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Immobiliser des cellules bactériennes dans 

un gel de polyacrylamide et étudier l'activité enzymatique de ce sys- 

tème insoluble constituent l'objet de notre travail, 

Il s'agit donc d'un travail d'enzymologie microbienne 

avec à l'appui une technique d'insolubilisation des composés à acti- 

vité biologique. 

Il ne nous paraît pas nécessaire de rappeler l1impor- 

tance considérable des enzymes dans de nombreux domaines. Ces bioca- 

talyseurs, permettant à l'ensemble des réactions qui entretiennent la 

vie de se réaliser, sont employés en médecine, en biochimie e+ dans 

un grand nombre d'industries. Très souvent, les enzymes créent à leurs 

nombreux utilisateurs quelques difficultés. Ceux-ci se trouvent d'abord 

confrontés aux méthodes d'isolement et de purification de l'enzyme qui, 

en fin de traitement, leur coQtent en général un prix très élevé. Il 

suffit d'examiner les catalogues de produits chimiques pour s'en ren- 

dre compte. D'autre part, les enzymes, comme tous les catalyseurs, se 

retrouvent intactes aorès réaction avec leur substrat. Utilisées en 

solution, les enzymes sont très difficiles à récupérer et la perte de 

substances encore capables de réagir ne peut être évitée, 

Notre travail n'a pas la prétention de résoudre ces pro- 

blèmes mais simplement d'étudier un type nouveau de présentation des 

enzymes utilisées en analyse biochimique. 

Lors de cette étude, notre source d'enzyme n'est pas une 

substance chimiquement pure, cristallisée ou lyophilisée mais bien une 



cellule bactérienne entière avec tous ses constituants parmi lesquels 

se trouve l'enzyme nécessaire à l'analyse. Ces cellules bactériennes 

au lieu de se trouver en suspension libre dans un liquide physiologi- 

que sont emprisonnées lors de la polymérisation dans un gel de poly- 

acrylamide. Le matériel ainsi formé est constitué dtun support solide, 

inerte et de substances biologiquement actives. Beaucoup d'enzymes ne 

sont-elles pas in vivo fixées elles aussi à un support? 

La grande souplesse dlun tel système permet son utilisa- 

tion en colonne. Dès lors, une étude en continu de l'activité enzyma- 

tique des cellules devient réalisable. 

L'enzyme étuàiée est iluréase que n6us utilisons afin 

de doser l'urée dans les liquides biologiques, Ce dosage est actuel- 

lement réalisé par l'emploi d'uréase purifiée. 

Après avoir pris en considération les nombreuses sources 

possibles d'enzyme, notre choix s'est porté sur les cellules de Proteus 

morganii, microorganisme faisant partie de la famille des Enterobac- 

teriaceae. Un traitement mutagène de la souche ayant pour but ltamélio- 

ration de son activité uréasique ainsi que la détermination des condi- 

tions de productivité des cellules bactériennes sont réalisés. 

Voilà donc de quoi se compose notre matériel enzymati- 

que mais allait-il réagir spécifiquement avec l'urée? De plus quelles 

étaient les conditions optimales de réaction dthydrolyse? 

Après une étude théorique très prometteuse sur le corn- 

portement et la viabilité d'un tel système, nous avons pu procéder au 

dosage proprement dit et à partir de là envisager l'application en ana- 

lyse courante de laboratoire. 



Chapitre 1 

DE PRE ION 

DES ENZYMES INSB PLPSIrES 



,.,.rappel des principales t ethniques 
d'insolubilisat ion 

Selon 1.H.SILMAN et E.KATCH.ALSK1 (53), il existe 4 mé- 

thodes principales dlinsolubilisation de protéines biologiquement ac- 

tives. Les composés antigéniques et les anticorps, tout comme les en- 

zymes, peuvent être rendus insolubles par l'un des processus suivants : 

1.1.1, INSOLUBILISATION PAR ADSORPTION PHYSIQUE. 

La fixation a lieu sur des supports inertes tels que le 

verre, le charbon de bois, la cellulose, l'alumine ou sur des résines 

synthétiques échangeuses d'ions. La p-galactosidase (33) a pu être fi- 

xée sur couche de diethylamino-éthylcellulose ainsi que sur des rési- 

nes phenol-formaldéhyde tandis que la ribonuclease est immobilisée sur 

résine cationique (8). Cette technique ancienne de physisorption sur 

supports inertes ne permet pas l'immobilisation totale de la quantité 

d'enzyme utilisée. 

1.1.2. INSOLUBILISATION PAR INCLUSION DANS GEL INSOLUBLE. 

L'inclusion s'effectue à l'intérieur d'un gel en reseau 

dont les pores trop petits retiennent les protéines fixées et empê- 

chent celles-ci de se libérer. Les gels sont souvent des polyamides. 

P.BENFELD et J.WAN fixent des enzymes dans un gel de polyacrylamide 

mais ils remarquent que de petites quantités sont libérées après la- 

vage du gel. 



A UN SUPPORT CONVENABLE INSOLUBLE DANS L'EAU. 

La liaison covalente s'effectue sur des groupes fonc- 

tionnels de la protéine; groupes non-essentiels pour son activité bio- 

logique. Il s'agit donc d'une réaction de liaison sans dénaturation. 

Les groupes fonctionnels peuvent être des groupes amine, carboxyl, 

sulfhydryl, hydroxyl, cystéine ou sérine. E.KATCHALSK1 et B.BAR-EL1 

( 5 ,  34) préparent par cette méthode des dérivés insolubles de trypsine, 

chymotrypsine et uréase. 

1.1.4. INSOLUBILISATION PAR FIXATION SUR UN POLYMERE :AU MOYEN 

D'UN AGENT DE RETICULATION BIFONCTIONNEL. 

L'insolubilisation peut se faire soit par formation d'un 

filet tridimentionnel comme étant le résultat de l'entrecroisement in- 

termoléculaire de la protéine soit par liaison de la protéine à un sup- 

port insoluble via le réactif bifonctionnel convenable. Il existe 2 

groupes de réactifs : 

- les réactifs ''homo"bifonctionne1s : possèdent 2 groupes identiques. 
Exemples : bis-diazobenzidine, bis-diazohexane, p.pl-difluoro-m.mt- 

dinitrodiphenylsulfone. 

- les réactifs "hétéro"bifonctionne1s : possèdent 2 groupes différents. 
Exemples : toluene 2-isocyanate-4-isotiiiocyanate, p-nitrophenyl 

chloroacetate. 

1.2. influence du processus d ' insolubil isation sur 
l ' a c t i v i t é  enzymatique 

Un bon support doit être complètement insoluble, d'une 
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grande résistance biochimique et chimique, incompressible, hydrophi- 

le, suffisamment perméable pour permettre l'approche des groupes réac- 

tifs par l'enzyme; il doit être susceptible d'une utilisation sur co- 

lonne, susceptible de transformation en une forme réactive (activation 

~ossible) et dépourvu de centres adsorbants. Le support idéal, remplis- 

sant toutes ces conditions, semble impossible à trouver. Un compromis 

doit dès-lors être envisagé. 

Le type dlinsolubilisation utilisé est très important; 

il peut provoquer, pour une même enzyme, des dénaturations très va- 

riables. Ainsi la chymotrypsine fixée sur la C.M.-cellulose conserve 

85 à 99% de son activité initiale alors que la même enzyme liée au mê- 

me support par liaison covalente ne présente plus qu'une activité en- 

zymatique résiduelle (A.E.R.) de 10 & 55% (21). 

Remarque : L'activité enzymatique résiduelle ( A . E . R .  ) est le rapport 

existant entre l'activité enzymatique du dérivé insoluble 

et l'activité de l'enzyme pure en solution. 

En général pour conserver une bonne A.E.R., la fixation doit se faire 

le plus près possible de O°C, pendant un temps n'excédant pas 24 h. 

Le dérivé insoluble peut avoir des propriétés enzymati- 

ques très différentes de celles de l'enzyme libre, Par exemple, la 

trypsine native hydrolyse les 1 5  liaisons lysyles de la chaîne poly- 

peptidique du pepsinogène alors que son dérivé insoluble n'en hydro- 

lyse que 10. Ces propriétés nouvelles semblent indiquer que la natu- 

re chimique du support, au moins dans le cas de dérivés ioniques, im- 

pose des restrictions à la spécificité des enzymes immobilisées. Ces 

restrictions résultent probablement d'interactions ioniques entre le 

support et différentes zones ou diverses séquences des substrats de 

grande masse moléculaire (1 3). 



En général, l'immobilisation d'une enzyme sur un support 

insoluble entraîne une diminution de l'activité enzymatique (53). Cet- 

te perte d'activité est fonction de l'enzyme, du support et du substrat 

utilisés, ainsi que de la méthode d'insolubilisation mise en oeuvre. 

, . immobilisation des cellules 

La plupart des travaux effectués dans ce domaine traitent 

de la fixation directe de la molécule d'enzyme purifiée sur un support 

insoluble (13, 64, 4, 8). En général, l'activité enzymatique résiduel- 

le du système est assez faible. Les différents groupements fonction- 

nels du support sont vraisemblablement peu spécifiques et leur réac; 

tion probable avec des sites actifs de l'enzyme serait une raison de 

la dénaturation importante observée au cours de la fixation. 

Dès lors, certains auteurs ont envisagé l'utilisation de 

cellules entières immobilisées comme source d'enzyme. P.LENOIR ( 3 8 )  im- 

mobilise des cellules d'Escherichia coli sur support de polyacrylamide 

afin d'effectuer l'hydrolyse du lactose par la p -galactosidase des 

cellules. 

I.CHIBATA, T.TOSA et T.SAT0 (17) utilisent l'aspartase contenue dans 

des cellules d'Escherichia coli fixées également sur gel de polyacry- 

lamide. Après avoir étudié les propriétés enzymatiques de ce système 

insoluble, les auteurs (59) rapportent la production en conti-nu d'aci- 

de L-aspartique par l'emploi du gel en colonne. 

D'autres auteurs encore choisissent d'immobiliser des champignons ou 

bien des actinomycètes (streptomyces phaerochromogenes) (38). 

Dans le cas d'immobilisation de cellules entières, l'en- 

zyme intracellulaire n'est pas altérée lors du processus de fixation. 



Cette fixation a lieu en effet de façon indirecte; les groupes fonc- 

tionnels du support ne peuvent réagir qu'avec les constituants de la 

membrane cellulaire. De ce fait, les systèmes enzymatiques cellules/ 

support possèdent en général une activité enzymatique résiduelle et 

un temps de viabilité supérieur au système utilisant l'enzyme purifiée. 



Chapitre 2 

PRESE ION DE L9UR 



2.1. général i tés 

Une commission internationale (~ommission on Enzymes of 

the International Union of ~iochemistr~) a mis au point un système de 

classification des enzymes ainsi qu'une nomenclature précise dont llu- 

sage, depuis son entrée en vigueur en 1961, s'est largement répandu. 

Cette commission divise les enzymes en 6 groupes (42) : 

1. les oxydoréductases 

2. les transférases 

3. les hydrolases 

4. les lyases 

5. les isomérases 

6. les ligases ou synthétases. 

Dans la nomenclature suggérée, une enzyme comporte un 

numéro d'ordre composé de 4 chiffres, un nom systématique et un nom 

commun recommandé, (51 ) . 
Ainsi lluréase est appelée urée amidohydrolase (nom systématique) et 

est reprise sous le numéro de.code E.C. 3.5.1.5. Elle fait donc par- 

tie du groupe des hydrolases agissant sur la liaison C-N non peptidique. 

2.1.i. MISE EN EVIDENCE ET PURIFICATION, 

L'uréase est présente dans de nombreux organismes aussi 

bien végétaux qu'animaux. Elle se trouve chez un grand nombre d1inver- 

tébrés et chez tous les vertébrés (3). Sa découverte remonte au siècle 

dernier . 
J.E.VARNER (62) cite M.MUSCULUS comme étant le premier en 1876 à rap- 

porter des expériences avec lturéase. Il filtre des bactéries et met 

en évidence l'attaque de l'urée. Il note également la présence dluréase 



dans les urines de malades atteints de troubles à la vessie. 

P.MIQUEL en 1890 observe lluréase chez plusieurs microorganismes. Mais 

il faut attendre 1926 pour que l'uréase fasse réellement parler d'elle. 

Elle est connue comme étant la première enzyme isolée cette année-là à 

l'état cristallisé par J.B.SUHNER (18). Ce dernier choisit la farine de 

soja ou plus pdécisément la farine de fève de Jack (canavalia ensifor- 

mis) comme source d'enzyme. La quantité dluréase représentant en moyen- 

ne 0,15% en poids sec de farine dépend de l'âge de la graine ainsi que 

de la méthode de préparation de la farine (49). 

La cristallisation est réalisée en traitant cette farine de fève de 

Jack par une solution aqueuse d'acétone à 31,6$ et en laissant simple- 

ment le filtrat au réfrigérateur. On peut obtenir en 24 heures.une pre- 

mière cristallisation qui représente près de 25% de l'activité initiale 

(11). Une recristallisation en solution aqueuse d'acétone tamponnée à 

pH 5,y-6,2 par des citrates ou phosphates fournit des cristaux octoé- 

driques de 3 à 5,~ très solubles dans l'eau et doués d'une activité 700 

fois plus grande que celle de la farine la plus active (55). 

Plusieurs modifications furent apportées à la méthode de Sumner, no- 

tamment l'ajout de P-mercaptoéthanol pour diminuer l'agrégation et de 

1 'E. D.T.A. pour complexer les ions métal2 iques gênants (49). 

Remarque r Sumner définit l'unité d'activité enzymatique comme étant 

la faculté que possède l'enzyme de libérer 1 mg d'azote am- 

moniaqual provenant d'urée à 20°C pendant 5 minutes et à 

PH 7. 



2.1.2. PROPRIETES MOLECULAIRES. 

2.1.2.1. Détermination du poids moléculaire. 

Lturéase peut exister sous de multiples formes possé- 

dant une activité et des propriétés différentes et d'abord un P.Mo 

différent. Ceci a été démontré par diverses techniques dont ltultra- 

filtration et la filtration sur gel. Certaines formes se sont montrées 

inactives au point de vue enzymatique ( 2 7 ) .  Lturéase de Sumner possè- 

de un P.M. de 485.000. Ce résultat a pu être obtenu par la combinai- 

son de la vitesse de sédimentation et des données de diffusion (49). 

