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1 INTRODUCTION 1 

Grâce à l e u r s  p ropr i é t é s  physico-chimiques e t  l eu r  saveur sucrée,  

" l e s  sucres hydrogénés" ( s o r b i t o l ,  m a l t i t o l )  son t  é tud i é s  en vue de l a  

s u b s t i t u t i o n  du saccharose dans 1 'a l imenta t ion  humaine. Le lycasin' 80/55,  

s i rop  de glucose hydrogéné, contenant 50 d 55 p. 100 de m a l t i t o l ,  e s t  fa- 

briqué par l a  s o c i é t é  ROQUETTE Frères. 

Ce produit  e s t  u t i l i s é  dans l e s  pays scandinaves pour s e s  proprié- 

t é s  acariogènes e t  au Japon pour s e s  propr ié tés  acaloriques .  D'autre 

par t ,  en ce  qui concerne l e  métabolisme de ce  composé, on peut dégager 

deux grandes v o i e s ,  passant ,  se lon  l e s  auteurs  : 

- s o i t  par l a  v o i e  c la s s ique  des glucides  

- s o i t  par l a  m i c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e .  

Dans l e  cadre d 'une ex t ens ion  de son a u t o r i s a t i o n ,  l a  s o c i é t é  

ROQUETTE Frères nous a demandé d ' e x p l i c i t e r  l e  processus de dégradation 

du  c cas in" 80/55 e t  du m a l t i t o l  q u ' i l  c o n t i e n t .  

En u t i l i s a n t  l a  s i m i l i t u d e  de s t r u c t u r e ,  e x i s t a n t e  en t r e  l e  l y c a s i n  
O 

80/55 et  l e s  dér ivés  de 1 'amidon, nous avons c h o i s i ,  comme hypothèse de 

t r a v a i 1 , l a  dégradation de ce subs t ra t  par l e s  enzymes de l a  muqueuse i n t e s -  

t i n a l e  . 



Le r b l e  fondamental d e s  glucf des en t a n t  qu ' ' 2 1  imc in t  énergétique n l e s t  

plus à démontrer. I l s  représentent  50 p .  100 du tutdl des calor ies  ingérées 

chez 1 'homme. I l s  confhrent  en outre  aux aliments certaines propri é tds  

rhéologiques e t  organoleptiques e t  i n f l u e n t  a ins i  sur leUr accep tab i l i t d ;  

1  'exemple l e  plus  r eprésen ta t i f  é tan t  ce lu i  de la  saveur sucrée qui con- 

d i  ti onne fortement no t re  alimentation. (100)  

C 'es t  depuis l e  début du s i è c l e  que l 'on a vu l a  consommation de 

"sucre' (saccharose) augmenter dans 1 e s  pays indus t r ia l i s é s .  En r é a l i  - 
t é  1  ' é tude  (151,167) de 1 'apport énergétique t o t a l  fourni par l e  rég i -  

me al imentaire  moyen a montré que lorsque l e  revenu augmente, l a  part 

des ca lor i e s  apportées par lesg luc ides  diminue mais l a  consommation de 

saccharose augmente. 

A t i t r e  d'exemple, c e t t e  dernière peut a t t e i n d r e ,  en Allemagne, 

100 g. par habi tant  e t  par jour ( s o i t  16 p.  100 des ca lor ies  i ngérées )  

e t  aux Eta ts  Unis près du double. 

Cet te  consommation importante v l  ent  du f a i t  que l e s  glucides,  e t  

notamment l e  saccharose. sont présents dans de nombreux al iments  en tan t  

que source na ture l l e  ( f r u i t s ,  légumes, pain) mais aussi  e t  sur tout  

en tan t  q u ' a u x i l l i a i r e  de fabr ica t ion  e t  d ' a d d i t i f  ( sclcre de t a b l e  

boissons,  jus de f r u i t s ,  conserves,  c o n f i s e r i e s .  . . !. 

Depuis quelques années un c e r t a i n  nombre de maladies ont é t é  asso- 

c i é e s  à l a  consommation é levée  de saccharose ; car i e  dentaire ,  o b é s i t é ,  

maladies cardiovasculaires  e t  diabète .  Cer tes ,  1  e  saccharose n ' e s t  pas 

1 'unique responsable de ces  maux, i l  fau t  y associer  l e s  au tres  glu- 

ci des e t  sur tout  un déséqui l ibre a l imenta ire  l i é  au sédentari  me 

Cependant, on. tend actuel  1  ement à remplacer 1 e  saccharose par' 

d 'au tres  proauits à saveur sczrPe.apparmment moins dangereux pour la  

santé  de 1 'homme. 



A) L E  MARCHE DES EDULCORANTS 

L ' i n d u s t r i e  de 1 'amidon e s t  actuel lement  1 'une des plus importantes 

a c t i v i t é s  agro - indus t r i e l l e s  du monde avec un marché es t imé  a 5 m i l l i a r d s  

de dol lars  en 1980 ( sans  t e n i r  compte des sous p r o d u i t s ) .  

L 'amidon e s t  produit  indus tr ie l lement  à p a r t i r  d'un grand nombre 

de matières  premières principalement de céréales  e t  de racines. En 1980, 

la  production annuel le  a é t é  estimée à 16 m i l l i o n s  de tonnes, 1 'amidon 

de maïs représentant 77 p.100 de l a  production t o t a l e .  

Toujours en 1980, l e s  Etats-Unis produisaient 6 , l  m i l l i ons  de ton- 

nes d'amidon de maïs, s o i t  39 p.  100 du marché mondial ; la  C. E.  E .  avec 

45 mi l l i ons  de tonnes représenta i t  22 p .  103 du marché. 

Mais en règ le  générale,  l e s  pays i n d u s t r i a l i s é s  s ' o r i en t en t  vers 

l a  commercialisation de produits  transformés à plus grande valeur ajou- 

t é e ;  c ' e s t  l e  cas du glucose, des hydrolysats  d'amidon à d i f f é r e n t s  taux 

d 'hydrolyse [5  à 95 équivalent  Dextrose ~ O . E ) ] ,  du fructose e t  des s i -  

rops à haute teneur en f ruc tose  ( S .  H. T. F .  ). 

1 1 ) LES POLYALCOOLS (48,140,155) 

La f igure 1, page 4 . regroupe l e s  d i f f é r e n t s  polyalcools que 1 'on 

peut trouver sur l e  marché a i n s i  que 1 eurs sources. 

La plupart de ces dér ivés  sont  obtenus par hydrogdnation cata- 

l y t i q u e  de mono- ou d 'ol igosacchari  des. 

I l s  sont  particuli.èrement i n t é r e s s a n t s  du f a i t  de : 

- l e u r  grande s t a b i l i t é  chimique 

- leurs propridtés physico-chimiques 

- leurs propriétés  rhéologiques : . a f f i n i t é  pour 1 'eau accrue 

. diminution de l a  tendance à l a  c r i s t a l 1 1  

sa t ion  





- l eur s  ac t i  v l  t é s  pharmacodynamiques : . 1 c sorbl tol ,  p a r  exemple,  es t  

u t i l i s é  en thérapeutique comme accc'l6rateur du t r m  I t. i n t e s -  

t i n a l .  

C 'es t  en 1872 qu'un ch imis te  français  ( B O U S S I N G A U L T )  /23) m e t  en é v i -  

dence l a  presence de sorbi to l  dans des baies  de Sorbier (Sorbus A ~ c u p a r i a ) .  

F I S C H E H  en 1891 prépara du x y l i t o l  par réduct ion ca ta l y t ique  du xylose 

( 5 1 ) .  Dès l o r s  l a  découverte e t  l a  préparation de polyalcools  n ' a  f a i t  que 

s  ' i n t e n s i  f i e r .  I l  faut  cependant noter  qu 'une période assez  longue s  ' e s t  

écoulée e n t r e  l a  découverte de ces  polyols  e t  l eur  f abr i ca t ion  indus t r i e l  l e .  

