,0 %

Aprés la réaction, ongréglélepl—lé?aumyendem{tzu-
et on a effectué une séparation par centrifugation a 3000x g, pendant
15 minutes.
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Ba 7. Traitement'destiné 3 accroitre la quantité
récupérable de .matiéres-solubles de café.
On a trouvé que le traitement de graines de café
3 différentes &tapes, pendant la production de café instan-
tang, résulte en une augmentation du rendement.de matiéres solubles
de café. ~ Ainsi , par exemple,le marc de café épuisé ou
des graines vertes peuvent &tre trait&es par des enzymes
avec des résultats avantageux.
Bb 1. Prévention et/ou décomposition du louche de pomme
Aprés la production d'un jus de pomme ou de poire
ou d'autres jus de fruits, qui doivent &tre clairs et qui
ont antérieurement été traités avec des préparations de
pectinase et cellulase classiques afin d'éviter la forma-’
tion de turbidité&, il peut apparaitre un louche de pomme
ou des louches de fruits analogues. On a trouvé que des

" préparations:de SPS~ase conviennent bien pour la dé&composi-

tion de tels louches qui consistent principalement en

arabanne liée aux proté&ines.

- Exemple Bb 1

20

25

30

35

On a constaté que le concentrat de jus de poire
produit par liquéfaction enzymatique de déchets de conser-
veries de poires en utilisant du Celluclast ~ et du
Pectinex se trouble au repos. Le louche a &té isolé et
hydrolys& au moyen de sto4 0,01 N pendant 24 heures et a
été analysé par HPLC. Le chromatogramme montre de l'ara-
binose et de faibles quantités d'oligosaccharides.

En faisant incuber 0,5 % poids/volume de cet
hydrate de carbone dans 1 nM de tampoh acétate a pH 4,5,
pendant 3 heures, 3 40°C, avec ‘la SPS-ase (KRF~68 + KRF 92,
1:1) présentant une concentration en enzyme de 0,05 §
poids/volume, on a trouvé que 84 % de 1'hydrate de carbone
du louche initial (matiére séche) ont été transformés en
arabinose.

On a &galement traité un concentré de poire dilué
(20°Brix) pendant 2 heures 3 40 ° C avec une guantité

r
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d'enzyme SPS-ase susmentionée de 0,15 % poids/volume ou
avec un produit commercial dénommé Clarex < en une quantité
de 1 % poids/volume. On a trouvé que la SPS-ase é&tait
capable de réduire de 86 % la surface relative du pic HPILC
5 du louche semblable 3 1'arabanne,alors que la ré&duction
correspondante au royen de Clarex (utilisé en une quan-
tité nettement supérieure 2 la préparation de SPS-ase)
n'était que de 78 %.
Bb 2. Utilisation en tant gue agent clarifiant de vin
10 blanc.
on a trouvé gue les vins blancs présentant une
turbidité tras indésirable peuvent &tre clarifiés efficace-
ment au moyen d'une SPS-ase. On a montré que la substance
trouble consiste principalement en arabinogalactanes qui
15 sont 1i&s a des résidus d'hydroxyproline dans une protéine
structurelle de parois cellulaires.
Bb 3. Production de ISSPH ou d'autres hydrolisats de
protéine végétale. :
Avant la séparation du ISSPH (isoelectric soluble
20 soy protein hydrolyzate = hydrolisat de protéine de soja,
isoélectriquement soluble) ou d'autres hydrolysats de pxo-
téine v&gétale de la boue, comme décrit dans le brevet des
Etats-Unis N° 4.100.024 ou dans Process Biochemistry, vol.
14, No 7 (1979), pages 6 23 8 et 10 - 11, on peut traiter
25 le mélange réactionnel avec une préparation de SPS-ase.
Ceci permet d'obtenir une séparation plus facile.
Bb 4. Enzyme de brassage pour 1'industrie de la biére.
Dans la production d'hydrates de carbone de bikre
3 partir de substances brutes, par exemple les beta-glucannes
30 de malt et d'orge,on observe une influence sur la viscosi-
£& et la filtrabilité du mofit. L'addition d*une SPS-ase
pendant le brassage réduit la viscosité du mofit et am&liore
sa filtrabilité ainsi que le rendement 3 l'extraction. En
outre, l'addition d'une SPS—-ase pendant le brassage augmen=
35 te la fermentabilité du molit ainsi que la teneur en azote
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dans le mofit.