Mais l'uréase peut se dissocier en sous-unités de P.i.1. inférieur. Elle 

serait formée de chaînes de polypeptides possédant chacune un F.M. 

égal à 30.000 (n). Ainsi lturéase de Sumner vaut 1'6 no Une autre irré- 

ase de P.M, égal à 236.000 (8 n) est obtenue par traitement au glycé- 

rol (49, 10) et est étudiée par D.P.BLATTLER et collaborateurs selon 

une méthode électrophorétique, 

Lturéase dans une solution d'urée 8 M possède un P.M. de 60.000 (2 n) 

(49). J.A.ANBERSEN et collaborateurs (2) purifient une uréase prove- 

nant de Proteus mirabilis. Son P.M. déterminé par filtration sur gel 

Sephadex G.200 est égal à l51.000. 

Une telle complexité au niveau moléculaire pourrait être également in- 

f luencee par la température (40). 

2.1.2.2. Autres propriétés physiques. 

2 1 - Constante de diffusion = 3,46.1~-7 cm .sec-' (49) 

à 20°C et dans du Na SO 
2 3' 

2 - Volume spécifique = 0,73 (42, 49) 

il dépend de la température et du pH. 



3 - Absorption dans l'U.V. 
Le maximum d'absorption se situe vers 272 nm (30) mais Le rapport 

absorption à 280 nm / absorption à 260 nm est souvent donné pour 

caractériser une uréase et vaut 1,8 (49). 

4 - Point isoélectrique = 5 - S,1 

Cette valeur a été trouvee par Sumner (49) 

2.1.2.3. Composition chimique. 

I L'uréase constituée dl holoprotéines (24) est d'une gran- 

de complexité dans sa composition chimique qui d'ailleurs n'est pas en- 

tièrement connue, 

Les résultats obtenus à partir d'une uréase de P.M. égal à 480.000 

sont différents d'un auteur à l'autre. Ces résultats nous rapportent 

le nombre de groupes sulfhydryls; ces groupes étant très importants 

lors de la réaction enzymatique; et la présence de différents groupe- 

ments d'acides aminés, 

1 - Utermination du nombre de - SH / mole dluréase : 
G.GORIN et C.CHIN (29) par titration avec le N - éthylmaleimide 
obtiennent 21 groupes - SB qui réagissent rapidement sans perte 
d'activité enzymatique, 

7 à 8 groupes qui réagissent plus lentement avec une 

perte de 9% de l'activité uréasique, 

et 16 à 20 groupes qui réagissent lentement. 

A.H,NEIMS et collaborateurs (45) notent la présence de 53 groupes 

- SR / mole dluréase. 
G.GORIN (30) trouve que 48 moles de p - chloromercuribenzoate réa- 
gissent avec l'uréase et parle dlun total de 47 - 48 groupes - S H  / 
mole. 



2 - Mise en évidence de résidus d'acides aminés t 

K.R.LYNN (39) met en relation la constante de Michaëlis - Menten 
avec le pH et le pK obtenus. Il suggère la présence d'histidine 

et de groupements M-ammonium. 

G.GORIN et collaborateurs (30) notent la présence de 77 groupes 

rnéthionyl, 29 groupes cystinyl et 47 groupes cysteinyl. 

Dt après J ,E.VARNER ( 6 2 ) ,  1' étude par chromatographie sur papier 

d'une uréase de fève de Jack r8vèle la présence des acides aminés 

suivants : alanine, arginine, cysteine, phenylalanine, glycine, 

acide glutamique, histidine, isoleucine, msthionine, proline, se- 

rine, tyrosine, thréonine et tryptophane. 

2.1.2.4. Propriétés immunologiques. 

F. J .REITHEL (49) rapporte que 1 injection dluréase chez 

le lapin provoque la formation d'anticorps et la précipité formé entre 

lturéase et son anticorps possède une activité catalytique. Les régions 

antigéniques et catalytiques ne sont donc pas identiques. 

2.1.3. ETUDE DU PROCESSUS ENZYMATIQUE. 

Le catalogue de la commission internationale des enzymes 

répertorie la réaction catalytique de l'uréase comme : urée + H O- 2 , 

CO2 + 2NH Deux liaisons C - N sont donc rompues. Il est évident que 3 
la réaction stoechiométrique est la résultante de 2 réactions composées. 

Toutes les conjonctures concernant les mécanismes de ces réactions et 

la nature des intermédiaires doit tenir compte de l'action des inhibi- 

t eurs . 
2.1.3.1, Mécanisme de réaction. 

Les travaux de GORIN et BLAKELEY sont cités par F.J. 



REITHEL (49). Ces auteurs ont mis en évidence le carbamate comme in- 

termédiaire dans la réaction en 2 temps : 

+ HOH 
1 

L 
Lfuréase forme un complexe carbamoyl //C-e 

A 

l'eau est probablement un accepteur dans la réaction de transfert. Le 

carbamate devient ainsi le substrat obligatoire de la seconde réaction. 

Il est à noter que K.KOBASH1 et collaborateurs (36) mettent en éviden- 

ce la formation d'un complexe inactif uréase - acide hydroxamique dans 
lequel 2 moles d'acide hydroxamique sont liées à 1 mole dluréase. D'a- 

près les auteurs, il y aurait 2 sites actifs par mole d'enzyme, 

2.1.3.2. Spécificité du substrat, 

Ltenzyme n'est pas absolument spécifique de l'urée et 

peut réagir avec llhydroxyurée (9) et la dihydroxyurée (26). Cette der- 

nière est hydrolysée plus rapidement que la monohydroxyurée et les pro- 
* 

duits d'hydrolyse sont llhydroxylamine et le COî. 

2.1.3.3. Etude cinétique. 

XISTIAKOWSKY et récemment KeReLYNN et P.E.YANKkIIC'H ont 

étudié cinétiquement lluréase. La température, le pH, l'étendue de la 

réaction, la force ionique, la concentration de réactifs, le type de 

tampon et l'âge de la préparation modifient le comportement de lluréaseb 



Chaque préparation d'uréase est unique et des valeurs de K peuvent 
m 

varier fortement d'une préparation à l'autre. 

Exemples (49) : - Uréase provenant de Bacillus pasteurii (tampon phos- 
phate, pH = 7, tO = 200~) possède un Km = 130.10-~ 

rnoles / 1. 
- Uréase provenant de £ève de Jack (tampon nialeate, 
pH = 7, t0 = 2I0C) possède un Km = 4,9.10e3 moles / 1. 

L'énergie d'activation de l'hydrolyse de l'urée catalysée par lturéase 

est de 8 Kcal /mole (43). 

-Inhibiteurs de la réaction enzymatique. 

1 - Inhibition par son substrat : 
Lvuréase est inhibée par son substrat en forLe concentration. Cet- 

te inhibition peut être levée grâce à l'addition de glycine. D1a- 

près BALDWIN ( 3 ) ,  il y aurait lors de la réaction formation d'un 

premier complexe Es à hydrolyse facile, Une concentration en urée 

très importante entraînerait la formation d'un second complexe ES 
2 

très stable. 

Lfamnoniac formé par la réaction d'hydrolyse est aussi un inhi- 

biteur (6). 

2 - Inhibition par les cations lourds : 
+ Les principaux inhibiteurs sont A g  , HL+, C h + + ,  ~n++, cd", CO++, 

NI++, Mn*+(rangés par ordre décroissant du pourcentage d1inhibi- 

tion) (62). 

Cette inhibition peut être expliquée par le fait que les ions mé- 

talliques forment avec les groupements - SR intervenant dans la 
configuration du site actif de l'enzyme des liaisons irréversibles. 

hi+ et z$+ sont des inhibiteurs non-compétitifs (35). 



3 - Inhibition compétitive de l'ion nitrate (35) et de la thiourée (6) : 
Elle est beaucoup moins importante que celle dQe aux cations. 

-Activateurs. 

Ce sont des substances qui réduisent les groupements 

disulfure ( -  S - S -) en régénérant les fonctions thiol sur lluréase. 

Exemples : arsénobenzol, acide ascorbique, acide cyanhydrique (24). 

i= 

L'ion HP0 est également activateur; selon FASIUN et NIETANN, il est 4 
possible que le carbamyl phosphate soit un intermédiaire dans le néca- 

nisme de réaction. Le tampon pH (K2~P0 et KH PO ) utilisé lors de la 4 2 4 
réaction enzymatique agit selon 2 façons : d'une part l'ion phosphate 

-t qui active la réaction, d'autre part l'ion K gui l'inhibe (25). 

2.1.3.4. Etude du site actif. 

Diverses hypothèses ont été émises quant au nombre de 

sites actifs par mole d'uréase ainsi qu'à la nature des groupements 

intervenant dans la réaction enzymatique. Nous nous bornerons à don- 

ner les 3 hypothèses suivantes : 

1 - K.R,LMN (39) suggère la présence d'un groupement histidine dont 

le pKb = 5 , 8 ;  d'un groupement 4-ammonium de pK = 7 et sulfhydryl a 

de pKa = 8,3. Ces valeurs ont été obtenues à partir des données 

de Km* 'ma*. et pH fournies lors d'une étude cinétique. 

Selon l'auteur, les groupes 4-ammonium et sulfhydryl interviennent 

dans la formation du complexe ES en tant qu'agents de liaison et 

le groupe histidine dans la réaction du complexe corne catalyseur. 

2 - La corrélation du changement d'activité enzymatique avec la titra- 
tion des groupes sulfhydryl essentiels montre qu'il y aurait 8 si- 

tes actifs mar mole d'uréase de' P.M. égal à 480.000 (49). Il est à 

noter que l'uréase possède toujours une activité enzymatique lors- 



qu'elle est en présence d'urée 8 M alors que son poids moléculai- 

re est réduit à 60.000 (2 n) .  Il y aurait donc une région cataly- 

tique pour 2 sous-unités dluréase (voir 2.1 .2 . 1. ) . 
3 - Selon une étude effectuée par K.KOBASH1 et collaborateurs (36); 

le nombre de sites actifs par mole dluréase serait égal à 2. Cet- 

te conclusion est basée sur la caractérisation dans le complexe 

enzyme-inhibiteurs de seulement 2 moles d'acide hydroxamique par 

mole d~uré~so d'un P.M. égal à.480';000 (16 n). Les auteurs démon- 

trent que ce complexe ne présente plus d'activité catalytique. 

En tenant compte que les groupes - SH interviennent dans le méca- 
nisme de réaction, ils suggérent quiun grand nombre de ces groupes 

sont nécessaires à la maintenance d.e la configuration de l!enzyme 

plut6t que dans une fonction directe du site actif. 

Actuellement, lluréase est utilisée par de nombreux la- 

boratoires dans la fonction de dérivés insolubles dans l'eau. Les tech- 

niques de fixation diffèrent d'un auteur à l'autre ma'is dans l1ensem- 

ble les résultats obtenus sont très prometteurs. Tous.les travaux sont 

effectués à partir dluréase purifiée. 

2.2.1. PKEPARATIONS ET PROPRIETES DE DERIVES DIUREASE INSOLUBLES 

DANS; L'EAU. 

E.RIESEL (50) cite J.B.SUT4NER et V.A.GRAHAM qui, en 1925, 

obtiennent la première préparation insoluble dluréase. De petites quan- 

tités de chlorure de sodium sont ajoutées à une solution alcoolique dlu- 

réase. Le mélange est abandonné au congélateur pendant 1 à 2 jours. Le 
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produit insoluble formé consiste en des molécules dluréase entrecroi- 

sées grâce aux ponts disulfures intermoléculaires. 

E.RIESEL et E.KATCHALSK1 (50) préparent des dérivés insolubles en cou- 

plant l'uréase avec un sel de diazonium, dérivé d'un copolymère de p - 
amino - D.L. - phenylalanine et L. - leucine. Les auteurs utilisent de 
l'uréase inactivée avant fixation par le p - chloromercuribenzoate qui 
permet le blocage des groupes - SH, La cystéine ajoutée après fixation 

de l'enzyme permet la réactivation, 

Les dérivés insolubles obtenus contiennent 15 à 60 mg de protéines pour 

100 mg d'enzyme insoluble dans l'eau et présentent une perte d'activité 

de 50"Joar rapport à lluréase libre. 

E.BROWN et A.RACOIS ( $ 2 )  font &agir lluréase avec du po- 

lyméthacrylate dl iodo-4 n-butyle pour former un dérivé uréase / polymè- 
re insoluble dans l'eau. La réaction de fixation se ramène à ltalcoyla- 

tion d'une amine primaire (enzyme) par un iodure d'alcoyle (polymère) : 

CH21 + H2N -/-CH2- NB 0 + Hï 

polymère enzyme enzyme insoluble. 

L'activité enzymatique de ces dérivés peut atteindre 7@ de l'activité 

de l'uréase initiale, Ils présentent une activité maximale à FH 7 tout 

comme 1 ' uréas e pure. 

2.2.2. ELECTRODE SPECIFIQUE POUR LE DOSAGE ENZYMATIQUE DE 

L 1 UREE . 
G.G.GUILBAULT et J.G.MONTALV0 (31) fabriquent une élec- 

trode pour le dosage spécifique de l'urée. Les auteurs immobilisent llu- 

réase dans une couche de gel de polyacrylamide de 60 à 3501 d'épais- 

seur, Le gel est fixé à la surface d'une électrode en verre Beckman 

+ 
sensible à l'ion NE . Après contact de l'électrode avec la solution 

4 



d'urée, le substrat diffuse dans la couche de gel où se déroule la 

+ 
réaction d'hydrolyse. La concentration en NH proportionnelle à la 

4 
concentration en urée est décelée par mesure du potentiel de ltélec- 

trode après un temps suffisant pour que le processus de diffusion soit 

stable. 

+ 
Selon KATZ et COWANS (35), E = 54t8 log N9 + 229 ,4 .  Lorsque la con- 4 
centration en urée est inférieure au K apparent de ltenzyme immobili- 

m 

sée mais supérieur à 0,6 mg / 100 ml de solution, le potentiel de Lté- 

lectrode varie linéairement avec le logarithme de la concentration en 

urée (31). 

Les auteurs appliquent cette méthode au dosage de l'urée dans le sang 

et l'urine, 

Remarque : S.I,UPDIKE et G.F.HICKS (60, 61) ont ég~lernent mis au point 

une électrode à enzyme avec la glucose oxydase. 