IJn aperçu de l a  production i n d u s t r i e l l e  de ce t ype  de produits  e s t  donné 

par l e  tab leau  1 ,  page 6 .  

Ces composés peuvent ê t r e  c lassés  en t r o i s  catégories  : 

- l e s  composés nature ls  t e l s  que l e  s t é v i o s i d e ,  l a  thaumatine, la 

monel l i n e  . 

- l e s .  édulcorants hémisynthéti  ques t e l s  que 1 'aspartame. 

- l e s  édulcorants syn thé t iques  t e l s  que l a  saccharine e t  l e s  

cyclamates. 

Leur pouvoir sucrant e s t  en général t r è s  &levé par rapport au sac- 

charose comme on peut l e  remarquer dans l e  tableau I I ,  page 6 .  

A  1 'heure a c t u e l l e ,  l a  szcchar ine  b é n e f i c i  e  pratiquement d'une s i -  

t ua t ion  de monopole avec un marché de 3 m i l  l i a r d s  de dol lars  en 1983, mais 

l laspar tame e s t  en t r a i n  de b a t t r e  en brêche ce monopole. 

Le problème de l a  plupart de ces  édulcorants s e  s i t u e  au ni  veau 

de l e u r  t o x i c i t é  po ten t i e l l e .  Leur usage en al imentat ion e s t  d ' a i l  l eurs  

s t r ic tement  réglementé. 

En France : 

"... I l  n ' e x i s t e  pas en pharmacie de l i s t e  p o s i t i v e  des édulcorants.  

Leur u t i l i s a t i o n ,  s o i t  en t a c t  que t e l s  comme agents sucrants pour dia- 

bé t iques ,  s o i t  dans des formulations comme e x c i p i e n t s  u t i l i s é s  à des f i n s  



TABLEAU 1 
- 
- i = . = . = i = i =  

e e . . .  

PRODUCTION MONDIALE 3 E  CERTAINS POLYALCOOLS EN 1980 - 
=8=@=i=i=@=@=i=i=@=i=.=.=,=,=,=,=,=,=,=, = o = o = , = * = , = a =  

a 0 * f i @ @  @ I I  f i . . . , . , . @ . . I  o . . . .  

PROOUCrION ( tonnes)  
---------------Y--------------------------------  

Sorbi t o l  l i  qui de 
(70 p.100 de N.S.) 360 O00 

Sorbi tol  c r i s t a l l i s é  55 000 

Manni t o i  c r i s t a l l i s é  : I O  000 

Xyli t o l  2 000 

Lycasice 
(75  p .  100 de M. S.) 3 000 

POUVOIR SUCRANT DE CERTAI  NS EDULCORANTS HYPOCALaR IQUES 

- 
EXPRIME PAR RAPPORT AU SACCHAROSE ( P I S l  = 1) 

- i = i = . = i = a = ' = i = . = i = . = # = . = , = I = . = I = , = I = * = . = . = . = * = , = , = e = * = , =  * * S .  # 9 . 1 . 1 1 1 . , . . , . 1 , 1  I I  * . I I .  

: POUVOIR SUCRANT (P. S) 

Saccharine JO0 

Cycl ama t e  50 

Acésul fame K 150 

Aspartame 200 

S t év io s ide  150 

Thauma ti ne = 3 000 



d l  verses ,  do1 t f , i ~  rc  1 ' o l ~ l e c  ( I ' A M M ,  pour c/ t , iquc ~ p e c . 1  , i l  1 Cc, ,~prc>s i v l  

de l a  commission compétente du Minlstere de l a  Sante s u r  examen des d o r -  

s i e r s  analyt iques,  toxicopharmacologiques e t  al imentaires .  Toute f o l  s ,  1 ' e m  - 

p lo i  comme adjuvant de fabr i ca t ion  e s t  poss ib le  s i  l a  substance e s t  d é j à  

autor isée  comme principe a c t i f  ou s i  e l l e  e s t  i n s c r i t e  à la  pharmacopée. 

L ' u t i l i s a t i o n  en a l imenta t ion  a pour base deux l o i s  : 

Dans son a r t i c l e  49 ,  la .  l o i  du JO mars 1902 i n t e r d i t ,  

pour tou t  usage autre  que l a  thérapeut ique,  l a  pharmacie e t  l a  prépa- 

ra t ion  de produits non a l imen ta i re s ,  1  'emploi de l a  saccharine ou 

tou t  autre substance édulcorante a r t i f i c i e l l e ,  possédant un pouvoir su- 

crant supérieur à ce lu i  du sucre de canne ou de be t terave ,  sans en avoir  

l e s  qua l i t é s  n u t r i t i v e s .  

Sont donc i n t e r d i t e s  en al imentat ion tou te s  substances présentant 

l e s  t r o i s  carac tér i s t iques  d ' ê t r e  a r t i f i c i e l  l e s ,  de posséder un pouvoi r  

sucrant supérieur à c e l u i  du sucre e t  de ne pas avolr  ses  propriétés  n u t r i t l  ves. 

La l o i  du l e r  août 1905 e t  l e s  réglements p r i s  pour son appl ica t ion  

permettent 1  ' u t i l i s a t i o n  en al imentat ion des sucres  d i t s  alimentaires.  

Les pentoses en sont exc lus .  Ces derniers ,  Ies  polyalcools  e t  l e s  édul- 

corants d 'or ig ine  végé ta le  sont  consi dérés comme des a d d i t i f s .  Pour ê t r e  

employés en al imentat ion e t  d i é t é t i que ,  i l s  doivent  donc ê t r e  autor isés  

après avis  de l a  s ec t ion  de I 'hygiène  a l imenta ire  e t  de l a  n u t r i t i o n  

du Conseil supérieur d 'hygiène publique de France e t  de 1 'Académie 

nat ionale  de médecine. Leur emploi en "al imentat ion par t icu l ière"  

(a l imenta t ion  d i é t é t i q u e )  e s t  a s t r e i n t  aux mêmes ~ r o c é d u r e s  d 'au tor isa t ion .  . . " 



B) LE LYCAS I N  " 80/55 ET LE MALTITOL 

Dans l e  cadre de la  d i  versi  f i ca t ion  des produits  dérivés de 1 'amidon de 

maïs, l a  s o c i é t é  Roquette Frères a , c h o i s i ,  en t re  au t re s  voies.  ce1 l e  des 

produits hydrogénés corne l e  mannitol,  l e  sorb i to l  e t  plus récemment l e  

L ycas i n @ 80/ 55. 

Le l y c a s i n e  80/55 e s t  un produit obtenu par hydmgénation d'un hydoo- 

l y s a t  d'amidon de maïs A 1 ' o r ig ine ,  BO représenta i t  l e  pourcentage de matière 

seChe, e t  5 5  l e  pourcentage de m a l t i t o l .  Actuellement i l  e s t  commerciali- 

s é  sous l a  forme d'un l i qu ide  s irupeux,  incolore  e t  limpide à 75 p. 100 de 

matière sèche. Sa composition moyenne e s t  résumée dans l e  tableau I I I ,  

page 9 .  

Actuellement,  l e  lycas inm e s t  u t i l i s é  en i n d u s t r i e  a l imenta ire  dans 

l e s  pays scandinaves, en Suisse ,  en Grande Bretagne e t  aux Etats Unis. 