Exemple Bb 4.1
Au laboratoire, on a brassé ensemble 50 g de

gruau d'avoine moulu consistant en 50 % de malt et 50 %
d'orge avec 275 gr d'eau (15 % de matigxes séches) selon
le schéma de brassage suivant : 52 ° C (60 minutes)/

63°C (60 minutes)/76°C (30 minutes).
Afin de prouver l'effet de la SPS-ase on a effec~

tué quatre essais, voir le tableau donné ci-dessous, dans
lesquels les enzymes ont été ajout®s pendant le brassage
(pH du bxassin. 5,5 - 6,0).

Enzynme Né&ant Cexefl. SPS~ase (KRF-68)

Activité de
héta-gluca- 0 200 BGU 1630 FBG 1630 FBG

nase/qg

Dosage d'en-
zyme par kg 0 1,549 0,05 g 0,18 ¢
de gruauw

Quantité to-

tale d'unités :
d'activité 0 ° 300 BGU 80 FBG 300 FBG
d'enzyme par
kg de gruau

Vitesse de
filtration

u mofit 120 ml {135 ml 160 ml 170 ml
Fprés 10 mn

Viscosité du
mofit 10° Bal-| 1,52 cP|1,36 cP 1,36 cP 1,30 cP

ling (25°C)

BGU représente des unités de béta-glucanase
déterminées selon le procédé analytique AF 70/4-GB, dis-

ponible chez NOVO Industri A/S.
FBG représente des unité@s de béta-glucanase

fongiques déterminées selon le procédé analytique AF 70.1/
2-GB disponible chez NOVO Industri A/S.
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La seule diffé&rence entre BGU et FBG est le
PH auquel on effectue la détermination de l'enzyme : pH 7,5

pour BGU et pH 5,0 pour FBG.
Cereflo est une préparation de b&ta-glumnase

S bactérielle décrite dans le document d'information B 214b~-
GB 1500, Juillet 1981, disponible chez NOVO Industri A/S.
Exemple Bb 4.2’

Au laboratoire, on a brassé ensemble 50 g de
gruau d'avoine moulu consistant en 40 % de malt et 60 &

10 d'orge avec 150 g d'eau (25 % de matidres saches) selon le
schéma . de brassage suilvant : 45°C (60 minutes)/63°C

(90 minutes)/75°C (15 minutes).
Afin de prouver 1l'effet de la SPS—ase on a

effectué trois essais, cfr. le tableau ci-dessous, dans
15 lesquels on a ajout& les enzymes pendant le brassage (pH
de la boue 5,5 - 6,0).

Enzyme Néant |Ceremix | SPS~ase (KRF-68)+Ceremix
ajout& comme dans les
essais précé&dents

20

Activité de ! - 200 BGU 1630 BGU

béta-glucanase/

g

Dosage d'enzyme - 1,65 g 0,033 g

par kg de gruau

25 Quantité totale

d'unités d'acti- 0 330 BGU 50 FBG

vité d'enzyme

par kg de gruau

Vitesse de fil-

tration du moQit | 48ml | 98 ml 111 m1

30 | aprés 15 min.

Extrait, °Balling| 18,6 19,0 19,5

Viscosité& du

molit 10°Balling |1,72 cP| 1,37 ¢ 1,27 cP

(25°C)

g:__'




10

20

25

30

35

8l

La définition de BGU et FBG est la méme que
celle donn&e 2 1'exemple Bb 4.1 La dernidre colonne du
tableau ci~dessus ne donne que l'activité et la quantité
provenant de la SPS-ase comme indiqué.

Ceremix est une préparation de béta-glucanase
bactérielle décrite dans le document d'information B 216
b-GB 1000, Février 1982, disponible chez NOVO Industri A/S.
Bb'5. " additif enzymatique pouvant &tre utilisé pendant

1a fermentation et/ou le stockage de la biZre.