P.V.SUWDARAM (56) prépare des microcapsules sphériques 

en nylon contenant une solution aqueuse dtur6ase. L'auteur étudie les 

propriétés cinétiques de la réaction d'hydrolyse de l'urie par ces cap- 

sules qui posçèdent un diamètre de 10 à 306 . Ces dérivés insolubles 
' dturéase présentent un pH optimum de réaction nettement plus acide que 

. celui de lluréase en solution libre. Les valeurs du K sont augmentées 
m 

dans le cas d'uréase encapsulée. - 

2.284. DE L'APPLICATION DES DERIVES INSOLUBLES D'UREASE. 

L'application première de ces dérivés insolubles dturé- 

ase présentée sous forme de colonne ou bien avec une électrode spéci- 

fique est donc le dosage de l'urée dans les liquides bi0ls~i~ues(13)~ 



D'autres auteurs préconisent l'utilisation de tels dérivés dans la 

création de reins artificiels (63). 

2.3. I 'uréase bactérienne 

L1uréase bactérienne est une enzyme intracellulaire. El- 

le ne traverse pas la paroi des cellules bactériennes. 

D'après H.SENECA et collaborateurs .(52), il s'agit d'une macroglobu- 

line de P.M. égal à 473,000 qui possède 37 groupes - SE. Le pH optfi- 

mum de réaction est de 7,2 - 7,5 ,  J.A.ANDERSEN et collaborateurs ( 2 )  

purifient partiellement Lturéase de Proteus mirabilis et déterminent 

son poids moléculaire par filtration sur gel Sephsdex. Ce dernier est 

trouvé égal à 1 51 ,000. 

L1uréase bactérienne agit de la même façon que lluréase de Sumner : 

son activité est due aux groupements sulfhydryl (57) et les cations 

comme H ~ + + ,  CU++ et ~g~ causent une inactivation irréversible par 
oxydation des - SH en - S - S - (52) .  

La synthèse de l'uréase peut être induite ou non par llu- 

rée suivant le type de bactérie. Pour Proteus rettgeri, la synthèse 
A 

de l'enzyme est induite. Selon I.PP1.GANA-PLAZA et J,RUIZ-HERRERA (41), 

+ 
cette biosynthèse serait inhibée fortement par l'ion NH et également 4 
par le glucose. D'après J,E.VARNER ( 6 2 ) ,  l'uréase élaborée pax les mi- 

croorganismes (~icrococcus urea et Proteus vulgaris) est principale- 

ment formée pendant le vieillissement et la désintégration des cellules. 

Nous avons cependant constaté que des cellules de Proteus morganii con- 

servées en chambre froide voient leur activité uréasique diminuer en 

fonction du temps de stockage. 

Il est présumé (62) que lluréase permette aux bactéries 



d'utiliser l'urée provenant de déchets d'animaux en tant que source 

d'ammoniac et rende l'azote disponible pour la synthèse d'acides a- 

minés (52). 

L'hydrolyse de l'urée n'est pas une réaction produisant de l'énergie. 

Par son alcalinité, elle inhibe les organismes non-alacalino-résistants. 

(54). 



CROIX ET DE 



Notre travail consiste à immobiliser non pas l'u- 

réase purifiée mais bien des cellules entières dans lesquelles est 

contenue l'enzyme. Ces cellules sont des bactéries mais nous pourrions 

utiliser d'autres organismes ani.maux ou végétaux. P.LENOIR ( 3 6 )  cite 

K. et RoMOSBACH qui ont immobilisé sur support de polyacrylamide un 

lichen : Umbllicaria pustulata tandis que K,MOSBA@H et LARSON fixent 

un champignon : Curvularia lunata afin d'utiliser son activité P-hy- 

droxylasigue. 

Les bactéries possèdent l'6norme avantage de se reproduire très rapi- 

dement et dans des condi.tions de culture faciles â réal.iser. 

3.1 .1 .  CKOIX DU GElLTRE PROTEUS Df APRES LA LITTERATURE. 

Quelles sont les espèces bactériennes qui possi3dent une 

activité uréasique? Une littérature abondante (15, 37, 46, 48) peut 



Parmi toutes ces souches, nous retiendrons le genre Pro- 

teus après élimination des autres espèces : celles à action uréasique 

peu active (~erratia. . . ) , celles dont la culture est exigeante (14~~0- 
bacterium, ~icrococcus), des bactéries anaerobies (clostridiun) et 

sporulées (~acillus) . 
Le genre retenu appartenant à la famille des Enterobacteriaceae se 

cultive facilement tout en ayant une forte activité uréasique. 

, 

espèce bactérienne 

famille des Bacillaceae : 

Bacillus pasteurii 

Bacillus Lentus 

Clostridium sordelli 

famille des Micrococczceae : 

Microccus ureae 

famille des Mycobacteriacea : 

Plycobactexium tuberculosis 

Mycobacterium bovis 

3.1.2. ESSAIS RELATIFS A LA DETERMINATION DE LIESPECE : 

PROTEUS morganii. 

activité uréasique 

+ 

+ 

+ très active 

+ 

+ 

+ 
d 

Pour réaliser ces essais, nous disposons de 4 souches 

dont la pureté a préalablement été vérifiée. Il s'agit de Proteus mi- 

rabilis, Proteus morganii, Proteus rettgeri et Proteus vulgaris.(~ollec- 

tion I.P.L.) 

3.1,2,1. Vérification qualitative de la présence dluréase. 

- technique r Utilisation du milieu de STUART (15). 



Ur6 e 8 g 

Extrait de levures 0,04 g 

S,ol. de rouge de phénol à 0,02$ 20 ml 

Eau distillée 380 ml 

-dissoudre sans chauffer 

-ajuster le pH à 6,8 si nécessaire 

-stériliser par filtration sur bougie Chamberland L3 ou sur fil- 

tre Seitz 

-répartir aseptiquement 2 ml par tube de 160 x 16 mm et vérifier 

la stérilité. 

Après inoculation large du milieu par les 4 souches étudic5es et in-- 

cubation à 3 7 O C ,  l'hydrolyse de l'urée se nianifeste par un virage 

de l'indicateüs au rouge pourpre ( p ~ >  8). 

- résultats : 

microorganismes 

Proteus morganii 

Proteus rettgeri 

3.1.2.2. Etude enzymatique comparative. 

- technique : Pour chaque souche, une même quantité de cellul'es est 
mise en présence d'une solution d'urée de telle sorte 

que le rapport 'cellulesl 
substrat soit égal à 0,5. 

Le pH de cette solution est de 6,7. Les cellules ont été 

préalablement traitées au toluène afin de libérer l'en- 



zyme, Nous étudions la réaction d'hydrolyse de l'urée 

en fonction du temps d'incubation à 37OC, Des prélève- 

ments réalisés après des temps déterminés nous rensei- 

gnent sur le pourcentage d'hydrolyse (technique détail- 

lée voir plus bas.), 

- résultats : (en d'hydrolyse) 

réf, microorganismes 

courbe 

(1 

(2) 

(3) Proteus rettgeri 

(4  Proteus vulgari s O O O O O O IO 

voir figure 1, 

3.1.2.3. Conclusion. 

D'après les résultats obtenus, Proteus morganii est la 

souche présentant l'activité uréasique la plus marquée, Elle est donc 

retenue pour la suite des essais, 

Il est à noter que M.CATSARP.S (16) choislt Proteus morganii comme é- 

tant une souche à action uréasique rapide comparée à Proteus rettgeri. 

Présentation de Proteus morganii : 

- habitat : tractus intestinal des animaux et de l'homme (37). Dans 

la nature, ils apparaissent dans les endroits contaminés 

fécallement. 

- morphologie : il s'agit d'un bacille à gram négatif (1 à 2p sur 0,4 

à 0,6/ ), dépourvu de capsule et généralement mobile 

grgce à des cils péritriches (48). 





- caractères culturaux : culture en aérobiose (anaérobiose facultative), 
température optimale égale à 3 7 O C ,  

sur gélose inclinée, les colonies apparais- 

sent gris-blanchâtres, lisses et brillantes 

et peuvent envahir la surface du milieu, 

il se forme un trouble épais par culture en 

bouillon ordinaire. 

- caractères biochimiques : indo1 i- 

citrate - 

lactose - 1 sur milieu de Kliglex 

mannitol - 
A.P.P. + 

uréase + 

Cette espèce est légèrement pathogène et peut provoquer une diarrhée 

fétide. 

Il peut exister chez Proteus morganii certaines formes n'hydrolysant 

pas l'urée. 

3 . 2 . 6 f u d e  de l ' ac t i v i t é  uréaçique chez 
proteus morganii 

Avant d'effectuer l'étude enzymatique proprement dite, 

nous allons tâcher d'améliorer la qualité du matériel cellulaire uti- 

lisé. Nous viserons d'abord à produire des microorganismes possédant 

une forte activité uréasique, ceci en isolant par traitement mutagène 



une souche convenable. Par le choix judicieux d'un milieu de culture 

favorable, nous veillerons à produire une quantité importante de 

cellules. 

3.2.1. TRAITEMENT MUTAGENE PAR LES U.V. 

3.2.1.1. Théorie - Principe. 

Les rayons lumineux de longueur d'onde égale à 253,7 m 

possèdent un pouvoir mutagène sur les cellules bactériennes. Des modi- 

fications se produisent au niveau de la structure du D.N.A. par forma- 

tion de ponts entre les bases ( 3 2 ) .  

Exemple : - TT - TC - CC - 
La polymérase étant incapable de réagir avec les dimères ainsi formés, 

a il peut y avoir modification des propriétés de la souche microbienne. 

bd Il faudra se méfier du phénomène de photoréactivation en plaçant les 
9 
BY cellules traitées à llobscurité pendant un certain temps. La lumière 

visible induit la fonction d'enzymes qui coupent les dimères et réta- 
k 

blissent la structure du D.N.A. 

Les suspensions de cellules subissent 3 traitements suc- 

cessifs aux U.V. et après chaque traitement, les colonies à action uré- 

asique élevée sont isolées. 

3.2.1.2. Technique. 

- mettre la souche en culture à 37OC dans 10 ml de milieu SP glucosé 
2 

- ajouter à ces 10 ml de culture jeune 50 à 100 ml de SP glucosé sté- 2 

- répartir la suspension en boîtes de Pétri à raison de IO ml par boîte 

- soumettre les boîtes à l'action des U.V. dans les conditions sui-. 

vantes r longueur d'onde r 253,7 nm 



temps d'action t 2 à 1 0  minutes 

distance boîte / source lumineuse : 6 cm 
la boîte est animée d'un mouvement rotatif afin que toute 

la surface du milieu soit exposée de la même façon. 

- placer les boftes à l'obscurité pendant 1 heure afin d'éviter le phé- 

nomène de photoréactivation 

- ensemencer après dilution en tsyptone-sel sur milieu gélosé tel que 
tryptone agar. L'ensemencement s'effectue en nappe. Le témoin est 

constitué par la souche ensemencée avant traitement aux U.V. 

- après incubation à 3 7 O C  pendant 24 heures, effectuer un comptage de 

colonies 

- recouvrir le milieu de base par 1 0  à 15 ml de milieu de Stuart gélo- 

sé modifié 

- placer les boîtes à 3 7 O C  et après 4, 6, 1 et 2 heures sélectionner 

les colonies qui développent le halo rouge le plus intense ou qui 

virent les premières 

- repiquer les colonies à action uréasique élevée dans 10 ml de S P p  

glucosé 

- recommencer un nouveau traitement aux U.V. 
Remarque : Milieux de culture utilisés : 

-SP glucosé : voir 3.2.2. détermination des conditions de 2 

culture . 
-tryptone-sel t 

tryptone 

NaCl 

eau distillée 

PH 7 à 7,2 

autoclaver 2 0  minutes à 121°C 



-tryptone agar r 

tryptone 

glucose 

extrait de levures 

amidon soluble 

agar biomar 

eau distillée 

PH=? 

,autoclaver 20 minutes à 121°C 

-milieu de Stuart gélosé enrichi t 

trypt one 

extrait de levures 

rouge de phénol 

eau distillée 

pH=6,8 

agar 6 g 

répartir en flacons de 130 ml à raison de 75 ml / 
flacon, 

autoclaver à 121°C pendant 20 minutes 

après refroidissement de la gélose à 45OC environ, 

ajouter aseptiquement dans chaque flacon 25 ml dtu- 

ne solution d'urée à 8% stérilisée auparavant sur 

bougie Chamberland. 



3.2.1.3. Résultats. 

- mutation 1 : témoin : 6,5.10'~ germes / ml 
8 essai après 2 minutes d'exposition : 4.10 germes / ml 
8 essai après 5 minutes d'exposition : 0,5.10 germes/ml 

5 colonies sont sélectionnées sur l'ensemble des boîtes. 
î 1 - mutation 2 : témoin : 7,5,10 germes / ml 

8 
essai après 5 minutes d'exposition : 5.10 germes / ml 

8 
essai après 10 minutes d'exposition r 3.10 germes / ml 
sélection de 4 colonies, 

9 - mutation 3 : témoin : 9.10 germes / ml 
6 

essai après 5 minutes d'exposition : 8.10 germes / ml 
choix au hasard de 5 colonies. 

L'activité uréasique de la souche après traitement muta- 

gène est supérieure à celle de la souche de départ. Le rendement en- 

zymatique des cellules bactériennes subit une amélioration importante. 

3.2.2.1. Conservation des cellules après mutation, 

La souche est repiquée le moins souvent possible sur gé- 

, lose ordinaire inclinée. Les tubes sont placés à l'incubateur à 37OC 

pendant 14 à 16 heures et stockés ensuite en chambre froide. 

3.2.2.2, Choix d'un milieu de culture fournissant une grande qcantité 

de cellules, 

Nous étudions les courbes de croissance de Proteus mor- 

ganii dans différents milieux de culture contenant ou non de l'urée, 

La détermination du poids sec de cellules produites et leur rendement 



enzymatique permettent d'orienter le choix du milieu. 