Sa commercialisation e s t  basée principalement sur 

- son pouvoir sucrant : 0 , 5 5  

- sa non-cariogénicité 

- ses propriétés  physico-chimiques 

bD 
En e f f e t ,  l e s  propriétés  t r è s  i n t é res san te s  du Lycasin 80/5S d é t e r ~ i -  

nent son u t i l i s a t i o n  dans de nombreuses préparations a l i m ~ n t a i  res  e t  notam- 

ment en con fi s e r i e .  

Sa v i s c o s i t é  qui e s t  de 2000 cen t ipo i se s  à 20°C permet de l e  manipuler 

sans d i f f i c u l t é s  ; i l  s e  comporte en f a i t  comme un s i rop  de glucose à D . E .  

é l evé .  

Son pouvoir a n t i c r i  s ta l  l i s a n t  expl i  que ses  nombreuses u t i  1  i s a t i o n s  

en c o n f i s e r i e  notamment en présence d 'autres  produits  s o r b i t o l ,  x y l i t o l ,  

mannitol,  qui on t  une tendance d l a  c r i s t a l l i s a t i o n .  
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Le l y c a s i n B  80/55 e s t  t r è s  hygroscopique, i l  en r é s u l t e  donc une s t a -  

b i l i  t é  bac tér io logique  accrue. En revanche, lorsqu  'on 1 ' u t i l i s e  pour la  

con fec t ion  d ' a r t i c l e s  de sucre c u i t ,  i l  e s t  nécessa ire  de prévoir un ernbal- 

lage herrnéti que. 

Enf in ,  il e s t  i n t é re s san t  de noter que l e  1  ycasin? ne contenant pas de 

sucres rdducteurs l i b r e s ,  e s t  peu sens ib l e  aux réact ions de brunissement. 

Les appl ica t ions  technologiques du 1 ycasine 80/55 sont nombreuses : 

- en m n f i s e r i e  : bonbons, sucre-cui t ,  chewing-gum, pâtes à mâcher, 

c o n f i s e r i e s  g é l i f i é e s  e t  bonbons dragéi f i é s .  

- en al imentaire  : boissons ,  crèmes glacées,  c o n f i t u r e s ,  b i s c u i t e r i e s .  . . 

- en pharmacie : sirops pharmaceutiques. 

En ce  qui concerne 1 ' inc idence  du lycas in  @ 80/55 sur l a  car ie  denta ire ,  

de nombreuses études ont  é t é  e f f e c t u é e s .  I l  s e r a i t  long e t  f a s t id i eux  de 

l e s  énumérer i c i ,  nous nous contenterons donc de résumer l e s  principaux t ra -  

vaux. 

In  v i t r o ,  l e  m a l t i t o l ,  l e  l y c a s i n P  80/55 e t  sur tout  l e  sorb i to l  n  ' i n -  

duisent qu'une t r è s  f a i b l e  production d 'acides organiques (14,  15, 16, 5 5 , 6 2 ,  

63, 73,  74 ,  109). La f igure  2.page 11 , ~ e r m e t  de comparer l e  com- 

portement du pH de l a  s a l i v e  l o r s  d'un t e s t  d ' incubation avec d i f f é r e n t s  subs- 

t r a t s  à 37OC. La mesure de 1 ' a c i d i  f i c a t i o n  permet de déterminer s i  l e  produit 

e s t  cariogène ou non, l e  pH seui 1  recommandé é tant  de pH 5,7.  La non cario-  

génici t é  du l ycas in  @ 80/55 s e r a i t  due, en outre, à sa fa ib l e  teneur en poly- 

mères supérieurs ( 157) 

Par a i l l e u r s  , WURSCH e t  KOELLREUTER (163)  ont  constaté  que l e  m a l t o t r i i t o l  

inh ibe  l a  fermentation des sucres  cariogènes à f a i b l e  concentration. Plu- 

s ieurs  exp l i ca t ions  r e s t e n t  poss ib les  ; i l  peut s  ' a g i r  soi t d'un phénomène 

d ' i n t e r f é rence  dans l e  transport  des sucres à t ravers  l a  membrane des micro- 

organismes, s o i t  d'une i n h i b i t i o n  au niveau de l a  glycolyse ou d 'autres  voies  

métaboliques. 

In  v i vo ,  B I R K E B  e t  a l .  ( 1 7  ) ont  montrd que chez l 'animal e t  chez 

1 'homme, l e  lycas in  * 80 /55  e s t  nettement moins fermentescible que l e  glucose. 
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a )  HETAOOLISHE DU GLUCOSE C T DU SORBITOL 

Le 1  y c a s i n  BO/55 e s t  composé d"nchainements p l u s  ou moins longs de 

r é s i d u s  g lucose avec un r é s i d u  s o r b i t o l  en f i n  de chaïne.  C ' e s t  pourquoi 

i l  nous a  pa ru  i n t é r e s s a n t  de résumer l e  métabol isme de ces deux molécules.  

1) A b s o r p t i o n  i n t e s t i n a l e  : 7 ,12 ,  32 ,161 )  

Le g lucose e s t  un s u c r e  t r a n s p o r t é  p r i n c i p a l e m e n t  par  v o i e  a c t i v e  

i n t e s t i n a l e .  Le s o r b i t o l ,  l u i ,  d i f f u s e  t r è s  lentement ; à r a i s o n  de 10 à 20 
- 1  

g.  h  , s o i t  e n v i r o n  25 à 35 p.  100 de l a  d i f f u s i o n  p a s s i v e  du g lucose (54,56). 

2 )  l e s  vo ies  métabo l iques 

Le ~ é t a b o l i s m e  du g l u c o s e  e s t  e f f e c t u é  par  l e s  vo ies  c l a s s i q u e s  d '  

EMBDEN-MEYERHOF f ,  c y c l e  des pentoses phosphates e t  c y c l e  de KREBS.  

Le  s o r b i t o l  i n t é g r e  l e s  cha ines  de dég rada t i on  chez l e s  organismes 

s u p é r i e u r s  par  l a  v o i e  du f r u c t o s e  ( f i g u r e  J, page 13) ( IJY.  

La s o r b i t o l  déshydrogénase c a t a l y s e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  du s o r b i t o l  en 

f r u c t o s e .  E l  l e  e s t  p résen te ,  p r i n c i p a l e m e n t  dans 1 e  f o i e ,  l a .  p r o s t a t e  e t  

l e  r e i n .  ( 7 0 )  

On v o i t  a i n s i  que l a  t r a n s f o r m a t i o n  en 0 - f r u c t o s e  permet au s o r b i t o l  

de r e j o i n d r e  l e s  m i e s  g l y c o l  y t i q u e s  c l a s s i q u e s  pa r  des mécanismes non i n s u -  

1  ino-dépendants.  

Par a i l l e u r s  , i l  f a u t  n o t e r  que c e r t a l n s  t i s s u s  o n t  l a  p o s s i b i l i t é  de 

t r a n s f o r m e r  l e  0- g lucose en 0-  s o r b i t o l  g râce  à 1  'a l dose  réductase.  

C e l a  e x p l i q u e  l a  présence de s o r b i t o l  dans c e r t a i n s  f l u i d e s  e t  organes 

de m a m i  f è r e s .  

b ) METAOOLISME DU MAL TITOL ET DES MAC rOOL ICOSACCHARI D E S  HYDROGENES 

Les  japona is  o n t  été l e s  p r e m i e r s  à c t u d i e r  de ~ r e s  l e  métabolisme 

du m a l t i t o l .  En 1972, ASADA e t  J I ,  ( 3 1 c1ff i rment que l e  m a l t i t o l  es t  
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un produi t acalorl que i ntc'ressoil~t, fontrai  remenl a ces d f f i  rmat1011\ , , q M [ ~ / ] { t  

( 2  ) démontre que l e  l Y c a s i n 8  80/55 /:ontenant plus de 50 p.100 de  maltrtol 

e s t  compl étement métabol i s é .  