On peut ajouter de la SPS-ase pendant la fermen-
tation du moQt ou pendant le stockage de la biere afin de
réduire la teneur en b&ta- glucannes et pour améliorer la fil=
tration de la bidre et la stabilité de celle-ci par rapport
au louche. La SPS-ase exerce &galement un effet sur les
protéines responsables d'un louche se formant & froid.

Bb 6. 2Agent destiné 3 enlever la peau de 1'amande.

Pendant 1'&tape mécanique qui consiste d enlever
la peau des amandes, qui suit 1'étape d'émondage
des amandes, un certain pourcentage de peau d'amandes n'est
pas €limin& On a trouvé qu'un traitement enzymatique des
amandes provoque une diminution du pourcentage indiqué ci-
dessus. '

Be 1. Décomposition de diffé&rents déchets.

Dans certains procédés de fabrication, on produit
de grandes gquantités de carbohydrates -contenus dans des dé-
chets,. Ceci est le cas, par exemple, lors de la produc-
tion d'un isolat de soja par extraction 3 1l'eau et préci-
pitation au moyen de l'acide, de lait de soja et de tofu
(un type partiéulier de fromage japonais).A cet égard, on
peut &galement citer la pulpe résiduelle des pommes, des
poires ou des agrumes. On a trouvé qu'une préparation de
SPS-ase est capable de liquéfiexr complétement ces déchets
contenant des hydrates de carbone et de produire des
sucres fermentables qui peuvent &tre utilisés en tant que
substance de départ pour une fermentation d'éthanol.
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Exemple Bc l.1

Lors de la production classique de lait de soja
ou de tofu, on plonge souvent les féves de soja dans l'eau
bouillante, mélange et extrait avec de l'eau chaude, aprés
quoi on effectue une s&paration. Le résidu de cette sépa-
ration est la substance utilisée dans cet essai. La phase
liquide est constitu&e par le lait de soja qui peut &tre
traité ultérieurement pour produire du tofu.

On a broyé 10 kg de féves de soja entidres ob-
tenues chez Aarhus Oliefabrik A/S simultanément avec 70
litres d'eau bouillante dans un broyeur Fryma du type M2
110. La boue de broyage a &t& maintenue au-dessus de 85°C
pendant 15 minutes afin d'inactiver les enzymes de graines
naturelles qui développent 1'odeur d&sagréable connue du soja.
Ensuite. on. centrifuge 5 litres de cette boue de soja dans
le laboratoire pendant 15 minutes 3 3000 x g (g = gravité). .
On a trouvé, par analyse, que la rémanence contenait 2045 %
et 20,06% de matidres sdches (mesures faltes en double,
moyenne calculée : 20,26%). On a ajouté lentement du HCl
6 N qui a §té€ trituré dans la rémanence au moyen d'une
spatule jusqu'd ce qu'un pH-m&tre indique 4,50, lorsque
1'&lectrode est introduite directement dans la masse.

on a effectué, 3 50°C, dans un becher de 500 ml
des réactions d'enzyme avec 2 x 200 g de la masse avec
les deux dosages de SpS-ase (KRF-68), E/S = 0,5 % par
rapport aux matidres sé&ches et E/S = 3,0 $ par rapport aux
matidres sdches. L'enzyme s2che a &té ajoutée 3 la masse.
Pendant les 1 3 2 premiéres heures, on 2 effectué l'agita~
tion au moyen d'une spatule et ensuite la masse a &té
liquéfiée 3 une telle mesure que l'on puisse efficace-
ment effectuer 1'agitation au moyen d'un agitateur nagné-
tique. Le temps de réaction total était de 21 hewres. On
a mesuré l'osmolalit® au moyen d'un osmométre, pendant la
durée de la réaction (Advanced Digimatic 3DII disponible
chez Advanced Instruments Inc.). Les résultats du tableau
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Bc I montrent 1'é&volution de la ré&action. A la fin de
1l'essai, les m&langes ont Eté centrifugés 2 3000 x g
pendant 15 minutes. Une couche d'huile .est apparue d la
surface du surnageant et le volume de celle-ci a é&té
déterminé. Une couche de boue non tassée .est apparue
camme couche de fond. Le surnageant contenant l'huile
a &t&é retiré au moyen d'une pipette. L'huile a &té combi~
nSe avec la phase d'eau claire par horogénéisation et on

