74 L'HPTLC dans un laboratoire d’enzymologie, contribution
LESAFFRE  a |'expertise des amylases utilisées en panification
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74 Service levures et ingrédients de panification
LESAFFRE

Une de nos missions :

Savoir identifier et discriminer les différentes
enzymes proposées sur le marché.

Pour cela, développement d’ Enzymologie classique :
détermination de la concentration en U/g et de

I'activité sur différents substrats ou a
difféerents pH et températures conduisant a
établir la « signature » de chaque enzyme
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74 Enzymes utilisées en panification
LESAFFRE

Xylanes A .
Xylanases ss—gme- Augmente le volume spécifique du pain

Gluten (protéine)
Protéases === Bajsse |a tenacité, augmente l'extensibilité

Lipides . . ) A
Lipases e AMeélioration du réseau de la pate

Pot. rédox de la pate Ty . , A
Oxydo-réductases g Ameélioration du réseau de la pate

Amidon - Augmente la production de maltose pour
Amylases sl I3 levure

- Effet antiracissant
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LESAFFRE Problématique Amylases
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LESAFFRE Problématique Amylases
Chromatogram
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74 Méthode de quantification du DP1 (Glucose) au DP7 par HPTLC
LESAFFRE
Méthode CAMAG :
- Plaque: silica gel 60 F254 (ATS 4)
- Solvant de migration: Acetonitrile : acetone (1:1) — eau (80:20) (ADC2)
- Saturation: 20 min avec papier filtre
- Humidité: 50,2%
- Séchage 5 minutes
- réactif de dérivatisation : Aniline-diphenylamine- acide phosphorique (cuve a immersion)

- chauffage 15 minutes a 120°C
- Scanner 4 a 500 nm lampe tungsténe
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74 Méthode de quantification du DP1 (Glucose) au DP7 par HPTLC

LESAFFRE
ACN : acetone (1:1) — eau ACN : acetone (1:1) —eau |
(80:20) (75:25)
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74 Méthode de quantification du DP1 (Glucose) au DP7 par HPTLC

LESAFFRE
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: Gamme DP1 (Glucose)

LESAFFRE
Track | Vial | Rf | Amount | Height | X{calc) Area KX(calc)
Fraction

a0 1 A2 055 2370 7095 ng 48064 T3.49ng Sample Enz 495 1/3 pesée 1
2 A1 055 16413 ng 4314 363 73 Sid Lewvel 4
> AG Sample Enz 495 1/10 pesée 2: Mo peak detected or peak deleted
4 A10 Sample Enz 496 1/50 pesée 3: No peak detected or peak deleted
5 A1 055 T9.42ng 25.06 493 05 Sid Lewel 2
& B4 Sample Enz 496 1/10 pesée 5. No peak detected or peak deleted
T A1 0.54 2325 6928 ng 46161 6995 ng Sample Enz 495 1/3 pesée 4
ki A3 Sample Enz 496 1/10 pesée 1: No peak detected or peak deleted
L A1 055 211.78ng 54 .45 1057.72 Sid Lewel 5
10 BS Sample Enz 496 1/50 pesée 5. Mo peak detected or peak deleted
11 A5 055 22497 6820ng 477.78 T2.95ng Sample Enz 495 1/3 pesée 2
12 AG Sample Enz 496 1/10 pesée 3: No peak detected or peak deleted
13 Al 055 12177 ng 3348 TE3 67 Sid Lewel 3
14 BZ Sample Enz 496 1/50 pesée 4: No peak detected or peak deleted
15 Al Sample Enz 495 1/50 pesée 1: Mo peak detected or peak deleted
16 A8 056 2130 6197 ng 42925 6400 ng Sample Enz 486 1/3 pesee 3
17 A1 055 37.06ng 14.33 275.61 Sid Lewvel 1
18 AT Sample Enz 496 1/50 pesée 2. No peak detected or peak deleted
19 B1 Sample Enz 495 1/10 pesée 4: Mo peak detected or peak deleted
20 B3 056 2139 6231 ng 43542 8512 ng Sample Enz 496 1/3 pesee 5
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— Gamme DP2
LESAFFRE

Substance: G2 @ 500 nm Regression mode: P alynomial

= 120581 + 11.035° X + -0.009* X2 r= 099910 s=dv=3.684%
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— Gamme DP3
LESAFFRE

Substance: G3 @ 500 nm Regression mode: Polynomial

= 180151 + 10830 * X + -0.010* X2 r=0.99384 s=dv=3.594%
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LESAFFRE

Gamme DP4

Substance: G4 @ 500 nm Regression mode: P olynomial
W= 114724 + 10920 * X + -0.011* X2 r=0.99882 =dv=428%
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— Gamme DP5
LESAFFRE

Substance: G5 @ 500 nm Regression mode: P olynomial

W=-22572+ 7380 K + -0.004* X2 r= 099877 s=dv=4.289%
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— Gamme DP6
LESAFFRE

Substance: G @ 500 nm Regression mode: P olynomial

W= 193328+ 9915 K + -0.012* X2 r= 055744 s=dv=511%
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— Gamme DP7
LESAFFRE

Substance: G7 @ 500 nm Regression mode: Polynomial

W=-18.454 + 7049 X + -0.005* X2 r= 099995 sdv=098%
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74 Meéthode: préparation des enzymes et du substrat amidon

LESAFFRE

Toutes les enzymes ont été préparées de la méme facon :

- dilution au 1/100 dans de 'eau distillée, agitation pendant 20 minutes
- centrifugation a 4000 T/min pendant 5 minutes puis filtration avec filtre 0.45 p.