Technique t -ensemencer 200 ml de milieu avec 10 ml de culture jeune 

de la souche dans ce même milieu 

-placer sur shaker à 28OC 

-suivre les courbes de croissance par lecture de la den- 

sité optique à 600 nm 

L'activité uréasique est étudiée de la façon suivante : 

dans un tube de 160 x 16 mm introduire : 

solution d'urée à 100 ppm : 5 ml 

tampon pII 6,5 : 2 ni 

suspension microbienne traitée au toluène : O,25 mg 

de cellules dans 3 ml, 

-placer les tubes dans un bain-marie agité dont la tempé- 

rature est réglée à 3 7 O C .  Le pourcentage dthydrolyse est 

déterminé avec 10 ou 15 minutes de temps d'action. 

3.2.2.2.1. Culture sur milieux exenpts d'urée. 

- composition des milieux : 
bouillon ordinaire double : extrait de viande €3 g 

peptone SC 20 g 

eau distillée 1 ,000 ml 

PH 7,2 

autoclaver 20 minutes à 121°C 

bouillon SP2 glucosé : tryptone 12 g 

extrait de levures 4 g 

K2HP04 18 g 

KH PO 
2 4 2 g 

peptone 1!0 g 



eau distillée 800 ml 

PH 7,3 

autoclaver 20 minutes à 12I0C 

glucose 15 g (200 ml 

d'une solution à 7,576). Cette derni- 

ère solution, stérilisée séparément 

par tyndallisation, est ajoutée asep- 

tiquement au milieu. 

- résultats : 

temps d'incubation 

en heures B.0, double 

rendement enzymatique en pourcentage d'hydrolyse (temps d'action é-  

gal 15 minutes) : en B.O. double : 73,5 - 73,5 - 74 - 7 6  

en SP glucosé : 83,5 - 81 - 84,5 - 82 2 

Le milieu retenu est donc le SP glucosé vu le rendement uréasique des 2 

cellules qui y sont produites. 





3.2.2.2.2. Culture sur milieux contenant de l'urée. 

A partir du milieu de base SP glucosé, nous ajoutons 
2 

l'urée en concentration croissante tout en diminuant dans les rap- 

ports $, &, 4 les teneurs en tryptone, peptone et extrait de levures 
et glucose. 

- composition des milieux : 
SP2 glucosé (voir 3.2.2.2.1.) 

SP2 4 glucosé : tryptone 9 g 

extrait de levures 3 g 

peptone 7 ~ 5  8- 

eau distillée 800 ml 

autoclaver 20 minutes à 12I0C 

glucose 

urée 

SP2 -& glucosé : tryptone 

ll,25 g (150 ml d'une solu- 
tion à 7,5$) 

3 g (50 ml d'une solu- 
tion à 1@) 

extrait de levures 2 g .  

K2HP0 
4 

16 g 

KH PO 
2 4 2 g 

peptone 5 g 

eau distillée 800 ml 

PH 793 

autoclaver 20 minutes à 12I0C 

glucose 

urée 

7,5 g (100 ml d'une solu- 
tion à 7,5$) 

10 g(100ml d1unesolu- 
tion à 100%) 



SP2 4. glucosé : tryptone 3 g 

extrait de levures 1 g 

K2HP0 4 18 g 

KH2P04 2 g 

peptone LE,?< tS 

eau distillée 800 ml 

PH ï , S  

autoclaver 2 0  minutes à 1 2 I 0 C  

glucose 

urée 

3,75 g (50 ml d'une solu- 
tion à 7,5$) 

15 g ( 1 5 0 m l  d'une solu- 
tion à 107;) 

Remarques : Le milieu SP &tant très riche se contamine facilement, 
2 

Des essais ont été effectués en ajoutant le glucose au mi- 

lieu et en autoclavant à 105OC pendant 30 minutes mais les 

risques de souillures sont très importants. 

Mous avons donc ajouté stérilement après autoclavage du 

milieu à 12I0C la solution de glucose préalablement tyn- 

dallisée ainsi que la solution d'urée stérilisée aupara- 

vant sur bougie de type Chamberland. 

- résultats : 

temps di incubation 

en heures 

1 

2 

3 

4 

0,05 

0,08 

0,34 

0 ,76 

714 

7 , 5 5  

7 , 4 5  

7145 

0,18 

0,31 

0 ,90  

1 ,21  

7 , 4  

7 ,5  

7 ,5  

7945 

0 , l Q  

0,22 

0,61 

3 

7 ,4  

795 

7955 

7 , 5  

0 , 0 3  

0,03 

0103 

0,04 

7945 

7 , 5  

7 4  

7 , 6  
a 



temps d'incubation 

en heures 

rendement enzymatique en pourcentage d'hydrolyse (temps d'action 

égal IO minutes) : milieu SP glucosé : 66 - 65, 
2 

milieu SP 3 glucosé : 76 - 75  
2 

milieu SP:, $- glucosé : 71,5 - 7 l , 5  

milieu SP2 2 glucosé r 7 6 * 5  - 80 

- conclusion z 

Vu qu'il n'existe pas de différence considérable en- 

tre les pourcentages d'hydrolyse des 3 milieux contenant lA1urée, le 

milieu SP2 2 nous semble être le plus favorable car la croissance 
des cellules est rapide et la production abondante. Il est également 

à noter que,pour ce milieu, le pH reste équilibré tout au cours de 

la croissance. Cela peut siexpliquer par le fait que les microorga- 

nismes métabolisent à la fois le glucose, ce qui produit une diminu- 

tion du pH par dégagement de C O Z ,  et l'urée, ce qui entraîne une aug- 

mentation du pH par formation d'NH 
. 3 *  



f ig 3 courbes de croissance d .o. 
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3.2.2.3. Culture du milieu SP2 5 glucosé en fermenteur. 

Une culture en fermenteur nous permet d'obtenir une 

grande quantité de cellules. D'autre part, il esttrès intéressant 

d'étudier le comportement et le rendement de ce milieu en fermenta- 

tion, 

Le fermenteur BIOLAFITTE utilisé est d'une capacité de 15 litres. 

- technique : 
1 - stérilisation : 

-autoclaver le fermenteur à vide pendant 2 heures ?L 12I0C 

-ajouter après autoclavage : tryptone :. 126 g 

extrait de levures : 42 e 
peptone 8 105 g 

eau distillée . 10,2 1 

PH 793 

1 -autoclaver de nouveau à 12I0C pendent 1 heure z 

-préparer séparément : solution de tampon phosphate : 

K2HP0 4 a 252 g 

KH PO 
2 4 

2 28 g 

eau distillée : 1 .O00 ml 

PH 793 

autoclaver dans une fiole de précul- 

ture à 10SO@ pendant 30 minutes. 

solution d'urée : 

urée z 70 g 

eau distillée 1 700 ml 

stériliser sur filtre millipore. 

solution de glucose : 

glucose 8 157,5 g 



eau distillée r 2.100 ml 

autoclaver à IOSOC pendant 30 min. 

Les 3 solutions sont ajoutées dans le fermenteur au moment de 

l'ensemencement. 

2 - préculture : 
1,5 1 de milieu sont ensemencés et mis sur shaker à 28OC pen- 

dant 14 heures, 

3 - fermentation : 
-mise en place de l'unité de fermentation et réglage automati- 

que de la température à 37OC 

-laisser la température se stabiliser et ajouter aseptiqu-ement 

les différentes solutions ainsi que la préculture 

-effectuer des lectures de densité optique à 600 nm et de pH 

toutes les 30 minutes 

-en fin de phase exponentielle, centrifuger le milieu en continu 

-après pesée des cellules (poids humide), laver celles-ci à 3 

reprises par une solution stérile de KC1 

-reprendre les cellules par du tampon phosphate pH 6,5 

-conserver au congélateur. 

Remarque : composition de la solution de KC1 : 

KC1 : I l 9 5  g 

tampon phosphate pH 8 :  2,5 ml 

porter à 1.000 ml avec de l'eau distillée 

autoclaver pendant 20 minutes à 121°C 

- résultats r 



poids  Ilusnide des c e l l u l e s  obtenues : 2 5 5 , s  g pour 15 l i t r e s  de m i l i e u  

poids  s e c  = 54 g. 

- conc lus ion  : 

Nous cons t a tons  que l e  m i l i e u  en fe rmenteur  s e  compor- 

t e  de façon  auelque peu d i f f é r e n t e  pa r  r a p p o r t  l ' é t u d e  précéden- 

t e .  Nous obtenons un bon rendement en c e l l u l e s  e t  une c ro i s s ance  

r ap ide .  La f o r t e  augmentation de pH a dû ê t r e  s toppée  par  l t a d d i -  

t i o n  d ' a c i d e  f o r t .  





3.2.2,4. Mode d'expression de la concentration en cellules. 

La concentration en cellules est déterminée en vue de 

connaftre le rendement de production d'un milieu de culture et de pré- 

parer à partir d'une suspension une quantité de cellules nécessaire 

à une réaction enzymatique. Dans le cas présent, il nous est impossi- 

ble de quantifier l'uréase des cellules, Cette manipulation étant as- 

sez longue, nous choisissons d'effectuer une lecture de densité opti- 

que en relation avec le poids sec. 

- technique r 

Etahlisseclent d'une droite d'étal onnage. 

A partir de différentes suspensi.ons microbiennes jeunes, nous allons 

effectuer les mesures suivantes : 

1 - détermination du poids sec par passege au four à 1 0 5 O C  et pesée 

jusqulà poids constant 

2 - détermination de la densité optique d'une dilution au cinquan- 
tième de chaque suspension afin de se ramener dans la gamme pos- 

sible de lecture au spectrophotomètre (longueur d'onde = 600 na) 

3 - comptage par ensemencement sur gélose ordinaire après dilution 
d'une suspension bactérienne, 

- résultats : 

poids sec pour ? ml 





comptage : 16, J mg contiennent 1,8.10" cellules 

1 mg contient 1,08.10~~ cellules. 

Remarque : Travaillant dans cette gamme de concentration, la densité 

optique est directement proportionnelle au poids sec et 

celui-ci est évidemment en relation avec le nombre de 

cellules. (voir fig.6) 

3.2.3 .  ETUDE DE L'RCTIVITE UIIEASIQUE DES CELLULES EN SUSPENSION 

LIBRE. . 

3.2.3.1. Matériel et rnétlriodes, 

- principe : le processus d.thydrolyse enzymatique de l'urée se résu- 
me donc à la réaction suivante : 

/ NH2 
O = C  + EOH Urée * CO2 + 2 NH 

- 3 
'Ilx2 2HOH ------+CO-+ 2 N H +  

3 4 
Afin de connaître le pouvoir enzymatique de lluréase bactérienne, 

nous allons mesurer le po~rcenta~ge d'hydrolyse de l'urée. L'ion 

+ 
NH formé est stoechiométriquement proportionnel à la quantité d l u -  

4 
+ 

rée hydrolysée. L e  réactif de Nessler forme avec NH un composé de 4 
couleur jaune-brun spectrophotométrable, Il agi.rait de la façon sui- 

vante (28) : 

H ~ I ~  t 2 KI- K ~ H ~ I ~ ~  
Réactif de Messler 

KOH ou NaOH J 
NH2 - 

2 K2HgI + NH + 3 KOH- i 4 3 H g \ O  + '7 K I  + 2 H20 
=1 - Hg' 

composé de colora- 
tion jaune - brun 

1 NH4 
-4- 

Cette méthode permet de doser de très faibles quantités d 

(0,5 ppm) mais est malheureusement très sensible. Les solutions à 

doser doivent être exemptes de toute trace de matières organiques. 



- réactifs : 
-enzyme : suspension de cellules de Proteus morganii cultivées en 

milieu SP2 2 glucosé et dont la concentration a été mesu- 
rée par lecture de densité optique. L'enzyme est libérée 

par traitement des cellules au toluène. 

-solution dlurée : origine : Yrolabo RhSne-Poulenc. 

Solution préparée dans de l1eau distillée exemp- 

3- 
te d'NH et à conserver en chambre froide. 

4 
-tampon pH 6,5 : solution O , ?  M de K2HP0 et KA PO 

4 2 4 "  
Origine des produits : Prolnbo RhSne-Poulenc. 

-réactif de Nessler : solution A : iodure de potassium (~rolabo) 20 g 

iodure mercurique (prolabo) 30 g 

eau distillée 50ml 

-chauffer jusqulà dissolution 

-ajouter 150 ml d'eau distillée et laisser re- 

poser la solution pendant 24 heures à llabri 

de la lunière 

-filtrer dans une fiole jaugée de 250 ml et 

porter au trait avec de l'eau distillée 

-conserver cette solution à l'abri de la lu- 

mière, 

solution B : NaOX (~rolabo) 50 g 

eau distillée 150 ml 

-dissoudre et compléter à 250 ml avec de l'eau 

distillée. 

réactif d'emploi : mélanger extemporanément les solutions A et B 

volume à volume. (Stabilité : 4 heures environ) 

Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau distillée exempte 

d'ammoniaque. 



- mode opératoire : 
1 - processus enzymatique : 

La méthode suivante est très générale et peut être modifiée 

suivant les besoins de l'expérience (modifications de la quan- 

tité de solution utilisée). Pour chaque essai, nous notons les 

conditions de travail. 

Méthode : 

-introduire dans une fiole d'Erlenrneyer de 250 ml : 

. solution d'urée à 2x ppm : 50 ml 

, tampon pH 6 , 5  (ou pH étudié) r 25 ml 

, suspension de bactéries lysées : y ml 

compléter 100 ml avec de l'eau distill-Ce. 

-placer la fiole au bain-marie agité à 37OC ou à la température 

étudiée. 

-après un temps d'action déterminé, prélever une partie aliquote 

(40 ml) et ajouter 0,2 ml de KOH concentré, L'activité enzyma- 

tique est ainsi stoppée. 

2 - dosage de l'ion NB + 

4 -  
-centrifuger la solution prélevée à 10,000 tours/minute pendant 

IO minutes pour éliminer les cellules en suspension. 

f 
-prélever 3 ml de solution contenant de O à 20 ppm dtNH4 . 
"effectuer si nécessaire des dilutions dans de l'eau distillée 

afin de se ramener dans la gamme possible de dosage. 

-ajouter 0,3 ml de réactif de Nessler et laisser la coloration 

se développer pendant 5 minutes. 

-effectuer une lecture de densité optique à 430 nm. 

Appareil utilisé : Spectrophotomètre U,V, 
M.Jean et R.Constant No 5055 
Domaine de longueur d'onde : 220 à 1,000 nm 
Prolabo Paris, 



Remarques : -le témoin est constitué par J ml d'eau distillée 

plus 0,3 ml de réactif de Nessler. 