a retiré un é&chantillon pour la détermination des matiéres
sdches. Les ré&sultats donnés au tableau Bc I montrent
clairement que ce déchet peut &tre liquéfié par une réac-
tion enzymatique et que l'on peut produire de 1'huile
brute comme. mentionné 3 la partie A 4. Aprés avoir
récupéré .1'huile, on peut utiliser de différentes maniéres
la rémanence solubilisée, par exemple pour une fermantaticn
en composé&s utilisables ou par une utilisation en tant que
aliment pour b&tail ou produit alimentaire aprés concen-
tration et s2chage ou pour des produits ‘-utiles aprés
une purification ultérieure.
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Tableau Bc I. Résultats obtenus lors de la liquéfaction
de lait de soja et de boue de tofu.

Les substances végétales contenant des hydrates

de carbone, par exemple les tube

rcules comme les topinam-

bours, les pommes de texXe, les patates douces, le manioc

35 ou la pulpe de tels tubercules,

3 savoir la substance

tonditions de réaction
5 t résultats Essai A Essai B
asse de résidus 200 g 200 g
asse de SPS—ase 0,20 g 1,20 g
(KRF=-68)
empérature 50° C 50 °C
H 4,50 4,50
10 Temps de ré&action 21 heures 21 heures
Fésultats mesurés sur |t osmo=~ |8 os- |t osmo-|A osmor
bn osmomdtre pendant |mn rtg;';té {nf&a- mn 12211- ﬁgli:fé :
1 ' évolution de la Rosm mosre
15 réaction ol 287 0. 0| 282 0
10y 313 26 10| 386 86
A Osmolalité est la - - -| 25| 497| 215
raleur corrigée de 40| 391 104 45| 601| 319
) 1osmolalité du mélange 95| 501 214 | 95| 718] 436
20 t=0 250 | 634 347 | 250| 875 593
1260| 907 | 620 | 1260 1145 863
élange réactionnel :
gatiéré seche 20,3 % 20,7 %
Surnageant ¢
25 Matiere s&che 18,0 & 19,4 %
Surnageant 3
Teneur en huile 8 2.10 % 83 10%
ralculs du % des
natidres séches solubi- 28,6 % 93,5 &
30.;isées
Be 2. Saccharification et fefmentation simultanées.




[ . .
se 08 Gedee (11} [
e v .

[ ]
se ¢ deds & o

foee

[ X ] ] 000:. . g

<
<
*
[ [ *

[ 1] a0 o8 . " (1)

85
restant aprds avoir éliminé les composants extraits, peu-~
vent 8tre saccharifiés par un traitement avec une prépara-
tion de SPS-ase et, simultanément, les saccharides fermen-

tables obtenus peuvent &tre ferment&s en &thanol.

5 Exemple B¢ 2.1
' La production d'éthanol par fermentation des

topinambours décomposés contenant de l'inuline & été
expérimentée 3 1'&chelle de laboratoire par une sacchari-
fication simultan&e avec une SPS-ase et une inulinase et
10 par quatre prétraltements différents des topinambourse.
SPS-ase : On a utllisé la pré&paration de SPS-ase KRF-68.

Tnulinase : L'inulinase a ét& produite par fermentation de
Asp. ficuum (CBS 55 565). L'activité d'inulinase est
déterminée comme décrit dans Research Disclosure No. 21234
15 (Décembre 1981) p. 456 2 458.
Fermentation au laboratoire : On a fait fermenter des
fractions de 150 gr de purée prétraitée (décrite plus loin)
apr2s avoir ajouté 4,5 g de levure de boulangerie et 1 ml
d'une solution de Pluronic & 4 % en tant qu® agent anti-
20 moussant. lLes flacons de fermentation sont munis de
piéges de Co2 contenant de l'acide sulfurique 2 98 % et la
fermentation est suivie par une mesure de la perte en poids
du 2 la libération de coz. Le contenu du flacon est agité
pendant la fermentation qui est effectuée 3 30°C. On a
25 utilis& trois flacons pour chaque paramdtre &tudié.
Dans le tableau Bc II, la perte en poids due &
la lib&ration de C()2 est ¢convertie en éthanol, en

supposant gqu'lmole de CO libérée &quivaut 3 1 mole.de, C,H-OH
2 €. CoH50H,

~ 46
ad savoir 1l g C02 27 9 CZHSOH'