A l a  vue de ces premières données contradic to ires ,  i l  e s t  apparu in -  

téressant  d 'é tudier  l e s  travaux concernant l e  métabolisme du mal ti t o l  e t  des 

s irops de gl.ucose hydrogénés. 

1 )  Etudes i n  v i vo  

Nombreux sont l e s  auteurs japonais f 7 9  ,80 ,111,112) qui déqontrent 

la non-u t i l i sa t ion  du ma l t i t o l  après adminis trat ion orale  ( < 5p.100). 

Par contre ,  en u t i l i s a n t  du mal t i t o l  r a d i o a c t i f ,  d 'autres  ( 9 > ,  121 1 

a f f i r m e n t  que ce dér i  vé e s t  u t i l i s é  à 90 p.  100 ; la w i e  principale  

de dégradation é tant  l a  micro f lore .  

D'autre par t ,  des etudes de l a  glycémie ont  montre que 1  'adminlstra- 

t i o n  orale de m a l t i t o l  a l e  même e f f e t  que c e l l e  du glucose (59 ,60 ,90)  

e t  dci saceharose ( 18) .  

Les e s sa i s  comparati f s  sur des ra ts  nourris  de façon convent ionnel le  

ou avec du m a l t i t o l  ont  permi3s de démontrer l a  oomplète dégradation e t  

l 'absorpt ion  du dér ive  hydrogéné (13,53,65,148,166) ,  

L E R O Y  f 9 3 ) ,  en su ivant  1 ' inges t ion  ora le  d'une so lu t ion  de s irop de 

glucose hydrogéné à 10 e t  20 p .  100, a montré que dans l e  t rac tus  d i  ges t i  f ,  

i l  y a  d'abord dispari  t i o n  des maltooligosaccharides puis du mal ti t o i  

avec corrélat1 vement 1  'appar i t ion  de glucose e t  de sorb i to l .  Ces r é s u l t a t s ,  

a i n s i  que ceux obtenus à par t i r  de nombreuses études e f f e c t u é e s  par l a  so- 

c i é t é  ROQUETTE FRERES, tendent à paouver que l e  ma l t i t o l  e s t  u t i l i s é  par 

1  'organisme via 1 'hydrolyse  enzymatique i n t e s t i n a l e .  

Oes travaux ont aussi  d t é  r é a l i s é s  sur 1  'homme (71,721. ~ ~ ~ 0 1 1 7 9 ~ 8 0 )  montre 

que l e  malti  t o l  ne provoque qu'une f a i b l e  augmentation de la  glycémie e t  que 

de plus ,  il inh ibe  1  'dbsorpt ion  d ,  glucose. 



P J ~  contre R E N N I I A R T  e t  O I A N C I I I N I  121 ! r t  roctvc.i)t p r,iti quement Ic t ,  i i r ; , , , , . ,  

ré su l ta t s  Tue ceux obtenus rtiez 1~ r d (  r t , b t l Y A K A W A  et KAWANURA ( 1 0 8  

trouvent de nombreuses similitudes entre  l ' u t ~ l i s a t i o n  du m a l t ~ t o l  e t  c p l l p  

du glucose. 

Enf in ,  KEARSLEY e t  a l .  ( 81 ) a f f i r m e n t  que l e  l y c a s i n e  80/55 e s t  - 
u t i l i s é  à environ 80 p. 100, l a  dose journal ière t o l é rée  par 1 'homme étant  

de 100 g .  jour .-l 

2)  Etude i n  v i t r o  

Deux principaux types d'hydrolyse enzymatique sont impliqués dans l a  dé- 

gradation des mal tooligosacchari des hydrugénés ; l e s  a-amylases d'une par t ,  

l e s  disaccharidases i n t e s t i n a l e s  d 'au tre  par t .  

Cu) Les a-amylases ------------- ------ 

Tout d'abord, 1  ' a-amylase s a l i v a i r e  a une ac t ion  t rès  f a i b l e  v i s - à -  

v i s  des dérivés  hydrogénés comme l e  lycas in*  80/55 ( 5  p.100 d'hydrolyse par 

rapport à c e l l e  de 1 'amidon). Les produits  l i b é r é s  l o r s  de 1 'hydrolyse de 

mal tooligosaccharides ne renferment que peu de maltose e t  pratiquement pas 

de glucose (55). C ~ t t e  enzyme a g i t  de façon optimale sur l e s  chainons à 6 

résidus de glucose.  

Des études e f f e c t u é e s  par WURSCH e t  D E L  V E D O V O  (152 ! montrent que l e  

ti toi e t  sur tout  l e  mal to tr i  i t o i  sont des i nh ib i t eur s  de 1 ' &-amylase 

sa1 i vai re.  

En ce qui concerne 1 'a-amylase pancréati que (10,11,78.125,126) ,el l e  

hydrolyse faci lement l a  1 i a i son  a - (1 -+ 4 )  - glucosidi que des mal too l  igo- 

saccharides hydrogénés ; bien  que l a  fonc t ion  alcool provoque quelques mo- 

d i  f i ca t ions  par rapport aux homologues non rédu i t s  (11 5,122,127). La f igure  4 

P 1 6 ,  donne en paral lè le  l e s  modèles proposés par ROBYT e t  DEXTER (122)  

e t  par SAIT0 e t  a l .  (126). - 
La l i a i s o n  l a  plus rapidement ,+ydrolys&est la  Jème à p a r t i r  d'une 

fonct ion alcool  e t  l a  2ème à par t i r  d'une fonct ion réductr ice.  Le malto- 

pentai tol  e t  l e  maltopentaose sont  l e s  s t ruc tures  sur l e sque l l e s  on ne 

met en évidence qu'un seul po in t  de coupure. I l  e s t  à noter que ' l es  dé- 

r i v é s  mal to té t raose  e t  mal to tr iose  peuvent ê t r e  hydrolysés mais à des v i -  

t e s se s  respectivement 10 e t  100 f o i s  moins grandes que l e s  au t re s  subs tra ts  
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il noter  qu '1 1 ex1 st(3 des pli&r~om<'~nes d e  c.oridt=ris,it 1ol1 ( 1  r ~ " t s ( ~ l y ( ~ o ~ . , ~ l , r t  , j 

pouvant ~ n t e r v e n i r  à f o r t e  concentration notamment sur ma l t o t r i osp  (113). 

es d isacchar i  dases -81-r -,,---,----------- 
OAHLQVIST e t  TELENIUS (40) ont  remarqué que f h y d r o l y s e  du r n a l t i t o l  es t  

JO f o i s  p l u s  f a i b l e  que c e l l e  du mal tose , en u t i l i s a n t  des homogénats d ' i n -  

t e s t i n  de ra t s .  Mais, i l s  a j o u t e n t  que 1  'hydro lyse  du m a l t i t o l  peut ê t r e  

mmplè te  l o r s  d'une i ncuba t i on  longue. O ' au t r es  au teurs /  l l 2 , 7 6 )  on t  t r ouvé  

un rappor t  d 'hydro lyse  de 1/20.  C 'es t  pourquoi i l s  concluent qu'en d i è t e  

m i x te ,  l e  m a l t i t o l  e s t  t r è s  fa ib lement  hydro lysé  ( 3,112) .  

YOSCHIZAWA e t  a l  . (165) ,  en é t u d i a n t  l e s  paramètres c i né t i ques ,  ont 

démontré q u ' i l  e x i s t a i t  une compét i t i on  e n t r e  l e  mal tose e t  l e  mal t i  t o l .  

I l s  proposent donc 1  'hypothèse d 'un  seul  s i t e  de ca ta l yse  enzymatique e t  

concluent à une t r è s  f a i b l e  h y d r ~ l  yse du m a l t i t o l  (Km é levé ,  Vmax f a i b l e ) .  