La solution substrat d’'amidon préparée est a 4% : 2 g damidon dans 50 ml d’eau
distillée avec une ébullition de 2 minutes. Ajout de 0,5 ml de solution tampon
d’acétate 2M pH 4,5.

Le pH du substrat est ajusté a pH 4,5 avec de la soude 32%.
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74 Meéthode: Dosage enzymatique

LESAFFRE

- Introduire dans des tubes a hémolyse en verre 1 ml de la solution

enzymatique

- Disposer les tubes 5 minutes dans I'eau glacée.

- Ajouter 1 ml de substrat (sous agitation) dans les tubes contenant la

solution enzymatique.

- Couvrir avec du papier aluminium.

- Incuber exactement 40 minutes a 25°C.

- Arréter la réaction en mettant les tubes 5 minutes a 100°C.

- Refroidir les tubes 5 minutes dans un bain d’eau a température

ambiante.

- Agiter soigneusement chaque tube.

- Avant l'analyse en HPTLC, tous les milieux réactionnels (mélange
Enzyme/substrat) sont filtrés avec un filtre 0,45 p.
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74 Exemple avec Enz 496

LESAFFRE
DPL_ | e
o2 \ STD STD STD STD STD 1
DP33}\\\\\§§ .
DP4s<T\\\\E§ fos
DP5 ~\- — - - - - :,
E
DP6_ X
el e I

Enz 496 __pp | pp2 | pp3 | Dpa | DPs | DP6 | DP7 |

e/l]/ g d’Enz 28,1 26,3 111,4 1597,2 0 0 0

HETIEDWCES | o 1% 6% 91% 0% 0% 0%
DP produits
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74 Résultats: comparaison des profils

LESAFFRE

Répartition en % des DP produits par Enz 487 Répartition en % des DP produits par Enz 458
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Répartition en % des DP produits par Enz

494
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0,
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/7 O\
ppa | pps | pre | DP7

80% [g/1]/ g d’Enz_ JBIN] 156,4 w 86 55 0
s zi':asgt::: deu"it‘f’ 2% 79% 9% 10% 1% 0% 0%
40%
20%
0% [ |

DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6 DP7 Enz 458 mm

[g/1]/ g d’Enz , 78 91 0

Répartition en % des DP produits par Enz 458 Répartition en % [
des DP produits

0,5% 1% 0%
100%

80%

60%

40%

20%
0% I -

DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6 DP7




Répartition en % des DP produits par Enz 491

100%

80%

o Enz 491 ppa | pps | DP6 | DP7 ]

’ [8/1]/ g d’Enz w 166,7 86 55 0
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60%

40%
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Solvant de développement:
ACN/Acétone (1:1) / eau (75:25)

Gamme DP1 a DP7 Enz 458 Enz 485 Enz 495 Enz 496
DP1 L —— S — -
. ..?-.'  — —_— J
bP3 L — e — D —
Dp4 L — e — ———_  em—
DP5 L e ——
DP6 L —
DP7 O e— S—
| —— —
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lul  2pl 1lpL 1pl 2ul 1pl 0,5ul 1pl 2ul 2ul 0,5ul 1pl 2ul
1/10 1/i0 1/100 1/10 1/10 1/100 1/10 1/10 1/10 1/100 1/10 1/10 1/10

Enz495 | op1 | pp2 | DP3 | DP4_| Enza96 | _DPL_| DP2 | _DP3 | DP4a_|

[g/1]/ g d’Enz 51,4 91,0 183,1  2181,8 o/11/ g d’Enz 28,1 26,3 111,4 1597,2

Répartition en % 0 0 0 0 Répartition en % 0 0 0 0
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Dosage DP1 a DP7 sur mie de pain

Gamme Pain témoin 100 ppm Enz458 100 ppm Enz 495 100 ppm Enz 496
A A \ A A
| | | |
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- - D --.-. --.—
e
L e a— —
S —
== == == &= oo - -— ——

80.00
70.00
60.00 EG1
50.00 - G2
40.00 - " G3
30.00 - mG4
20.00 - "G5
mG6
10.00 -
nG7
0.00 -

Témoin 100 ppm Enz 100 ppm Enz 100 ppm Enz
458 495 496



| 7:2 Dosage DP1 a DP7 sur mie de pain

LESAFFRE
Lactose
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LESAFFRE Utilisation de I’'HPTLC sur d’autres applications enzymes

- Dosage Amylase sur matrice mie de pain
- Dosage lipase sur substrat DGDG
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