30 Prétraitements des topinambours :

Traitement A : On a effectué une cuisson suivant le procédé
de Henze de 14,1 kg de topinambours a 140°C
et 34 3 5 atm pendant 20 minutes. Le
poids aprés cuisson était de 19,0 kg .

' 35 (16,9 % de matilre sache). Les fermen-
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tations ont &t& effectuges directement sur
la purée,
Traitement B : Des topinambours lavés et coupés en tranches
. ont &té mélang&s avec de l'eau (l:1) et ont
&té melés dans un mélangeur Waring. La purée
a ensuite €t& soumise 3 un traitement ther- '
mique pendant une heure, 3 85°C et 2 pH=4,5.
Comme le traitement B, mais le pH n'a pas '
été raqlé,
Comme le traitement B, mais on n'a pas effec-
tué de traitement thermique et on n'a pas ’
rédglé le pH.
Résultats : Les r&sultats du tableau Bc II montrent 1° effet
de l'addition d'une SPS-ase 2 la purée prétraitée sur le
rendement en &thanol. On a obtenu une amélioration nette du
rendement en éthanol sur toutes les purSes prétraitées lors-:
qu'on a ajouté une SPS-ase. '
Tableau Bc II. Résultats de fermentation lors d'une fermentation
similtanée et d'une saccharification enzymatique de
topinambours. '

Traitement C

Traitement D

Pr&trai~| Unité d'inuli] SPS-ase |Perte en 007 (9)| & &thanol produit
tement nase ajoutée | E/S % aprés 42 2 “44 | par rapport aux
41 gdema hres de fexrmen- | matidres séches
tidre séche tation
A 1,5 0 7,65 + 0,05 31,5
1,5 0,27 8,07 + 0,08 33,2
B 1,5 0 4,85 + 0,03 29,7
1,5 0,40 5,41 + 0,03 33,1
1,5 o 5,70 + 0,05 34,8
1,5 0,10 5,97 + 0,01 36,5
c 1,5 0,20 6,13 + 0,06 37,5
1,5 0,30 6,13 + 0,00 37,5
1,5 0,40 6,18 + 0,05 37,8
1,5 (o] 5,77 + 0,02 35,3
1,5 0,10 5,89 + 0,00 36,0
D 1,5 0,20 6,04 + 0,11 36,9
1,5 0,30 6,01 + 0,01 36,7
1,5 0,40 6,02 + 0,03 36,8
0 0,40 5,48 + 0,02 33,5
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Bc 3. Décomposition de cellulose

On a trouvé que des substances contenant de la
cellulose comme de la paille, par exemple la paille de blé&,
la sciuvre, du papier et de la lignocellulose, peuvent &tre
hydrolysées en une mesure plus grande au moyen d'une pré-
paration de SPS-ase qu'avec des cellulases ‘classiquesCeci
est montré par l'exemple suivant dans lequel une substan-
ce de cellulose cristalline (AVICEL) est trait&e au moyen
d'une cellulase classique Celluclast ™ 200 produite par la
souche Trichoderma reesei et au moyen de la préparation de
SPS~ase KRF-68.

Exemple Be 3.1

On a mis 1' Avicel en suspension dans 1l'eau (20%
de matidre siche) ; on a réglé le pH & 5 et on 2 maintenu
la température & 50°C. ' 2prés un temps de réaction de 24
heures, on a filtré& la boue et on a mesuré la teneur en
sucre réducteur (mg de glucose/g AVICEL). En utilisant des
quantités d'enzyme de 5 et 20 $ de la teneur en cellulose,
on a obtenu les valeurs suivantes.

Tableau Bc III.