C > LES D I  SACCHAR l OASES 1 NTECTI NALES 

S i  on r e t i e n t  1  'hypothèse d'une hydro lyse  du m a l t i t o l  par des enzymes 

de l a  muqueuse i n t e s t i n a l e ,  i l  e s t  i n t é r e s s a n t  de f a i r e  l e  p o i n t  su r  

ces enzymes appelées d isacchar idases .  Le tab leau  IV, pagels, rassemble 

l e s  d i f f é r e n t e s  enzymes e t  l e u r s  p r i n c i p a u x  subs t ra t s .  Nous nous sommes 

at tachés p l u s  pa r t i cu l i è remen t  aux complexes maItase/glucoamylase e t  

saccharase/ i  soma1 tase.  

r J LOCALISATION 

a )  DANS LA MEMBRANE 

Ces disacchar idases f on t  p a r t i e  i n t é g r a n t e  de l a  membrane des micro- 

v i l l o s i t é s  i n t e s t i n a l e s  e t  ne sont  pas secrétées dans l a  lumière i n t e s t i -  

n a l e  (19.21.22.35.83.107.142.145.152 154 ). Les f a i b l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques 

qui  y  sont  retrouvées r é s u l t e n t  de l a  desquamation ce1 l u l a i r e .  

Ce t te  l o c a l i s a t i o n  a é t é  démontrée pa r  des techniques h is toch imiques (49.110. 

132 . L ' é tude  de ces enzymes en mic roscop ie  é l e c t r o n i q u e  ( 6 ,50 ) , 1  ' u t i  i i s a t i o n  

des protéases ou de détergents  ( 57 ,91  , 9 7  , 9 8 , 9 9 , 1 0 4  ) on t  permis de p r é c i s e r  
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ENZYMES SUBS TRA TS AUTEURS 
...................................................................... 

Isomaltase 

Maltases 

: isomal tose  . OAHLOVIST e t  
BORCSTKOM ( 3 5 )  

: mal tose : D A H L U P I S T ~ ~ :  (38) 1 
. LARIIER e t  Mc NICKLF : : (88.89l 
: S f o s r ~ 3 u e t  a l . ( 144 )  

' RPHLRVIS T (36) i s o m l t o s e  

: maltose :SO,?ENSEN e t  a l .  047) - 
: Saccharase : Saccharose :BLAIR e t  a l .  . (19) 

: Maltose 

: Lactase 

: t reha lase  

: Lactose 

: Trehalose 

:SKOVBJERC e t  a l .  . (146) : 

:OAt/L RVIST e t  THOMSON : 

.. (39) 
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LOCALISATION LE LONG DE L"INTEST1N 

E S  A C T I V I  TES MALTASE ET SACCHARASE 
= i = e = e = * = * = * = a = l = * = e = , = 1 ~ . ~ . ~ . ~ . ~ . ~ . =  

0  a * a *  * 8 * . * , 1 , . . , . *  

AC T I  V I T E  AC T I  V I  T E  
ANIMAL 

MAL TASE SACCHARASE 
AUTEURS 

C H I E N  

: PORC 

: R A T  

OUODENUM E> IEJUNUM 

: OUOOENUM 

: J E J U N O - I L E O N  

: OUOOENUM E T  JEJU-  
: N O - i L E O N  

: I L  EON PROXIMAL 

: I L  EON PROXIMAL 

: J E J U N O - I L E O N  

' K O L I N S K A  E T  
:KRAML (87) 

'MALHOTRA E T  CEORCE 

j ( 1 0 2 )  

: WELSH e t  WALKER : 

: (160) 

: LE VANTE e t  a l .  (941 : 
:MALHOTRA E T  

:MAL HO TRA e t  
: GEORCE (1 0 1  / 



L E  COMPLEXE SACCHARASE/ISOMALTASE 

DE L A  BORDURE EN BRDSSE DE L ' I N T E S T I N  GRELE 
=.=.=.=.=~=.=.=.=.=.=.=,=,=.=.=,=*=.=,=,=,=,=,= * *  e . * * . . . ,  

' * " " " " " '  

A I  La pro-saccharase / i soma1 Case s e l o n  SEMEIIZA e t  a l .  I IJY ,  155.156,IJBI 

a v e c  I = por t ion  isomal t a s e  

S = por t ion  saccharase  

L = fragment s e n s i b l e  d 1 ' a t t a q u e  p r o t é o l y t i q u e  

CHO = chaines  g lycanniques  

N r t t  C = fragments N e t  C - terniinCaux 

8 )  La s a c c h a r a s e / i r o m a l t a s e  s e l o n  BRUNNER e t  a l  . ( 2 6 )  



L e s  vùleurs des md-issrs inolécul.ii rc l<  f r x  l . t . 3  .' oirrpl(.re\ surit r e s ~ ~ û . ~  

dans 1 e Cab1 eau, V I  page 2 3 .  

ADAPTATION 
- - 

Certalns  auteurs (19 , 4 3 )  ont inontré que' chez l e  r a t ,  une diPte riche 

en glucide augmentait l e s  a c t i v i t k s  mal t a s e  e t  saccharase par rapport à 

un régime sans glucide. Cet te  adaptation n 'a  pas é t é  mise en évidence 

chez I 'homme. 

En fai  t ,pour  d 'au tres  auteurs  ( 8 5 , 1 2 4  ) , c ' e s t  l a  concentration en 

saccharose qui provoquerait une augmentation de 1 ' a c t i v i t é  saccharase 

e t  a i n s i  1 'augmentation de 1 ' a c t i v i t é  mal t a s e  qui l u i  e s t  associée. 

On peut noter aussi  que Ies  disaccharidases de r a t  sont sens ib les  au 

rythme circadien ( 6 7 , 7 5  ,118 ). El les  présentent ,  en e f f e t ,  un'maximum 

d ' a c t i v i t é  l a  nu i t .  

1 NTEST 1 NALE 

La f l o r e  microbienne joue un r ô l e  important dans l a  transformation 

du bol al imentaire .  Chez l e s  non-ruminants,les a l iments  passent dans 

1 'estamac puis  t rans i  t e n t  rapidement dans 1 ' i n t e s t i n  grêle .  L ' e f f e t  des 

bac té r i e s  à ce  niveau e s t  d i s c r e t  car l a  flore,même s i  e l l e  e s t  abondante, 

e s t  peu ac t i ve .  C'est  dans l ' i l é o n  e t  surtout  dans l e  caecum, Ià où l e  

séjour du bol a l i  en ta i re  e s t  l e  plus long,  que l a  population bactérienne a t -  

t e i  nd son maximum (106.117). 

E l l e  d é t r u i t  cer ta ins  déchets ( e x  : urée)  e t  résidus de l a  d iges t ion  intesti- 

nale.  Cette dégradation se  t r a d u i t ,  en t re  au t re ,  par l a  production de 

gaz, d 'acides v o l a t i l e s ,  d ' ac ides  aminés e t  produi t s  aromatiques qui 

sont réabsorbés par l a  muqueuse i n t e s t i n a l e .  