-stabilité de la coloration : 2 à 3 heures. 

- établissement de la courbe d'étalonnage: 
+ 

Les solutions contenant de O à 20 ppm en NH sont préparées à par- 
4 

tir ~ ' ( N H  ) SO 
4 2 4. 

Résultats : 





- étude de l'interférence de l'urée r 

Résultats : 

+ 
solution dtNH4 à 5 ppm. 

Il n'y a aucune interférence possible de l'urée. 

Remarque r Exemple de calcul du pourcentage d'hydrolyse. 

Une solution d'urée est à la concentration de 50 ppm, ce 

+ 
qui correspond lors d'une hydrolyse totale à 30 ppm d t N H ,  

formé . 
Une dilution awc2/3 permet de ramener la concentration en 

+ 
NH4 

dans la gamme possible de dosage. 



La lecture au spectrophotomètre nous donne une densité op- 

tique égale à 1 ,?7  ce qui correspond, par référence à la 

f 
courbe d'étalonnage, à une concentration en NH égale à 

4 
10,6 ppm. 

Pourcentage d'hydrolyse= 10.6 X 100 = Cj3$ 
20 

3.2.3.2. Etude du rapport cellules/substrat. 

- conditions d'expérience : t0 = 37OC 

PH = 697 

l'hydrolyse de l'urée est étudiée en fonc- 

tion du temps d'action des cellules. 

- résultats : 

Les courbes d'hydrolyse de l'urée par les cellules bactériennes ré- 

pondent bien à celles de la cinétique enzymatique. 

3.2.3.3. Etude des conditions optimales d'hydrolyse. 

3.2.3.3.1. Etude du pH. 

cellul.es'1 - - conditions : ' substrat - op5 

temps d'action = 15 minutes 

pH = variable (stabilisé par des tampons phosphates O,IM) 





- résultats : 

3.2.3.3.2. Etude de la température. 

[celluled - - conditions : 
substrat - 095 

temps d'action = 15 minutes. 

- résultats x 

(voir fig.10) 

(voir f ig. 1 1 ) 

3.2.3.3.3. Conclusion. 

Le pH optimum de 6 , 5  est retenu pour la suite des es- 

sais. Le pH a énormément d'importance et doit être fixé avec préci- 

sion. La température a par contre peu d'effet sur l'hydrolyse de l'urée. 



f ig 10 influence du ph 

f ig  11 infliience de l a  t "  



3.2.3.4. Détermination de la constante de Michaëlis-Menten. 

Représentation selon Linôweaver-Burk. 

- conditions d'expérience r dans un erlenmeyer de 100 ml placer : 

-suspension de cellules à 0,3 mg/ml : 1 ml 

-eau distillée : 4 ml 

-tampon phosphate pH 6 , 5  : 2,5 ml 

-urée à une concentration 4x : 2,5ml 

total : 10 ml. 

placer les fioles à 3 7 O C  pendant 5 minutes, 

déterminer par l'intermédiaire du dosage 

de Nessler la quantité d'urée hydrolysée, 

- résultats : 

1 D'après la fi y r e  12, nous avons - - = - 1,38 millit4"'/litre K m [ Km = 0,728,10-~ ~oles/litre. ] 
Les valeurs de Km données par la littérature variant fortement selon 

l'origine de l'enzyme, il est difficile de juger de la valeur ci-des- 

sus. Le Km trouvé est quelque peu inférieur au Km obtenu à partir d'u- 

réase provenant de fève de Jack (49). 





Chapitre 4 

DES CELLULES HM~4OBHLISEES 



,,, , procédé d'immobilisation des cellules 
dans le gel de polyacrylamide 

Le procédé utilisé est donc llinclusion de cellules de 

Proteus morganii à l'intérieur d'un gel en réseau dont les pores, trop 

petits, empêchent les bactéries emprisonnées de se libérer. 

C'est en se basant sur une étude réalisée par P . L E N O I R  

(38) que nous avons choisi le gel de polyacrylamide comme support dfem- 

prisonnement des cellules. P.Lenoir parvient à immobiliser des cellu- 

les dfEscherichia coli en vue d'étudier l'activité enzymatique de leur 

P-galactosidase, Les résultats obtenus sont très prometteurs en ce qui 

concerne ce mode de fixation. 

Il semble que ce procédé permette la fixation totale des 

cellules. De plus la préparation de ce système enzymatique insoluble 

ne présente aucune difficulté et s'effectue rapidement. 

4.1.1. D E S C R I P T I O N  DU P R O C E S S U S  D'I ! \"S-IORILISATION. 

Le système enzymatique est formé par polymérisation dfu- 

ne solution de monomère contenant des cellules bactériennes en suspen- 

sion. 

Le support d'emprisonnement des cellules est donc le gel 

de polyacrylamide; résultat d'une polymérisation du monomère : llacry- 

lamide NH2- CO-CH= C H  avec une réticulation due à la présence du 2 

comonornère le N, N t  -méthylènebisacrylamide CH - CH- CO -NH - CH2 
2- 

RH -CO - 
CH =CH2. Nous obtenons ainsi un gel réticulé formé de lon- 

gues chaînes plus ou moins anastomosées à configuration tridimention- 

nelle. 



Structure du gel de polyacrylamide (58)  : 

O 

CH2= CH- C + CH2=CH-C 
\\ 

XT-CH= 
\ \ 

NH2 
NH - CI12- 

1 
YH2 

NH 
I 
CO 

- CH2 - I 

.*' 2 
CH  CH^  CH)^ CH2- CH - (clip-  CH)^ 

I 
CO 

I 
CO 

1 
CO 

I I 
NH 

I 
NH2 I NH2 

YH2 

NH 
1 
CO 

i 
- CH- 

La polymérisation radicalaire s'effectue en ajoutant com- 

me catalyseur un système rédox qui fournit des radicaux libres. 

Les systèmes utilisés sont : 

soit le persulfate d'ammonium ou de potassium + N,N,N',N'-tétrarnéthy- 

lènediamine (TEPIED) dans lequel le persulf at e fournit des radicaux 

oxygènes libres, 

soit riboflavine i- TEMED qui entraîne une polymérisation photochimique. 

Le gel est une matière inerte et neutre dont l'élasticité 



et la dureté dépendent de la concentration en monomère. Dans ce ré- 

seau tridimentionnel, les groupements "amidev déterminent la polari- 

té et par là le gonflement dans l'eau ( 2 3 ) .  

Le gel de polyacryla,mide est vendu sous le nom commer- 

cial de Cyanogum 41 (44) .  11 peut être utilisé en électrophorèse (19) 

et aussi comme tamis moléculaire dans les techniques de filtration 

sur gel. 11 est également employé pour immobiliser des enzymes puri- 

fiées : Y.DEGAN1 et T.MIRON (22) fixent la cholinestérase tandis que 

S.AMOTZ (1) prépare un dérivé insoluble de lysine. RUîU'TLNG et K . J .  

LAIDLER (14) choisissent le gel de polyacrylamide utilisé en fine mem- 

brane pour étudier la cinétique de 18 P-galactosidase immobilisée. 

4.1.2. PREFARATION DU GEL DE POLYACRYLAMIDE. 

4.1.2.1. Réactifs. 

1 - solutions de monomère : 
Acrylamide et N,Nt -rnéthylènebisacrylamide (M.B.A, ) 

Origine : Merck - Schuchardt, 8311 Hohenbrunn bei Eiünchen. 
Apelab, 35, rue des écoles, 92  Bagneux France. 

La solution aqueuse de monomère utilisée lors de la polymérisation 

contient les 2 produits ci-dessus, Les solutions doivent être COI;- 

servées en chambre froide. Il est nécessaire de prendre certaines 

précautions lors de leur manipulation car les solutions d1acryla- 

mide sont très irritantes pour la peau. 

- Remarque : Ltacrylamide utilisé provient de deux firmes d5fféren- 

tes (~erck -  elab ab). Vu la très grande différence de 
prix entre ces deux firmes, nous avons testé dans les 

mêmes conditions des gels fabriqués d'une part avec 

l'acrylamide Merck et d'autre part avec ltacrylamide 



Bpelab. Une étude statistique basée sur la comparai- 

son des variances nous a permis de mettre en évidence 

la différence éventuelle entre les 2 produits. 

-conditions d'expérience : 

Etude sur colonne du pourcentage d'hydrolyse des gels : 

colonne : type 14 (voir plus bas) 

quantite de gel : 1 g 

T (concentration en monomere total) = 7,5$ 

C (concentration en M.B.A.)' = 5$ 

concentration en cellules : 0 , 4  mg/g de gel 

tO = 3 7 ° C  

PH - 695 

débit = 1,25 ml/minute 

la solution d'urée à hydrolyser par passage sur colonne est à la 

concentration de 3 3 , 3  ppm. 

-résultats : 
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Test de Fisher de comparaison de 2 variances (47). 
1- 

'~erck = 1.530 - 35, 
16 

Variance - = 23,8 
Merck - 15 

La table de Fisher nous donne pour des D.L. de 15 au numérateur 

15 au dénominateur 

les valeurs suivantes de F : 

'~pelab = 1.93695 - 276,7  
16 

Variance 
i 

Apela,b = z7LLI 15 = ra ,4  

seuil de 
probabilité 

10 75 

5 % 

1 OfD 

P 

2 

2 9 4 

3 1 5  
.l 



La valeur trouvée étant inférieure à la valeur des tables, il 

n'existe pas de différence significative entre les 2 variances. 

Les 2 produits sont donc considérés comme identiques, cependant 

l'acrylamide vendu par Merck est choisi car son prix est nette- 

ment inférieur au prix de l'acrylamide Apelab. 

2 - solutions de catalyseurs : 

(~och-l.ight laboratories Ltd , Colnbrook-Bucks ~n~land) 
La solution d'emploi à @ dans de l'eau distillée est à conser- 

ver en chambre froide et à l'abri de la lumière. 

-X2S208 (prolabo   rance) 

Solution d'emploi à 5$ dans de l'eau distillée. 

4.1.2.2. Mode d'expression de la concentration en monomère d'un gel. 

Tout gel préparé peut être désigné par 2 chiffres : le 

premier indique la concentration en monoinère total ( T $), le second 

la concentration partielle en M.B.A. (C $) 

T $ = pourcentage total en monomEre 

s 
poids dlacrylam&de + noids de M.B.A. 

poids du gel 
x 100 

C $ = pourcentage partiel en M.B,A.  

- poids de bI ,R,A.  = - x 100 poids d.1 acrylaniide + M. B.A. 

' Exernple : Un gel (7,5 - 5) contient 7,5$de monomère total dont 5 ~ 6  de 

M.B.A. 

4.1.2.3. Polymérisation du gel. 

- préparer des solutions mères de monomère en tenant compte des con- 
centrations finales (T et C) après polymérisation. 



- préparer une suspension bactérienne de concentration déterminée 
dans une solution tampon pH 6,5. Une goutte de Tween 80 est a- 

joutée à la suspension afin de mouiller les cellules et de facili- 

ter ainsi leur inclusion dans le gel. 

- prélever 1,2 ml de solution de monomère et ajouter 0,8 ml de sus- 
pension microbienne. 

- agiter et placer le tube dans un bain de glace fondante en vue de 
protéger le matériel enzymatique. 

- ajouter 0,2 ml de TEMED et 0,2 ml de la solution de K2S208. 
- la polymérisation s'effectue au cours des 5 premières minutes mais 
nous laisserons le gel pendant 30 minutes dans le bain de glace. 

Remarques : -des essais de polymérisation ont été effectués sans l'u- 

tilisation de bain de glace. La température atteinte à 

l'intérieur du gel était de 45 - 50°C. 
-les quantités de solutiors données ci-dessus permettent 

de fabriquer 2,4 g de gel environ (à  contrôler par pe- 

sée). Pour d-es fabrications plus importantes, il est sou- 

haitable de conserver les mêmes proportions entre les dif- 

férents réactifs ajoutés. 

4.1.2.4. Découpage du gel. 

Le gel est découpé après polymérisation par passage sur 

grille métallique donnant des cubes de 1 mm dla.rête. La dimension des 

particules influence le pourcentage d'hydrolyse de l'urée. Lors de cet- 

te étude, ce paramètre de fabrication reste constant. 

4.1.2.5. Perméabilisation des cellules. 

Immédiatement après le découpage, une quantité déterminée 



de gel est pesée avec précision et est placée dans une solution de 

tampon phosphate pH 6 , 5  0,05 M. 

La perrnéabilisation des cellules s'effectue alors par 

ajout de quelques gouttes de toluène. La solution (gel-tampon pH-to- 

luène) est placée après agitation en chambre froide pendant 24 heures. 

C'est dans cette solution que se produit le gonflement du gel. 

4.1,2.6. Conservation du gel, 

Après 24 heures, le gel est lavé plusieurs fois avec de 

l'eau distillée et est finalement remis en suspension dans le tampon 

pH 6 ,5 .  11 peut être utilisé immédiatement mais on peut aussi le sto- 

cker en chambre froide (voir test de viabilité), 

Certains auteurs (33) conservent des préparations enzy- 

matiques insolubles (gels) sous forme lyophilisée et remarquent une 

meilleure conservation par rapport à la forme hydratée. Cela dépend 

évidemment de la nature de l'enzyme fixée. 

4.1.3. EXBPD2N MICROS COPIQUE DU GEL. 

Il nous paraît très intéressant d'observer le gel au 

microscope afin de se rendre compte de la répartition des cellules 

incluses. 

- technique : 
Le ge l  ( 7 , 5  - 5) contenant 1 mg de cellules par g est découpé en 
languettes de 4 mm2 de section environ. 

-placer les languettes à 5 5 O C  pendant 1 heure $, Cela nous permet 

dlobtenire un gel dur plus facile à découper. 

-découper en lamelles minces, 

-placer les préparations dans une solution de Fuchsine de Ziehl (15). 



-laisser en contact pendant 10 secondes. 

-laver à l'eau. 

-monter la coupe entre lame et lamelle et examiner à llimmersion. 

-grossissement : 630 fois. 

- observations : 
Par cette technique, seules les bactéries sont visi- 

bles. Des essais ont été faits afin de pouvoir colorer le gel mais 

aucun résultat n'a été obtenu. Certains colorants pourraient se fi- 

xer sur des chaînes terminales libres du gel. Le vert de méthyl et 

le vert d'iode utilisés avant polymérisation se trouvent décolorés 

une fois que le gel s'est formé. 