Enzyme E/S % | mg glucose/g AVICEL
Celluclast 5 80
SPS-ase 5 200
Celluclast | 20 100
SPS-ase 20 340

Bc 4. Application en tant que additif de cuisson.

On a &galement constat& que les préparations de
SPS-ase conviennent particuligdrement comme additifs

3°(adjuvants)de cuisson de boulangerie. Ainsi, lorsqu'on

35

ajoute une préparation de SPS-ase & une farine sé&che,

avant production de la p&te, il est possible d'obtenir un
pain présentant une qualité sup&rieure en ce qui concerne
le volume, la mie et le gofit. De ce fait, il est possible
d'obtenir un pain de haute qualit& avec une farine de bl
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de moins bonne qualité& si on utilise la préparation de

SpS~ase en tant que additif.

Be S. 2mélioration du rendement en alcool et en bio-
masse pendant la fermentation de la liqueur de
sulfite dans la production du papier.

On a également trouvé que le rendement en

&thanol peut &tre amélioré si l'on traite la liqueux de

sulfite du papier avec une préparation de sps-ase avant

qu'elle ne soit utilis&e 3 titre de source d'hydrate de

carbone pour la fermentation ‘en éthanol. La liqueur de

sulfite du papier peut également atre utilisé pour la

production de biomasse, par exemple une protéine unicellu-

laire, par fermentacion ; méme dans ce cas, le rendement

en biomasse a &t& amélioré lorsqu'on a traité préalable-
ment la liqueur de sulfite avec une préparation de SPS-ase.
De méme, la décomposition due ala présence de la prépara-
tion de SPs—-ase et la fermentation peuvent &tre effectuées
simultanément.
Bc 6. Assdchement de produits de boue biologique.

Lors d'extraction classique 3 1'eau de nombreuses

substances biologiques provenant de substances végétales

brutes, on obtient de grands volumes de ré&sidus insolubles

consistant en grande partie de polysaccharides gonflés.

Ce cas se pr&sente, par exenple lorsqu'on produit du lait
de soja, du tofu ou un isolat de soja par extraction & l'eau
de faves de'soja,de farine de soja dégraissé&e ou de flocons
blancs . La substance de polysaccharides gonflés structu-
rée. peut ensuite &tre traitée en une petite mesure avec

une SPS-ase, ce qui ouvre la structure en réseau de la

substance et, de ce fait, il n'y a que de faibles quantités

d'hydrates de carbone qui sont solubilisés. Ainsi, la

' substance est déshumidifiZe et on obtient, par conségquent,

une teneur en matidre s&che plus &levée dans la boue par
rapport au produit obtenu sans traitement enzymatique. De
ce fait, le procédé enzymatique présente 1'avantage qui
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consiste en une consommation en énergie considérablement
plus faible pour &liminer l'eau par sichage et ledit
traitement permet &galement de produire un aliment pour
bétail sec meilleur march& ou un agent de masse pour
des applications alimentaires.
Be 7. .Additif pour aliment de b&tail ensils.

Il est connu d'ajouter des additifs enzymatiques
au fourrage ensilé afin d'accroitre la vitesse du processus
d'ensilage et la digestibilité& du fourrage ensilé. On a
trouvé qu'une préparation de SPS-ase est supérieure com-
paré . aux additifs enzymatiques connus pour 1le four-age

ensilé.
. Afin 4'étre plus clair, on donne ci-dessous un

apergu des figures auxquelles on a d&j3 fait r&férence.

La fig. N° Concerne Décrit

1 La partie générale|L'effet de liaison entre le
de la description |SPS et la proté&ine de soja

2 La partie générale|Tableau synoptique d&crivant :
de la description |la pr&paration du SPS :

3 22me partie Courbe de calibrage pour la
chromatographie HPLC 3 fil-

tration sur gel ]

4 2éme partie Chromatogramme HPLC 3 fil ~ -
tration sur gel du SPS

5 2éme partie Chromatogramme HPLC 3 filtras
tion sur gel du SPS dé&compo- .
s& par la SPS-ase 3

6 2eme et 3éme . .|Chromatogramme HPLC 32 filtra- 4

parties tionsux gel du surnageant de
SPS, soumis a incubation aved

une protéine de soija

7 2&8me partie Chromatogramme HPLC & filtra
tion sur gel du surnageant de
SPS décompos€, scumis & incu
bation avec une protéine de soja
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La figqg.