On peut constater  que l a  population bactéri  enne de chaque indi  vi du 

e s t  t r è s  s tab le .  En e f f e t  l a  f l o r e  du tube d i g e s t i f  exerce un " e f f e t  de 

barr i è re  " qui s 'oppose à l a  co lonisa t ion  par l e s  bac tér ies  exogénes quo- 

t i di  ennement ingérées (46) 



MASSE MOLECULAI RE DES COMPLEXES 

SACCHARASE/ISOMALTASE ET MALTASE/GLUCOAMYLASE 

CHEZ L E  PORC 

= i = . = i = . = e = i = . ~ . - . = . = . = , = , = , = . = , = , = . = , = . = * = . = . =  
. . a , .  , 1 , , , , , 1 1 * * 1 1 1 1 * ,  

ENZYME : MASSE MOLECULAIRE : MASSE MOLECULAIRE : 

: P A R  GEL F I L T R A T I O N  : PAR SOS-ELECTROPHORESE: 

:Mal t a s e / g l  ucoamylase : 2 6 0  0 0 0  : 245 000 : 2 4 5  O 0 0  : 
: 135 000 : 

: 125 O 0 0  : 

( x )  A : porc normal 

(fi) B : porc présentant une l i g a t u r e  du canal pancréatique 



a u t r e  c:ot&, CcrCdlneS 6qulptis U l l l  obs('rv1' 1 ' @ t ; t b l i s s e m c n ~  l a  

d i s p a r i t i o n  de c e r t a i n e  souc l~e l o r s  de l a  p r i s e  d ' un  donné (j3f 4 7 y  

103 ,  1 1 6 ) .  

D'au t res  ont  mis en évidence, 1 ' i n d u c t ~ o n  par l a  d i è t e  de cer ta ines enrymcs 

p r o d u i t e  par l a  microflore du gros i n t e s t i n  ( 29 , 139 1 -  I l  est  

i n t d ressan t  de remarquer i c i  l a  ~ o s s i b i l i t é  d'une adaptat ion de l a  micro- 

f l o r e  A une d i è t e  p a r t i c u l i è r e .  

En f i n ,  FRENO e t  a l .  ( 61 ) pensent, qu 'en  dehors des d i  f férencer  

anatomiques en t re  l e  r a t  e t  1 'homme, l e  caecum de r a t  peut ê t r e  consideré 

comme un modéle expér imental  s a t i s f a i s a n t  pouf l e  co lon  p r o ~ x i m a . l  humain. 

En e f f e t ,  l a  popu la t i on  bac té r ienne  de 1 'estomac e t  de 1 ' i n t e s t i n  g r ê l e  

est  i n f é r i e u r e  chez l'homme comme l ' i l l u s t r e  l e  tab leau V I I ,  page 2 5 .  

Par c o n t r e  dans l e  gros i n t e s t i n ,  l a  popu la t i on  es t  comparable à c e l l e  

présente dans l e  caecum (45,631 

En conc lus ion,  l e  métabol i  sme des s i  rops de glucose hydrogénés e t  

notamment du m a l t i t o l  e s t  s u j e t  à b ien  des contreverses. De nombreux 

p o i n t s  r es ten t  encore à é c l a i r c i r  notamment en ce qu i  concerne l e s  modes 

de dégradat ion du m a l t i t o l ;  par hydro lyse  enzymatique dans 1 ' i n t e s t i n  grë- 

l e  ou p a r  fermentat ion bac té r ienne  dans l e  gros i n t e s t i n .  

A p a r t i r  des r é s u l t a t s  obtenus aux l a b o r a t o i r e s  de l a  s o c i é t é  

ROQUEJTE FRERES,nous avons émis 1 'hypothèse que 1 'hydro lyse  du m a l t i t o l  

é ta i t  e f fec tuée  par  un système enzymatique i n t e s t i n a l  analogue au complexe 

mal tase/glucoamylase. 

C 'es t  pourquoi, dans un premier  temps, nous nous somes at tachés d 

i s o l e r  1 'enzyme responsable de 1 ' a c t i v i t é  "mal t i t o l  hydrolase ". Nous avons 

e n s u i t e  essayé de déterminer  ses paramétres enzymatiques a i n s i  que sa 

l o c a l i s a t i o n  l e  Longde 1 ' i n t e s t i n .  Enfin,nous avons t e n t é  de savo i r  s i  

1 ' a-amylase pancréat ique,  d 'une p a r t ,  e t  l a  m i c r o f l o r e ,  d ' au t r e  p a r t ,  

ava ien t  un r61e éventue l  dans 1 ' u t i l i s a t i o n  des s i r o p s  de gllucose hydro- 

génés. 



TABLEAU V I  I 

POPULATIgN BACTERIENNE LE LONG DU TUBE DIGESTIF 

CHEZ L'HOMME ET LE RAT 

(EN M I  CROORGAN 1 SMES PAR GRAMME DE PO 1 DS HUMI DE) 
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- LE COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE 1 

I ) PREPARATION DU MATERI  EL BIOLOGIQUE 

a )  PRELEVEHENT DE L ' I N T E S T I N  

Les animaux,sans d i è t e  p r é a l a b l e ,  sont s a c r i f i é s  par î n h a l a t i o n  

massive de chloroforme. 

L  ' i n t e s t i n  es t  p r é l e v é  du " p y l o r e  au caecum'! p u i s  lavS avec du sérum 

phys io log ique .  On prockde a l o r s  à un g ra t tage  de l'intestin,préalablement 

découpé Iong i  tudinalement ( " sc rap ing  ") . La bordure en brosse, a i ns i  ob- 

tenue, e s t  congelée dans du sérum phys io log ique  contenant de 1  ' a r i d e  

de sodium ( 2  p. 10 000). 

b) TRAITEMENT DE L ' I N T E S T I N  

Les d i f f é r e n t e s  étapes du t r a i t emen t  sont résumées dans l a  f i g u r e  6 

page 27.  

1 )  homogénéisation 

Le scrap ing e s t  homogénéisé dans du sérum phys io log ique  au P o l y t r o n  

pendant une minute, à 5 000 t o u r s  par minute, dans une ence in te  r é f r i g é r é e  

à 4°C. 

2) c e n t r i  fuqa t ions  

E l l e s  sont  ef fectuées dans une cen t r i fugeuse  BECKMAN J21 B ( r o t o r  

JA 20) pendant 20 minutes, à 12  000 t o u r s  par minute, à 4 O C .  

3) d i q e s t i o n  à l a  papaïne 

Le  c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  d ' e n v i r o n  39 de po ids  f r a i s ,  e s t  r e p r i s  

dans 20 m l  de tampon phosphate 10 mN pH 6 ,0 ,  6,2S mg de papaïne sont  a l o r s  

a  j ou tés  a i n s i  que 62 mg de c h l o r h y d r a t e  de cys td ine .  L ' hydro lyse  enzymatique 

e s t  e f fec tuée  à J7°C,pendant 90 minutes. Les enzymes de l a  bordure en 

brosse,  a i n s i  l i b d r d e s ,  sont  recuei  1  l i e s  après c e n t r i  fugat ion.  Les a c t i -  

v i t é s  sont  s tab les  à 37OC e t  l a  papaïne n 'hydro lyse  pas l es  enzymes so lu-  

b i l i s é e s  au moins chez l e  r a t  (97) .  
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I 1 ) FRACTIONNEMENT PAR CHROMATOGRAPH 1 E 

(IBF FRANCE) 

Le surnageant SZ,correspondant à l a  d i g e s t i o n  par l a  papaïne de 

5  muqueuses i n t e s t i n a l e s ,  concent ré  su r  ce1 1  u l  e  Amicon (membrane PM1 O) , 
es t  chromatographié su r  une colonne (3 X 40 an) contenant l e  gel équi-  

l i b r é  dans un tampon phosphate de sodium IO mM pH 7 ,  S. 

Aprds un lavage avec 2  f o i s  l e  volume de l a  colonne en tampon d ' é q u i l i b r a -  

ge , 1 ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  par un g rad ien t  d i scon t i nu  en NaCl (0,025 ; 
- 1 

0 , 2  e t  1  mo la i re ) .  Le d é b i t  e s t  de 2 4 m l . h  . 