Le gel de polyacrylamide reste un matériel trEs dif- 

ficile à découper, Les cellules observées sont situées à des niveaux 

différents : cela explique le manque de netteté des clichés. 

Les cellules sont réparties uniformément dans le gel. 

photo 1 : gel de polyacrylamide avec cellules de Proteus morganii. 



4.2. matériel et techniques d'hydrolyse 

4.2.1. ETUDE EN "BATCH: 

L'hydrolyse de l'urée s'effectue dans ce cas d'une fa- 

çon similaire à l'hydrolyse réalisée par de l'uréase purifiée ou bien 

par une suspension libre de cellules bactériennes. 

Une quantité déterminée de gel (exprimée en g de gel non 

gonflé) est placge dans un récipierit contenant une solution d'urée tam- 

ponnée à pH 6 , 5 .  L'hydrolyse a lieu en bain-marie agité à 3 7 O C  pendant 

un temps déterminé. Le pourcentage d'hydrolyse est obtenu par la métho- 

de au réactif de Nessler en donnant la quantiLe d'ammoniac présente 

dans le mélange, 

Mode opératoire : (valable pour la plupart des essais 

réalisés en"batc&) 

Il est parfois nécessaire de modifier certains paranè- 

trcs mais nous veillerolis à conserver les mêmes propor- 

tions en réactifs que ci-dessous; 

-placer dans uri erlen.meyer de 100 ml : 

. gel de polyacrylamide + cellules : 1 g 

. tampon pK 6 , 5  : 2,5 ml 

solution d'urée t 2,5 ml 

-porter à 10 ml avec de l'eau distillée. 

-mettre au bain-marie à 3 7 O C  pendant un temps déterminé. 

-ajouter 0,2 ml de KOH concentré pour bloquer la réaction 

enzymatique. 

-laisser décanter le gel et prélever 3 ml de liquide sur 

lesquels est effectué le dosage par la méthode Nessler. 

Ce procédé est utilisé lors de l'étude théorique sur le 



comportement du système enzymatique insoluble. Il est peu recomman- 

dé pour l'application en laboratoire d'un dosage courant de l'urée, 

le procédé en continu étant nettement plus pratique. 

4.2.2. ETUDE EN CONTINU. 

4.2.2.1. Principe, 

Une solution d'urée est hydrolysée par passage sur co- 

lonne contenant le système enzymatique. La quantité d'urée hydrolysée 

i- 
est déterminée par dosage de 1'NH dans l'effluent. 

4 

4.2.2.2. Matériel. 

Schéma de montage : (voir photo II) 

1 - récipient contenant la solution à doser. 

2 - pompe péristaltique LKB type 4912A (faible débit) 

- pompe péristaltique Buchler (fort débit). 



colonne contenant le gel à activité enzymatique (voir pho 

Nous utilisons d-es colonnes de 2- types : 

2 
-type 14 r section = 154 mm 

diamètre intérieur = 14 mm 

-type 10 : section = 78,5 mm 2 

diamètre intérieur = 10 mm. 

1 g de gel finement 

laine de verre 

découpé 

4 - enceinte thermostatisée, 
Nous utilisons un bain-marie dans lequel plonge une résistance à 

température réglable. Nous travaillons à la température constante 

de 3 7 O C .  

5 - récipient de récolte de la solution hydrolysée. 
6 - spectrophotomètre. 



photo II, : Appareillage en continu. 

photo III : Colonnes (14, 10) à activité enzymatique. 



4.2.2.3. Mode opératoire. 

- préparer les colonnes en disposant 1 g de gel sur une couche de 10 

mm de laine de verre (voir croquis), 

- laver le gel à plusieurs reprises avec de l'eau distillée. 

- placer la colonne dans le bain-marie dont la température a été pré- 
alablement amenée à 3 7 ° C  et laisser la température se stabiliser. 

- effectuer le;raccorde~iients étanches d'entrée et de sortie de la co- 
lonne. 

- actionner la pompe péristaltique afin d'éliminer l'eau du gel. 
- laisser passer un tampon d'air pour sécher le gel. 
- aspirer avec un débit déterminé la solution d'urée dont le pK est 
fixé à 6,5. 

- après 5 minutes dlécoulement libre, prélever 3 fois 3 ml de solution 
à la sortie de la colonne, 

- ajouter à chaque prélèvement O,3 ml de réactif de Nessler et lire 

après 5 minutes de repos la densité optique à 430 nm. 

- déterminer le pourcentage dthydrolyse de la solution d'urée. 

4.2.2.4. Avantages du procédé et application. 

Ce processus d'hydrolyse el; continu apporte de nombreux 

avantages par rapport au système"batcht'ou système classique d1hydro- 

lyse. 

1 - L'échange ~nz~me/~ubstrat est facile à réaliser et dépend de para- 

mètres bien déterminés comme le débit. 

2 - Il ne peut y avoir empoisonnement de l'enzyme par les produits de 
réaction car ceux-ci sont éliminés dans l'effluent. Dans le cas 

de l'urée, nous avons remarqué que llammonium produit est un inhi- 

biteur de réaction, Cette inhibition est levée grâce à un tel pro- 

cessus. 



3 - Un système en continu permet une automatisation du dosage . La co- 
lonne à activité enzymatique peut être introduite dans une chaSne 

analytique. 

,.,. étude de l'influence des différents paramét res 
d'hydrolyse 

Après avoir étudié les conditions de culture en vue dtu- 

ne production optimale de cellules et d'enzyme, nous allons envisager 

les différents paramètres intervenant lors de la réaction enzymatique 

du gel. Le but de ce travail est de déterminer les conditions optima- 

les d'hydrolyse tout en complétant nos connaissances théoriqu-es sur le 

comportement du gel de polyacsy1arni.de. 

4.3.1. C O M P O S I T I O N  DU GEL : C O N C E N T R A T I O N S  EN MONOfiIERE. 

La concentration en monomère est très importante ].ors 

de la fabrication du gel. Elle agit sur les propriétés de dureté, d'é- 

lasticité et de couleur du gel et par là sur le rendenent enzymatique 

du système. 

Diverses études réalisées en"batchttou en continu, nous 

permettent de déterminer les concentrations optimales en monomère. 

4.3.1.1 . Etud-e de Ta concentration en acrylamide total (T $). 

1 - procédé "batch". 
conditions de 1 ' essai : C (concentration partielle en MBA)=O, 5% 

gel  = 1 g 

concentration en cellules = 0,35m~/~ de gel 

solution diurée à 50 ppm 

te = 3 7 ° C  



PH = 6,5 

temps d'action = 15 minutes. 

résultats r 

(voir fig.13) 

2 - procédé en continu. 
conditions de l'essai : C = O,$ 

gel - 1 g 

concentration en cellules = 0,2mg/g de gel 

solution d'urée = 50 ppm 

tO = 37°C 

PH = 6 ,$  

débit = 1,25 ml/~inute 

colonne type 14 

résultats r 



(voir f ig. 14) 

4.3.1.2. Etude de la concentration en N . B . A .  (C 7:). 

1 - procédé "batch". 
conditions de l'essai : T = 7$5$ 

gel = 1 g 

conceritration en cellules = 0,4.mg/g de gel 

solution d'urée = 50 ppm 

tO = 3 7 ° C  

pH = 6 , f i  

temps d.'action = 5 minutes. 

résultats : 

(voir f ig. 15) 

pas élastique blanc 

15 

20 

6 1 

6 5 

très dur 

cassant 

pas élastique 

pas élastique 

blanc 

blanc 



2 - procédé en continu. 
conditions de l'essai : T = 7,5$ 

gel = 1 g 

concentration en cellules = 0 , 4 m ~ / ~  de gel 

solution d'urée = 50 ppm 

tO = 37°C 

PH = 6 ,5  

débit = 1,25 ml/minute 

colonne type 14. 

résultats : 

(voir fig.16) 

- c ,  

4.3.1.3. Conclusions et discussion. 

Notre choix s'est porté sur le gel (7,5 - 5) car celui- 
ci présente le pourcentage d'hydrolyse le plus élevé. En outre, par 

ses propriétés mécaniques favorables, le gel peut être manipulé sans 

difficultés lors du découpage et du remplissage des colonnes alors 

que d'autres gels trop cassants ou trop flasqueb ne peuvent être trai- 

tés aussi facilement. 
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L'aspect du gel est modifié surtout par le pourcenta- 

ge en M.B.A. Pour des concentrations croissantes en M.B.A., la cou- 

leur varie de l'incolore au blanc jaunâtre et sa consistance d'abord 

flasque devient ensuite très dure. 

Une variation dans la teneur en acrylamide total confère au gel une 

même couleur et pratiquement une même élasticité. Seule la dureté aug- 

mente fortement pour des valeurs croissantes de T 7;. 

Lors de la préparation de dérivés insolubles d'enzymes 

purifiées fixées sur gel de polyacrylamide, de nombreux auteurs (21) 

retiennent une valeur de 5O/u en M.B.A. lors de la fabrication du gel. 

C'est purcette valeur que les pores du gel sont les plus petits (58). 

Le gonflemerit du gel est principalement influencé par 

le pourcentage en M.B.A. : le gonflement augmente si C $ diminue. Par 

contre, il est directement proportionnel à la concentration en mono- 

mère total (T $). 

Remarques : Iles courbes obtenues par les 2 procédés sont surtout dif- 

férentes par leur valeur d'amplitude. Une amplitude plus 

importante est observée lors des essais d'hydrolyse en 

"batch". 

Nous pourrons remarquer à cet effet que l'hydrolyse en 

"batch", tout comme en continu, dépend du contact parti- 

cules de gel/solution d'urée. Les gels à fort gonflement 

possèdent une densité légèrement supérieure à celle de 

l'eau et la suspensiori est plus homogène que pour les gels 

à faible gonflement. Ce paramètre est de moindre importan- 

ce pour les essais réalisés en continu. 

Nous pouvons noter également que l'inhibition dGe au sub- 

strat dans le cas du procédéUbatch" pourrait être influen- 

céepar la concentration en monomère. 



4.3.2. INFLUENCE 

Etude en "batch". 

Les courbes d'activité en fonction du pH sont en géné- 

ral identiques pour l'enzyme libre et son dérivé insoluble. Il arri- 

ve cependant que ces courbes diffèrent quelque peu. E.BROWN et A. 

RACOIS (13)  citent le cas de la trypsinu et de la chymotrypsine fixées 

sur des copolymères maléique-éthylène ( E . I ? . ~ . )  où les courbes d1acti- 

vite du dérivé en fonction du pH peuvent être déplacées de 1 à 2 uni- 

tés vers les pH alcalins. Selon ces mênes auteurs, dans leur grande 

majorité, les dérivés insolubles résistent mieux aux pH extrêmes que 

l'enzyme libre, Ceci est vraisemblablement dû au fait que le pH du mi- 

crocnvironnement de l'enzyme fixée diffère de celui de la solution. 

Dans le cas de l'uréase, il est intéressant de savoir si le pH opti- 

mum d'hydrolyse obtenu pour les cellules en suspension libre reste va- 

lable ou non pour les cellules immobilisées, 

- conditions d'expérience : quantité de cellules : 0,3mg/g de gel 

gel ( 7 , 5  - 5 )  : 1 g 

solution d'urée à 50 ppm 

tO = 37°C 

temps d'action = 10 minutes. 

- résultats : 



(voir f ig. 1 7 )  

- conclusion : Le pH optimum d'hydrolyse est de 6,5 aussi bien pour 
les cellules en suspension libre que pour les cellules immobilisées 

sur gel. L e s  courbes obtenues sont d'allure identique sauf en mi- 

lieu acide où le système insoluble présente un pourcentage d'hydro- 

lyse inférieur. 

4.3.3. I N F L U E N C E  DE LA C O N C E Z T R A T I O N  EN CELLULES. 

La quantitg d'enzyme présente influence toute réaction 

enzymatique. De même, l'hydrolyse de l'urée varie avec la quantité de 

cellules immobilisées dans le gel. 

- conditions d'expérience : concentration en cellules=de 0,3 à 30 mg/g 
de gel 

gel ( 7 9 5  - 5 )  : 1 63 

solution d'urée à 500 ppm 

'Ibatch" : temps d'action = 10 minutes 

continu : débit = 2 , l  mllminute 

colonne type 10 



fig 17 inflence du ph 

cellules libres 
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- résultats : 

(voir fig.18) 

- conclusions : Il existe une relation linéaire entre le poids sec de 
cellules et le pourcentage d'hydrolyse pour den concentrations in- 

férieures à 5 mg/g de gel. 

Du point de vue économique, il est plus intéressant de travailler 

avec de faibles quantités de cellules. 

Nous pouvons aussi remarquer l'allure identique des courbes en 

"batch" et en continu. 





4.3.4. INFLUENCE DU DEBIT. 

Etude en continu. 

Jusqulà présent, nous avons toujours opéré à débit 

constant. L'hydrolyse en relation directe avec le temps de contact 

enzyme/subs trat diminue évidemment si le facteur étudié ici augmen- 

te. Nous allons effectuer des essais à des débits faibles ensuite à 

des débits plus élevés. 

4.3.4.1. Hydrolyse à débit faible (de 0,5 à 3 ml/minute). 

- conditions : concentration en cellules : 5 mg/g de gel 

solution d'urée à 500 ppm 

colonne type 10. 

- résultats : 

(voir f îg, .19) 



4.3.4.2. Hydrolyse à débit fort (de 2 à 12 ml/minute), 

- conditions : concentration en cellules : de gel 

gel ( 7 , 5  - 5 )  : 1 g 

solution d'urée à 100 ppm 

tO = 37°C 

PH = 6 ,5  

colonne type 10 

appareil : pompe Buchler. 

- résultats : 

(voir fig. 20) 

- conclusion : Les courbes obtenues sont de forme hyperbolique. Les 
variations du pourcentage d'hydrolyse sont les plus fortes pour 

les petits débits. Cela dépend de la concentration en usée de la 

solution hydrolysée, 



f ig 19 influence du débit 

3 
débit en rnl/min 



4.3.5. INFLUENCE DE LA CONCXNTRATION EN CELLULES ET DU DEBIT. 

Nous réalisons différents essais au cours desquels le 

rapport concentration en cellules sur le débit est constant et vaut 

5/2. Les 2 facteurs étudiés agissent de façon inverse sur la réaction 

d'hydrolyse. Le pourcentage d'hydrolyse reste-t-il constant lorsque 

ces 2 facteurs varient dans les mêmes proportions? 