N°

Concexne

Décrit

3éme partie

Chromatogramme HPLC a filtrat
tion sur gel de APS décomposé
par Pectolvase ‘

3ame partie

Chromatogramme HPLC & filtra+
tion sur gelde APS décomposé
par la SPS-ase

10

3éme partie

Chromatogramme HPLC a filtra4
tion sur geldu SPS traité
avec la Pectolvase

11

7éme partie

Pics immunoélectrophorétique
comportant un pic de SPS-ase
identifié par la technique
de recouvrement

L2}

12

8éme partie

Chromatogramme 2 &change
ionigque d'une SPS-ase

13

98me partie

Dépendance de 1l'activité du
pH d'une SPS-ase

14

9eme partie

Dépendance de l'activité de
la température d'une SPS-ase

15

98me partie

Stabilité& 3 la température
d'une SPS~ase

16

10éme partie

Stabilit& du pH d'une proté-
ase dans une pré€paration de
SPS-ase
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. REVENDICATIONS
1. A titre de produit industriel nouveau, la SPS-ase,

a savoir une carbohydrase sous une forme utilisable et
capable de d&écomposer le SPS de soja dans des conditions

5 appropriées pour donner des produits de décomposition qui
se fixent eux-mémes sur une protéine, en milieu aqueux, 3
un degré moindre que celui auquel le SPS de soja se serait
fix& lui-mé&ne, avant décomposition, sur la méme protéine
dans des conditions corxespondantes.

10 2. SPS-ase suivant la revendication 1 caractérisée
en ce qu'elle est capable de décomposer le SPS de soja, en

k milieu agueux, pour donner des produitsde décomposition qui

: se fixent eux-mémes sur une protéine vég&tale, en milieu '

. aqueux, a un degré moindre que celui auquel le SPS de soja

§_ 15 se serait fixé lui-méme, avant d&composition, sur la méme
{ , protéine végétale, en milieu agueux,
3. SPS-ase suivant l'une des revendications 1 ou 2

caractérisée en ce qu'elle est capable de décomposer le SPS
de soja, en milieu aqueux, 3 un pH ne s'écartant pas plus

20 de 1,5 unités de la valeur 4,5, pour donner des produits de '
décomposition qui se fixent eux-m@mes sur une protéine de
soja, en milieu agueux, 3 un degré moindre que celui auquel
le SPS de soja se serait fixé lui-méme, avant d&composition
sur la protéine de soja, en milieu aqueux.

£ 25 4. SPS~-ase suivant l'une quelcongue des revendica~

tions 1 & 3 caractérisée en ce que les produits de d&compo-

sition du SPS de soja se fixent eux~mémes,aprés dégradation

compléte, sur la protéine de soja 3 un degré,reprisentant

; ‘ une valeur inférieurd@ 50 %, en particulier inférieure’'d20%,

5 30 que celui auquel le SPS de soja se serait fixé lui-méme,

avant décomposition, sur la protéine végétale, en milieu

aqueux.

5. SkPSé-ase suivant l'une quelconque des revendica-

tions 1 & 4 caractérisée en ce qu'elle réagit positivement
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au test de la SPS-ase lorsqu'il est exé&cuté suivant le
procédé de déterminaticn qualitative et quantitative de la

SPS-ase.
6. spS-ase suivant 1'une quelconque des revendica-

tions 1 3 5 caractérisée en ce que la SPS-ase est produite .
au moyen d'un microorganisme appartenant au genre
Aspergillus, de préférence appartenant au groupe Aspergillus

niger.
7 SpsS-ase suivant 1'une quelconque des renvendica-
tions 1 2 6 caractérisée en ce qu'elle est dérivée des

enzymes qui peuvent &tre produites par Asp. aculeatus CBS

101.43.
8. sps-ase suivant l'une guelcongue des revendica-

tions 1 2 7 caractérisée en ce qu'elle est identique au
point de vue de 1'immuno&lectrophorése 3 la SPS5-ase
produite au moyen de Asp. aculéatus CBS 101.43 et qu'elle:
peut &tre identifiée au moyen de la technique de recouvrie-
ment immunoé&lectrophorétique.