Des f r a c t i o n s  de 6  m l  sont r e c u e i l l i e s .  Après dé tec t ion  à 280 nm, 

l e s  d i f f é r e n t s  p i c s  de p ro té i nes  sont concentrés su r  c e l l u l e  Amicon, 

(membrane PM 10) .  Un dosage des a c t i v i t é s  mal tase,  Ynal t i to l -hydro lasp '  e t  

saccharase es t  a l o r s  e f f ec tué .  

b) CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR SEPHAROSE 68 

La f r a c t i o n  é luée  à 0 , 2  M en NaCl, renfermant 1 , 2  à 1 , s  mg de p r o t é i n e ,  

e s t  chromatographiée sur  une colonne ( 1 :  6 x 74 cm) de Sépharose 68 , é q u i l i b r é  
- 1 

en tampon phosphate 100 mM pH 6,8.  Le d é b i t  d  ' é l u t i o n  est  de 6  m l .  h  . Des 

f r a c t i o n s  de 1 , s  m l  sont  r e c u e i l l i e s .  

La d é t e c t i o n  des p ro té ines  e s t  e f f e c t u é e  à 280 nm. 

1 1 1 )  DETERMI NAT1 ON DES A C T I V I T E S  ENZYMATIQUES 

1'J r é a c t i f s  

- tampon phosphate de sodium 10 mMpH 6,O. 

- so lu t i ons  à 60 mM de maltose (4-0- a - 0- glucopyranosyl-  cr -0-glu- 

copyranose) (SIGMA) ; de mal t i  t o l  (4-0- a -0-gl ucopyranos y1 - a -0- 

g l u c i  t a l )  (BOY. Chem. L t d )  ; de saccharose ( P - 0 )  f r uc to fu ranosy l -  



D-gluco~yranos ide (ODH. Chem. L t d )  ddns l e  tampon phosphate de sodium 

10 mM pH 6,O. 

2) mode o p é r a t o i r e  

1 m l  de subs t ra t  e s t  mélangé d 250 @ de s o l u t i o n  enzymatique ( O  

à O ,  SU.ml - I ) . L ~  s o l u t i o n  es t  maintenue pendant 90 minutes à 37OC. La 

r é a c t i o n  es t  a r r ê t é e  par chauffage au b a i n  mar ie  b o u i l l a n t  pendant 3 

minutes. Le dosage du glucose e t / o u  du s o r b i t o l  e s t  e f f e c t u é  par  méthode 

enzymatique. 

Une uni t é  enzymatique e s t  d é f i n i e  comme l a  q u a n t i t é  d'enzyme néces- 

s a i r e  à 1 'hydro lyse  d 'une micromole de subs t ra t  par minute dans les  con- 

d i t i o n s  standard . 

L ' a c t i  v i  t é  exprimée en un i  t é  par m l  de s o l u t i o n  enzymatique ebt don- 

née par l a  r e l a t i o n  su i van te  : 

A c t i v i t é  (U.ml-1) = 
Q 

P M x t x n  

Q = Q u a n t i t é  de g lucose l i b é r é  par 1 m l  de s o l u t i o n  enzymatique 

( exprimée en pg) 

PM = Poids molécuZai r e  du d isacchar ide  

t = Temps d ' hyd ro l yse  

n = nombre de résic ius g lucose dans l a  mo lécu le  (mal tose n = 2 ) .  

mal t i  t o l  n = 1 ,  saccharose n = 1 )  - 

b ) A C T I V I  TES PRO TEAS IOUES 

Ces méthodes o n t  é t é  uniquement u t i l i s é e s  de façon q u a l i t a t i v e  a f i n  

de m e t t r e  en évidence l a  présence p o s s i b l e  de protéase.  

1) Méthode de CHIBA e t  a l .  (JO) 

- Réac t i f s  

L ' a zoco l l  s u b s t r a t  à base de c o l  lagène (CALBIOCHEM) 



- protocole ---------- 
10 m g  d'azocoll  sont mis en présencc d ' l  m l  d e  solut ion enzymatique 

d t e s t e r .  L ' incubation e s t  e f f e c t u é e  ,à 37OC. pendant une durée variable, 

a l l a n t  de 1 heure A 24 heures selon la concentration en protéase d ( ~  mi l i eu .  

Une centr i  fugation dl imine l e  substrat  n 'ayant pas é t é  dégradé. 

La mesure de l a  dens i té  op t ique  à 520 nrn du surnageant permet de q u a n t i f i e r  

l e s  protéases présentes .  

2 )  Méthode à l a  caséine jaune 

- Réac t i f s  

. Solut ion à 5 mg/ml de caséine jaur~e ( C A L B I O C H E M I  (protéine de l a i t )  

dans un tampon t r i s  H C I ,  0 , l  M ,  pH 9'5 , 10 rnM en chlorure d e  cal-  

cium . 
Soude normale 

. Solut ion d 'acide t r i ch loracé t ique  à 10 p. 100 

- Protocole --- ------ - 
. 400 pl de so lu t ion  de caséine sont mélangés à 100 ,id de so lu t ion  

enzymatique. Le mélange e s t  maintenü 15 minutes à 37OC, l e  temps e t  l a  

température pouvant var ier  selon l a  nature e t  l a  quant i té  des protéases 

présentes .  

.On a joute  ensui te  500 @ d'acide t r ich loracé t ique  de façon à préci- 

p i t e r  l e s  protéines non dégradées. E l les  sont  é l iminées par cen t r i f uga t ion .  

. 500 @ de soude sont  a lor s  a joutés  à 500 pl de surnageant de maniè- 

r e  à révé ler  l a  colorat ion des molécules l i bérées  l o r s  de 1 'hydrolyse 

protGari que. 

. On mesure ensu i t e  1  'absorbante à 423 nm du surnageant a l -  

c a l i n i s é .  

L ' a c t i v i t é  ribonucléasique a  é t é  cho i s i e  comme traceur de contami- 

na t ion  pancréati que : 

- Réac t i f s  

. Solu t ion  d'A.R.N. d e  Torula A 1 p .  100 dans un tampon acé ta te  

0 ' 1  H pH 5'0 (S ICHA) .  

. Solut ion d'acide perchlorique à 7 p .  100 



- Pro tnco le  

. 4û0 p l  de s o l u t i o n  d 'A.  R. N.  sont mdlangés A 100 p l  de s o l u t j o n  

enzymati que. 

. Après une Incuba t ion  de 10 minutes à 3 i 0 C ,  on a joute  500 p l  d 'ac ide  

perch lor ique.  

. Une c e n t r i f u g a t i o n  permet d ' é l i m i n e r  1 ' A .  R. N. n'ayant pas d t é  dé- 

gradé. 

. 100 pi du surnageant son t  mélangés à 2 ,9  m l  d'eau. On mesure a l o r s  

1 .absoroance à 260 nm c o n t r e  de l ' e a u .  

L ' un i  t é  d ' a c t i v i t é  r ibonuc ldas ique ,  appelée l e  Küni t z ,  &qui vaut à l a  

v a ~ i a t i o n  d'une uni t é  de A dans 1 es cond i t i ons  opérato i res décr i  tes  
260 nm 

ci-dessus. 

L '  a c t i v i t é  en ~ . m l "  e s t  ca l cu l ée  à p a r t i r  de l a  formule su ivante : 

A00 x f ac teu r  de d i l u t i o n  

A c t i v i t é  - = A A  x 30 
260 nm 

temps x p r i s e  d 'essa i  

I V )  DOSAGE DU GLUCOSE (8) 

La m d t h o d e  u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  par BOEHRINGER,  son p r i n c i p e  

es t  l e  su ivan t  : 

Le glucose e s t  phosphory lé  en g lucose 6 P  ( C 6 P )  par 1 'hexokinase en 

présence d'adénosine 5'  t r i phospha te  (A .  T. P .  ). Le glucose 6 phosphate es t  

a l o r s  oxydé en 6 phospho-gl uconate.  