- conditions : concentration en cellules : de 5 à 30 mg/g de gel 

gel ( 7 9 5 -  5 )  : 1 g 

solution d'urée à 500 ppm 

tO = 3'7°C 

PH = 6 ,5  

débit : de 2 à 12 ml/minute 

colonne type 10, 

- résultats : 

(voir f ig. 21 ) 

- conclusion : L'hydrolyse diminue au fur et à mesure que la concen- 

tration en cellules et le débit croissent proportionnellement. La 

courbe nous montre qu'il existe une relation linéaire entre les 3 

facteurs. Par cette étude, l'intérêt de travailler avec une concen- 

tration faible en cellules et un faible débit se confirme. Suivant 

de telles conditions opératoires, le débit a une influence plus for- 

te sur l'hydrolyse que la concentration en cellules. 





4.3.6. DETERMINATION DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-IIIENTEN DU 

SYSTEfJIE INSOLUBLE. 

En général, le K d'un dérivé insoluble est supérieur à m 

celui de l'enzyme libre; il peut être parfois identique ou inférieur 

(13, 64). Il dépend des mêmes facteurs que la vitesse de réaction mais, 

en plus, il est fonction de la répartition du gel dans la solution lors 

d'une étude en "batchtt. En continu, le K est influencé par le débit 
m 

de la colonne. 

Dans le cas présent, nous allons comparer le K des cel- m 

lules en suspension libre (voir 3.2.3.4.) avec le K des cellules im- 
m 

mobilisées sur gel. Afin de pouvoir comparer les 2 résultats, cette 

étude s eff ectue en "batch". 

4.3.6.1. Détermination du temps d'action pour que l'hydrolyse varie 

linéairement. 

Il s'agit de déterminer la courbe enzymatique en fonc- 

tion du temps. 

- mode opératoire : 
-placer dans un erlenmeyer : 

. gel à 0,3 mg de cellules/g de gel : 10 g 

. tampon pH 6 , 5  r 25 ml 

. solution d'urée à 200 ppm : 25 ml. 

-compléter avec de l'eau distillée. 

-placer le récipient au bain-marie agité à 3 7 O C .  

-effectuer des prélèvements toutes les 2,5 minutes et rechercher par 

le réactif de Nessler la quantité d'urée hydrolysée. 



- résultats : 

(voir f ig. 22) 

- conclusion : un temps d'action de 10 minutes est retenu pour la dé- 
termination du Km. 

4.3.6.2. Représentation selon Lineweaver-Burtk. 

- conditions d'expérience : 
-dans un erlenmeyer placer : 

. gel ( 7 , 5  - 5) à 0,3  mg de cellules/g : 1 g 

. tampon pH 6,5 r 2,5 ml 

. solution d'urée à la concentration 4x : 2,5 ml. 

-compléter à 10 ml avec de l'eau distillée. 

-mettre les fioles au bain-marie à 3 7 O C  pendant 10 minutes. 

-rechercher le pourcentage d'ur6e hydrolysée par la méthode au ré- 

actif de Nessler. 



- résultats et calculs : 

(voir f ig. 23) 

- conclusion : 
1 D'après la figure 23 ,  nous avons - - - - 
K - 1,25 en milli~ole-'/litre. 
m 

substrat 
en PPm 

Rappelons que la valeur trouvée pour les cellules bactériennes en 

suspension libre était de 0,728.  IO-' ~oles/litre. 

substrat 
en mM 

Il semble que le Km du système enzymatique insoluble lui est légère- 

ment supérieur. L t  aff ini té enzyme/substrat est donc meilleure lors- 

que les cellules se trouvent en suspension libre mais il faut être 

trés prudent lors de la conclusion car les 2 expériences ont été ré- 

alisées dans des conditions d'agitation quelque peu différentes et 

à des temps différents. 
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4.4. étude de l a  v iab i l i t é  du système 
enzymat ique  

L'application d'un tel système enzymatique en vue d'un 

dosage biochimique implique son utilisation à long terme après stocka- 

ge du matériel. 

Le temps de viabilité dépend évidemment du mode de con- 

servation choisi ainsi que des conditions de milieu. Le système peut 

être stocké soit sous forme lyophilisée soit en suspension dans un 

tampon pH. La dénaturation de l'enzyme est fonction également de la 

nsture des ions présents et de leur concentration. 

Test de contrôle. 

Le gel de polyacrylamide à activité enzymatique est con- 

servé en chambre froide dans un tampon phosphate 0,05 M de pH = 6,5.  

Le rendement d'hydrolyse est mesuré en fonction du temps de stockage 

et la viabilité est exprimée en pour - cent par rapport à la valeur 

initiale. 

- conditions d'expérience : quantité de cellules : 20 mg/g de gel 

gel ( 7 , 5  - 5 )  : 1 g 

solution d'urée : 25 ppm 

tO = 37°C 

PH = 695 

débit = 2 ml/minute 

colonne type 14 



cc?.  
/ / 

- résultats : 

(voir f ig. 24) 

temps 
(en jours) 

O 

5 

11 

18 

2 7 

35 

47 

62 

88 

1 O4 

116 

130 

146 

165 

Les résultats 1 et 2 sont obtenus chaque fois avec une seule colon- 

ne que nous stockons et que nous réutilisons lors de l'essai suivant. 

colonne 1 

1 O0 

1 O0 

9 5 

85 

7 9 

6 7 

64 

62 

64 

64,5 

62 

6 O 

50 ,5  

51,5 

Les résultats 3 et 4 correspondent à l'utilisation d'une colonne par 

essai. 

colonne 2 

1 O0 

1 O0 

98 

1 O0 

9 1 

79 

74 

6 2 

6 2 

60,5 

59 

59 

53,5 

58,5 

- conclusion : nous notons une très bonne conservation pour les colon- 
nes 3 et 4. Après 50 jours, le pourcentage d'hydrolyse est toujours 

colonne 3 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 00 

99 

9 7 

95 

86 

8 1 

identique à la valeur initiale. Par contre, la dénaturation est très 

colonne 4 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

1 O0 

13 O0 

1 O0 

9 8 

95 

8 9 

87 

85 

8 2 

importante lorsque le gel est réutilisé plusieurs foia (colonnes 1 

et 2). 





4.5. rendement des cellules immobilisées par rapport 
a une suspension libre 
influence du traitement au toluène 

Quel est le rendement d'hydrolyse des cellules inmobi- 

lisées dans le gel de polyacrylamide par rapport aux cellules libres 

en suspension? 

Etant donné que l'urée est un substrat de faible poids 

moléculaire (25) capable de traverser la paroi bactérienne, le traite- 

ment au toluène est-il nécessaire? 

Une étude statistique basée sur une analyse de variance 

(47) nous permet de déceler l'importance de ces différents facteurs. 

- conditions d'expérience : 10 ml de solution d'urée à 50 ppm sont hy- 

drolysés par 0 , 3  mg (poids sec) de bactéries se trouvant soit en 

suspension libre, soit incluses dans 1 g de gel (7,5 - 5) de poly- 
acrylamide (procédé ttbatch"). Le comportement de cellules traitées 

et non-traitées au toluène est étudié, L'hydrolyse s'effectue à pH 

= 6,5 et à la t0 de 3 7 O C .  Les résultats sont exprimés en $dd'hydro- 

lyse. 

- résultats : 
1 - cas des cellules en suspension libre : 

au toluène au toluène 



2 - cas des cellules fixées sur gel : 

au toluene 

Etude statistique : analyse de variance., 

L'étude statistique montre s'il existe une différence 

significative ou non entre les résultats obtenus par action des fac- 

teurs étudiés : toluène et mode d'utilisation des cellules. 

- données : A. : cellules en suspension libre 

Bo : pas de traitement au toluène 

A, : cellules fixées sur gel 

BI : avec traitement au toluène, 

- calcul de la somme des carrés des différentes sources de variation : 
effet total) 2 somme des carrés variation A = ( 

n 

effet total A = Sxa - SxO 
effet total AB= Sxab + Sx - Sxa - Sxb 

O 



somme des carrés - variance = 
nombre de D.L. 

- tableau de la somme des carrés : 

total 
A 

- tableau d'analyse de variance : 

Test de Fisher de comparaison de 2 variances (47) : 

La table nous donne pour des D.L. de 1 au numérateur 

de 12 au dénominateur 

conclusions 

différences 

hautement 

significatives 

les valeurs suivantes de F : 

erreur 

total 

12 

15 

382 

6.281 

3 1 , 8  



inférieur à la valeur trouvée : diff.significative 

seuil de 
probabilité 

10 7; 

5 $ 

1 5  inférieur à la valeur trouvée : diff.hautement si- 
gnificative, 

F 

3,2' 

497 

9 , 3  

- conclusions : 
Nous observons que la fixation des cellules bactériennes 

sur gel de polyacrylamide a pour effet d'abaisser significativement 

le pourcentage d'hydrolyse obtenu grâce à une suspension libre. D'au- 

tre part, le traitement au toluène en rendant perméable la paroi bac- 

térienne permet d'augmenter fortement le rendement d'hydrolyse, 

Il existe également une différence hautement significa- 

tive en ce qui concerne l'interaction entre ces 2 facteurs (AB). Les 

cellules fixées sur gel et les cellules en suspension libre sont in- 

fluencées différemment par le traitenent au toluène, 

Le rendement d'hydrolyse des cellules immobilisées par 

rapport aux cellules libres est de if, soit 54,5476. 



Chapitre 5 

DOSAGE DE L'UREE 



Jusqu'à présent, nous avons employé des solutions 

aqueuses d'urée. Il convient donc avant de doser l'urée dans les li- 

quides biologiques de mettre au point le dosage en solution aqueuse. 

Les liquides biologiques sont des milieux complexes où des substances 

autres que l'urée peuvent interférer sur le résultat du dosage. 

5.1, mise au point du dosage en solution 
aqueuse 

5*1,1e ETABLISSEMENT DE LA DROITE D'ETALONNAGE. 

Des solutions d'urée (de O à 100 ppm) sont hydrolysées 

par passage sur colonne de type 10 contenant 1 g de gel. Chaque colon- 

ne n'est utilisée qu'une seule fois, 

- mode opératoire : 
-préparation des solutions : 

. solution d'urée de concentration 4x : 10 ml 

. tampon pH 6,5 : 10 ml 

. eau distillée t 20ml. . 

-après lavage de la colonne à l'eau distillée (25 ml), placer celle- 

ci dans le bain-marie à 3 7 O C  et laisser la tO se stabiliser. 

-régler le débit de la pompe à 2 rnl/minute et après passage sur co- 

lonne pendant 5 minutes de la solution à doser, effectuer un pré- 

lèvement. 

-reprendre 1 ml et ajouter 2 ml d'eau distillée ainsi que O,3 ml de 

réactif de Nessler, 

-lire après 5 minutes de repos la densité optique à 430 nm. 



- résultats : 
1 - cas où la concentration en cellules = 5 mg/g de gel : 

(voir fig.25) 

2 - cas où la concentration en cellules = 10 mg/g de gel : 

(voir f ig.25) 

- conclusion : une concentration en cellules de 5 mg/g de gel est in- 

suffisante pour le dosage des solutions d'urée de 50 à 100 ppm. Pour 

que l'hydrolyse soit totale, il nous faut utiliser des colonnes à 

plus forte densité en cellules. 



fig 25 courbes d'étalonnage 

10 mg g de gel 

_ _ _ _ _ _  _ 5 mg g de gel 

100 
urée en ppm 



5.1.2. TEST DE STABILITE DES COLONNES. 

Utilisation de 4 colonnes en continu pendant 8 heures 

sans interruption. 

- conditions : concentration en cellules : 10 mg/g de gel 

gel ( 7 , 5  - 5 )  : 1 g 

solution d'urée à 40 pprn 

tO = 37°C 

PH = 6 , 5  

débit : 2 ml/minute 

colonne type 10. 

- résultats : (en ppm d'urée) 

(voir fig.26) 

- conclusion : en moyenne, la stabilité du résultat (40 2 1 ppm) est 

assurée pour une période d'utilisation des colonnes de 3 heures et 

moins. 





5.2. dosage de l 'urée dans les l iquides 
biologiques 

5.2.1. NETHODE DE REFEFiETJCE, 

5.2.1.1. Principe. 

L'urée est transformée par l'uréase (~.~.~érieux) en 

carbonate d'ammonium. Ce dernier est dosé après élimination des pro- 

téines par voie calorimétrique à l'aide du réactif de IVessler stabi- 

lisé. 

5.2.7.2. Réactifs. 

- uréase : B.D,Mérieux en poudre. 
- solution de tungstate de sodium à 10% dans l'eau distillée. 

- acide sulfurique 2 / 3  N. 

- réactif de Ntssler stabilisé : mélanger extemporanément 1 volume de 
solution A, 1 volume de solution B (voir plus haut), 1 volume d'une 

solution de K S O à 0,5$ dans l'eau distillée et 1 volume d'une so- 
2 2 8  

lution aqueuse de gluconate de potassium à 17;. 

Remarques : -tous les réactifs sont préparés avec de l'eau distillée 

exempte d'ammoniac. Il est recommandé de la vérifier au 

préalable à l'aide du réactif de Nessler. 

-les solutions de gluconate de potassium et de K S O doi- 
2 2 8 

vent être conservées au réfrigérateur. Elles restent sta- 

bles pendant une semaine. 

-le réactif de Nessler stabilisé doit être utilisé dans 

l'heure qui suit sa préparation. 



5.2.1.3. Mode opératoire. 

- prélever 1 ml de solution à doser et ajouter 1 ml de tampon phos- 

phate pH 6 , 5 .  

- ajouter 20 mg dluréase. 
- placer à l'incubateur à 3 7 O C  pendant 45 minutes. 

- introduire 1,5 ml d'acide sulfurique et 1,5 ml de la solution de 

tungstate de sodium afin de déprotéiniser la solution - agiter. 
- cefitrifuger à 10.000 tours/rninut'e pendant 10 minutes. 

- prélever 1 ml de surnageant limpide et ajouter 2 ml d'eau distillée. 
- après ajout de 0,6 ml de réactif de Nessler stabilisé, attendre 10 
minutes et effectuer une lecture de densité optique à 430 nm. 