9. SPS isolé caract&risé en ce qu'il est produit a
partir d'une protéine végétale brute servant de substance
de départ.

10. SPS isolé suivant la revendication 9 et caracté-
risée en ce que la protéine végétale brute est une farine
de soja dégraissée. :

1l1. Procsdé de sélection d'un microorganisme produi-
sant une SPS~ase permettant de produire la SPS-ase suivant
1'une quelconque des revendications 1 a 8, caractérisé en
que le micrcorganisme 3 tester est cultivé sur un milieu
de fermentation dont la source principale de carbone est
du SPS suivant la.revendication 9 ou 10, aprd@s quol un
&chantillon du milieu de fermentation est analysé& pour
déterminer la SPS-ase et le microorganisme en question est
choisi en tant que microorganisme produisant une SpPs~-ase,
si l'analyse de la SPS-ase est positive.

12. Proc&dé de production de SPS-ase suivant 1'une
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quelconque des revendications 1 3 8 caractsrisd en ce

qu'une souche choisie suivant le procédé de s&lection de
la revendication 11 est cultivée dans un milieu nutritif.
13. Procédé suivant la revendication 12 caractérisé

en ce gue la souche Asp. aculeatus CBS 101.43 ou A p.

jagonicus IFO 4408 est cultivée dans un milieu nutritif.
14. Procédé suivant la revendication 12 ou 13 carac-

térisé en ce que la culture est effectuée en culture noyée
2 un pH compris dans l'intervalle de 3 i 7, de pré&férence
de 4 3 6, & une température dans l'intervalle de 20 a 40°C,
de préférence de 25 & 35°C, et en ce que le milieu nutritif
contient des sources de carbone et d'azote et des sels

inorganiques.
15. " Procéds suivant 1'une quelconque des revendica-

tions 12 3 14 caractérisé en ce que le milieu nutritif

contient de la farine de soja.
16. Procédé& suivant la revendication 15 caract&risé

en ce que la farine de soja est traitée par une enzyme
protéolytique avant d'&tre utilisée comme composant du
substrat, l'enzyme prot&olytique étant, de préférence,
produite par voie microbienne au moyen de Bacillus
licheniformis.

17. Proc&d& suivant l'une quelconque des revendica-
tions 12 & 16 caractérisé& en ce qu'une solution stérile de
pectine est ajéutée de maniére aseptique'au bouillon de
fermentation pendant la culture.

18. Proc&d€ de décomposition de polysaccharides, de
préférence des polysaccharides de parois cellulaires de
plantes, au moyen d'une carbohydrase, caractérisé en ce
qu'on met une préparation de SPS-ase suivant l'une quel~
conque des revendicatiornsl & 8 en contact avec un substrat
pour ladite préparation de SPS-ase, exception faite des
décompositions déjd décrites dans la demande de brevet

danois n° 5691/81.
19, Procédé de décomposition de polysaccharides,

T [
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suivant la revendication 18, caract8risé en ce que la
décomposition est accompagnée par 1'isolement OU 1l’extrac-
tion d'une substance biologique différente de la protéine
de soja et des protéines végétales apparentées provenant
d'une substance biologique brute, la préparation de SPS-
ase &tant essentiellement exempte de toute enzyne capable
de dé&composer ladite substance biologique.
20. Procédé de décomposition de polysaccharides
suivant la revendication 18 ou 12 caractérisé en ce que un
u plusieurs des produits de rSaction, sans distinguers :.ls
sont des produits finals recherchés ou des déchets, sont
traités ultérieursement en méme temps que le traitement

enzymatique ou aprés celui-ci.
21. pProcédé de décomposition de polysaccharides

suivant la revendication 20 caract&risé en ce que le trai-
tement ultérieur est une fermentation alcooligue dans le
cas od l'un des produits de la réaction est un sucre

fermentable.
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