Afin de se trouver dans 1z gamme possible de dosage de 

l'urée, il est nécessaire d'opérer sur des solutions d'urine au 1/100 

et de sérum au 1/2. 

5.2.1.4. Droite d'étalonnage. 

(voir f ig. 27) 





5.2.2. ETUDE DES INTEHFERE3CES. 

L'hydrolyse enzymatique spécifique de l'urée peut être 

compromise par l'utilisation d'une cellule entière comme source d'en- 

zyme. La cellule bactérienne contient de nombreuses enzymes capables 

de dégrader différents substrats. Les produits de dégradation suscep- 

tible d'être formés peuvent interférer sur le dosage de l'ammoniac par 

la méthode au réactif de Nessler. 

5.2.2.1. Interférence du glucose. 

Dans le sérum, la concentration en glucose est de 1 g/li- 

tre. La réaction possible de la cellule bactérienne avec le glucose en- 

tralnerait un dégagement de COp et dès lors une variation de pH. Pra- 

tiquement, le CO dégagé éventuellement ne peut gêner la réaction d1hy- 
2 

+ 
drolyse de l'urée vu que seul l'ion NH est retenu pour le dosage et 

4 
que la réaction s'effectue en milieu tamponné. Il s'agit donc plutôt 

d'une étude théorique visant à analyser le comportement du système en- 

zymatique en milieu complexe. 

- principe : mise en évidence du CO dégagé par le respiromètre de 2 

Warburg. 

- mode opératoire : 
-placer dans les fioles 1 g de gel ( 7 , 5  - 5) contenant 10 mg de cel- 
lules et porter à 4 ml avec de l'eau distillée. 

-ajouter dans la cupule 0,2 ml dlH SO concentré de densité égale à 
2 4 

1,83. 

-verser alors dans le témoin : 1 ml d'eau distillée, 

dans l'essai : 1 ml d'une solution de glucose. 

-mettre les fioles en agitation dans le bain-marie préalablement r é -  

glé à 37OC et effectuer le réglage de niveau des manomètres. 



- résultats : des essais ont été effectués en utilisant des solutions 
de glucose à 0,1% et 1% et se sont comportés comme identiques aux 

témoins. Il n'y a donc pas de production de CO et nous pouvons no- 2 

ter ainsi une interférence nulle du glucose. 

Remarque : toutes les solutions utilisées sont préparées à partir 

d'eau distillée, bouillie et refroidie afin d'éliminer le 

gaz dissout. 

5.2.2.2. Interférence des et acides aminés. 

- principe : une solution de protéines et acides aminés en concentra- 
tions similaires à celles du sérum sanguin est passée sur colonne à 

activité enzymatique. Un dosage de Nessler est effectué sur l'efflu- 

ent après défécation. 

- mode opératoire : 
1 - sur une colonne contenant 1 g de gel (à 10 mg de cellules/g), 

faire passer avec un débit de O,? mljminute et à 3 7 O C  la solus- 

tion suivante : 

placer dans une fiole de 100 ml : 

-sérum albumine bovine 7 9 2  g 

* 
-solution d'acides aminés :10 ml 

-compléter à 100 ml avec de l'eau distillée. 
* 
Solution d'acides aminés à 3 ,6  g/litre ': 

cette solution contient en quantités égales les acides aminés 

suivants : alanine - phénylalanine - arginine - chlorydrate de 
cystéine - cystine - leucine - lysine - méthionine - proline - 
serine - thréonine - tryptophane - tyrosine - valine - glycocolle- 
histidine. 



2 - dosage par le réactif de Nessler de l'ammoniac formé éventuel- 
lement après passage sur colonne (7): 

-prélever 1 ml de solution et ajouter J.ml d1HC1O4 à 4% pour 

déprotéiniser. 

-agiter et filtrer. 

-reprendre 0,5 ml de filtrat et ajouter 2,5 ml d'eau distillée 

ainsi que 0,J ml de réactif de Nessler. 

-attendre 5 minutes et lire la densité optique à 430 nm. 
+ 

Résultat (en pprn) = nombre de ppm dlNH (voir fig.7) x 24. 4 
Remarques : -le témoin est constitué en prélevant 1 ml de solution 

avant son passage sur colonne. 

-réactif de défécation : 

HC104 45 (P/Y) : 3,42 ml dlune solution dlHC1O de densi- 4 
té = 1,67 (70%) sont portés à 100 ml avec de l'eâu dis- 

tillée. 

- résultats : 
1 - essais à pH initial de 4,95 : 

colonne 

1 

2 

1 

pH final 

4995 

4995 

D.Û. 

O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 
0,5  



2 - essais à pH fixé à 6,5 : 

- conclusion : l'interférence est négligeable; au maximum, il se for- 
+ me 0,05 x 24 = 1,2 ppm d'MH alors que le sérum sanguin contient 

4 
300 ppm d'urée. 

5.2.3. ESSAIS EN CONTINU. 

D.O. 

O 
O 
O, 5 
O 

O 
O, 5 
O 
O 

O, 5 
op5 
O 
O 

colonne 

3 

4 

5 

- technique du dosage : 
-prélever 10 ml de sérum non dilué ou bien d'une solution dlurimdi- 

luée au centième dans l'eau distillée, 

-ajouter 25 ml de tampon phosphate pH 6 , 5  0,1 M 

et 65 ml d'eau distillée. 

-passer la solution sur colonne avec un débit de 2 ml/minute. 

-après 5 minutes, effectuer un prélèvement en vue du dosage, 

SERUM URINE 

-prélever 5 ml et ajouter -prélever directement 3 ml de solu- 

l,5 rnldetungstate de sodium tion etajouter0,3 mlde réactif de 

et ?,Sm1 dtH SO (voir 5.2.1.2.). Nessler. 
2 4 

pH final 

695 

695 

4,55 



SERUM 

-agiter et centrifuger 10 minutes 

à 10.000 tours/minute. 

-prélever de n0uvea.u 3 ml de sur- 

nageant et ajouter 0,3 ml de ré- 

actif de Messler. 

- résultats : 
+ 

-Urine en mg/l = nombre de ppm dl NH (voir f ig. 7)x10/6 x 1 ,000 
4 

+ 
-Sérum en mg/l = nombre de ppm dtNH x 10/6 x 10 x 8 / 5  

4 

5.2'3.1. Dosage de l'urée urinaire. 

Le dosage effectué sur un même échantillon d'urine par 

la méthode de référence et la méthode en continu donne les résultats 

suivants exprimés en g/l : 



Etude statistique : 

Test de DARMOIS (20).  

Ce test statistique permet la comparaison de moyennes 

de 2 séries de résultats lorsque les variances sont inéga,les ou lors- 

que leur égalité n'a pas été vérifiée. L'hypothèse contrôlée m 1 = m2 

est vérifiée en utilisant la fonction discriminante suivante : 

I L  
Sx 1 

2 - L  
2 n 

avec S = Variance 1 = 
1 

1 n - 1  
1 

Sx - Sx2 
Si nl  = n2 R devient : R = 

1 

Détermination des limites Rd et RI,& s 
1 2 

Les limites R a  et RI-& de l'intervalle de refus peu- 
1 2 

vent être déterminées en utilisant la table de DARMOIS. Celle-ci don- 

ne pour les nombres de D.L. n - 1 et n - 1 et pour 4 inférieur à 3 , 5 ,  
1 2 

l a  valeur R ayant la probabilité oi d'être dépassée lorsque l1hypo- 
1 - 4  

thèse nulle est vraie. Elle est utilisée dans le cas où l'hypothèse 

contrôlée est m 
1 = m2 

en choisissant o< égal à 0,10 (d l  = d2 = 0,05) .  

La valeur expérimentale R est ensuite comparée aux li- 

mites Ro( et R 
1 1- 5 .  

L'hypothèse m = m2 1 
est réfutée si R < R d  

1 

elle n'est pas réfutée si Rd < R < R  
1 1-d2' 



- résultats et calculs : 
soient x : résultats obtenus par la méthode en continu 1 

x : résultats obtenus par la méthode d.e références. 
2 

R = (188,3 - 179) 
= 1 , O94 F) 

3 + 0,321 ~ i i i . i  
L- 

d'après la table de DARMOIS (20) : pour D.Lol=10 

D.Le2=10 R0,95=2 984 



- conclusion : l'hypothèse d'égalité des moyennes de ces 2 méthodes 
de dosage de l'urée urinaire est acceptée. Les résultats obtenus 

avec la méthode de référence sont légèrement inférieurs à ceux ob- 

tenus par un dosage en continu sur colonne mais cette différence 

n'est pas statistiquement significative. 

Nous pourrons également noter la simplicité et la rapi- 

dité du dosage en continu avec l'enzyme fixée comparé la méthode 

de référence. 

5.2.3,2. Dosage de l'urée sérique. 

Lléchantillon analysé est formé d'un pool de différents 

sérums et nous est fourni par le Centre Régional de Transfusion San- 

guine de Lille. La concentration en urée de l'échnntillon analysé par 

le C.R.T,S. grâce è une méthode de dosage automatique est de 0,312 

Cette valeur sera retenue comme valeur de référence. 

Résultats en continu (en g/l) 



Etude statistique : 

Comparaison d'une moyenne à une valeur de référence (20). 
- 

Nous voulons vérifier l'égalité de.la moyenne m ou x à 

une valeur de référence m L'hypothèse nulle est donc m = m 
O ' O 

La population est supposée normale mais sa variance est inconnue. 

La moyenne est calculée de la façon suivante : 

x - m  
Nous prenons comme fonction discriminante : Z = 

O 

s/\F 

5x2 - (sx)' 
2 1 - 2 n avec S = Variance - - . S(x - x) = n - 1  n - 1  

n = nombre de résultats. 

Z suit une loi de STUDENT à n - 1 degrés de liberté. 

Nous pouvons donc calculer Z 1 - d/2 = - q 2  
en désignant par t la 

variable de Student; 4 étant le risque de première espèce, risque de 

rejeter lthypothèse m = mo alors qu'elle est exacte. 

Il s'agit ensuite de comparer la valeur expérimentale de /z/ à tl - 
c'est-à-dire que nous vérifions l'inégalité : 

S - 
mg - tl - 0(/2*F -=zX + - 4/27? (1) 

- résultats et calculs : 
Nous considérons l'ensemble des 21 résultats sans faire 

de distinction quant au nombre de colonnes utilisées. Chaque résultat 

est multiplié par 100. 



La table t de Student (47) donne pour un D.L, de 20 t 

t 0,975 = 2,09, 

en remplaçant dans 1 'inégalité (1), nous avons r 

La seconde partie de l'inégalité n'est pas vérifiée, 

- conclusion : l'hypothèse d'égalité de la moyenne (0,339 g/l) avec 

la valeur de référence (0,312 g/l) ne peut être acceptée. La métho- 

de de dosage en continu nous donne un résultat supérieur de 872 par 

rapport à la valeur étalon. 





Ainsi se termine cette étude de l'activité enzy- 

matique d'un système insoluble : gel/cellules bactériennes. Ce nou- 

veau type de matériel enzymatique est certes à retenir lors des dosa- 

ges en chimie clinique ou bien dans l'industrie, en cas de transfor- 

mation d'un produit. 

Ce travail a consisté en la mise au point de ce matériel 

nouveau en prenant comme exemple l'uréase contenue dans des cellules 

de Proteus morganii, elles-mêmes incluses dans un gel de polyacrylami- 

de. Avant de parvenir au dosage final de l'urée dans les liquides bio- 

logiques, il nous a fallu étudier séparément les différents facteurs 

du système. A ce sujet, quelques constatations méritent d'être repri- 

ses ci-dessous. 

Le gel de polyacrylâmide, déjà utilisé par de nombreux 

auteurs, peut être considéré comme un support convenable. La prépara- 

tion du gel est d'abord très simple et ne demande pas des conditions 

particulières de polymérisation; le gel reste facile à manipuler une 

fois les concentrations en monomères choisies, Il s'agit de plus d'un 

matériel inerte, très hydrophile. 

Le choix de la source enzymatique est très important. 

Partant d'une souche à forte activité uréasique (proteus morganii), 

nous améliorons la qualité de ce matériel cellulaire en effectuant un 

traitement mutagène par les U.V. Une quantité importante de cellules 

nous est fournie grâce à la culture en fermenteur de la souche dans 

un milieu favorable qu'est le SP2 3 glucosé. 
Nous disposons maintenant des deux éléments importants 



du système : le support et l'enzyme. Il nous reste dès lors à déter- 

miner les différents paramètres en vue d'obtenir un rendement uréa- 

sique optimum. D f  abord la composition du gel (7,5 - 5) qui, par la 
concentration en monomère, influence l'hydrolyse, un pH de 6 , 5  vala- 

ble pour les cellules fixées comme pour les cellules libres et enfin, 

une concentration en cellules de 10 mg/g de gel et un débit de 2 ml/mi- 

nute nous permettent de doser l'urée en continu. Le calcul de la cons- 

tante de Michaëlis-Menten du système insoluble nous donne une valeur 

similaire au K des cellules en suspension libre tandis que le rende- rn 

ment d'hydrolyse est de 54,54 5,  toujours par rapport aux cellules non- 
fixées, Nous remarquons également une très bonne viabilité lors du sto- 

ckage des colonnes après fabrication par contre, la dénaturation est 

très importante pour les colonnes réutilisées plusieurs fois. Il serait 

intéressant,afin d'augmenter cette viabilité, de choisir de meilleures 

conditions de conservation des colonnes, 

Le dosage de l'urée urinaire est simple, rapide et four- 

nit de très bons résultats, En ce qui concerne l'urée sérique, les va- 

leurs obtenues sont quelque peu supérieures à la valeur choisie comme 

référence, 

Ces colonnes à activité uréasique pourraient constituer 

, l'élément principal des chaînes automatiques de dosage de l'urée dans 

les laboratoires cliniques en se basant,en fin de chaîne,sur une mé- 

+ 
thode électrochimique de mesure de l'ion NH formé lors du passage 

4 
des liquides sur colonne. Nous pourrions aussi envisager, pourquoi pas, 

une électrode spécifique entourée d'une couche de gel de polyacrylami- 

de contenant des cellules bactériennes. Ceci serait un très bel avenir 

pour un processus de ce genre. 
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