A  TP AOP 
Glucose \G 6 P  

Hexoki nase 

NA OP NAOPH H+ 

c 6 p  .6~luconate 6 phosphate 

Glucose 6 phosphate 
deshydrogénase 

L e  NAOPH formé es t  mesure! à 540 nm. 



V I  DOSAGE DU SORBITOL (91 

La méthode d é c r i t e  es t  c e l l e  préconisée par  80EHRINCER. 

Le D-sorb i to l  e s t  oxydé en f r uc tose  pa r  l a  r éac t i on  enzymatique 

ca ta lysée  par l a  s o r b i t o l  deshydrogénase (SDH)  en présence de n i  c o t i  nami de 

(NAD). 

NA O NADU + H+ 

D s o r b i t o l  f Fructose 

S o r b i t o l  desh ydrogénase 

Le NADH formé e s t  mesuré à 340 nm. 

V I  ) CHWOKATOGRAPHIE L I Q U I  DE HAUTE PRESSION 

La r é p a r t i t i o n  g l  uc id ique,après hydro lyse  enzymatiquela é t é  dé te r -  

minée par chromatographie l i q u i d e  haute p ress i on ,  se lon  l a  méthode mise 

au p o i n t  par l e s  l a b o r a t o i r e s  de l a  s o c i é t é  ROQUETTE FRERES. La sépa- 

r a t i o n  est  e f f ec tuée  au moyen de deux colonnes en s é r i e  de O ,  9 x  32 cm. 

La dé tec t i on  es t  r é a l i s é e  par  r é f r a c t o m é t r i e .  Nous avons u t i l i s é ,  e n t r e  au- 
++ 

t r e ,  l e  support  ch romatogr~ph ique  015 S-Ca qui permet de séparer l e s  

composés à bas po ids  mo lécu la i re .  La f i g u r e  7,page 3 3  i l l u s t r e  l e  chro- 

matogramme du l y c a s i n "  80/55 obtenu sur  c e t t e  colonne. 

V I  1 ) CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

I I  Réac t i f s  

- s o l u t i o n  d ' o r c i n o l  su1 f u r i  que : 200 mg d ' o r c i n o l  (3,s-Di hydroxy- 

t o l uène )  s o l u b i l i s é  dans 100 m l  d ' ac i de  su1 f u r i q u e  à 20 p.  100 

- gel de s i l i c e  60 ( HERCK) 

2) Pro toco le  

Les dépots sont de 5 p l .  La m i g r a t i o n  e s t  e f f ec tuke  dans une s e u l e  

d imen l ion  en 2  dkveloppements success i f s  dans l a  système so lvan t  nbu tano l /  

a c i d e  acét ique/eau ( 2 / 1 / 1  V / V ) .  



- 
F I G U R E  7 

, a = . = . = . = * =  
l t l l l  

CHROMATOGRAMME DU LY CAS I N " 80/55 
= i = i = . = . = i = i = . = i = i = . = I = . = 1 = I = . = ~ = . =  

1 9 # 9 1 . ~ 1 9 9 1 9 0 0 1 ~ 1  

Con di ti ors: Col onne : D 15 s - raf+ (010-RAD) 

Température de la colonne : 8 5 O C  

El uant : Eau distillée 
- 1 

Oébi t : 1 , s  ml. min 



V I  II > DOSAGE DES PROTE 1 NES 

Le taux de p ro té i nes  e s t  déterminé par l a  méthode au b l eu  de coo- 

massie (BIO-RAD) , l a  sérum-albunine é tan t  u t i l i s é e  conme standard i n t e r -  

ne ( 2 4 ) .  

1 X >  ELECTROPHORESE 

Les é lect rophorèses en ge l  de yacrylamide-S. 0. S ont é t é  réa l1  sées 

se lon  l a  méthode de KERCKAERT ( 84 ) ,  avec un g rad ien t  de po lyacry lamide 

de 5 - 15 p.100. La m i g r a t i o n  e s t  e f f ec tuée  à 40 mA (220V), l e  b leu de 

bromophénol se rvan t  de témoin i n t e r n e  de m i g r a t i o n .  

X >  YETHODES 1 MMUNOLOG IQUES 

Lss immunserums o n t  é t é  préparés se lon  l a  technique de mu1 t iponc-  

t u r e  in t radermique  sur l a p i n  de VAITUKAITIS e t  a l .  ( 156 ). La s o l u t i o n  

i n j e c t é e  renferme 0 , 9  à 2 , s  mg de p ro té ines  dans 1 , 5  m l  de sérum phys io-  

l o g i q u e  e t  3 m l  d 'ad juvan t  complet de Freud. Deux typesd'ant isérums o n t  

é t é  r é a l i s é s  , "un an t i -S  t'obtenu à p a r t i r  d 'un surnageant après t r a i t e -  
2  

ment à l a  papaïne e t  unnanti-Sdpharosenobtenu à p a r t i r  d 'une s o r t i e  de chroma- 

t og raph ie  sur Sépharose 68. Dans l e  premier c a s , i l  s ' a g i t  d'un ant isérum 

t o t a l ,  dans 1 ' a u t r e  d 'un an t i sé rum "spéci f i  que ". 

Le premier prél&vement a  liaeu un mois après 1  ' i n j e c t i o n  e t  un rappe l  

par  v o i e  sous-scapula i re  es t  e f f e c t u é  l e  lendemain. Par l a  su i  t e ,  l e s  

prélèvements sont r é a l i s é s  tous l e s  15 j ou r s  jusqu 'à  1  'abat tage de 1 ' an ima l .  

Le sang, apEès pré ikvement ,  es t  l a i s s é  au repos une n u i t  à O0C jusqu 'à 

r é t r a c t i o n  du c a i l l o t  p lasmat ique.  II e s t  a l o r s  c e n t r i  fugé à 1500 g pen- 

dant 10 min., A 4OC. Les sérums, a i n s i  obtenus, son t  rassemblés e t  l e s  

a n t i c o r p s  sont p r é c i p i  t é s  au su1 f a t e  d'ammonium à 40 .p. 100 de s a t u r a t i o n  

A pH 7,O.- Le p r é c i p i t é  e s t  e n s u i t e  s o l u b i l i s é  dans du tampon phosphate 

de sodium 5 mH pH 7 ' 4  renfermant 9 p. 1000 de Nacl (P.  E . S ) ,  p u i s  d i a l y s é  

2 j ou r s ,  à 4OC ,contre ce même tampon. 



b) IMHUNODIFFUSION 

La méthode d ' i m u n o d i f f u s i o n  double dlOuchterlonc/ ( 114  ! permet de 

déterminer l e s  r e l a t i o n s  ant igén iques pouvant e x i s t e r  en t re  d i f f é -  

r en t s  c o n s t i t u a n t s .  La d i  f fus ion  dure 4 Q heures en chambre humide. 

c )  IMHUNOPLECTROPHORESE UNIDIMENSIONNELLE SUR GELOSE 

Ces irnmunodl~ectrophoréses sont  e f fec tuées  Sé'lon l a  méthode de CRABAR 

e t  WILLIAMS ( 6 8  ), modi f iée  par SCHEIDECCER (129 ). L ' k lec t rophorèse  sur  96- 

l o s e  es t  r é a l i s é e  dans un tampon véronai  pH 8 ,6  sous une tens ion  de 15 
- 1 

Vo l t s .  cm pendant JO minutes.  E l l e  es t  s u i v i e  d 'une d i f f u s i o n  de 48 H .  La 

r é v é l a t i o n  des p ro té i nes  e6 t  r é a l i s é e  par l e  r é a c t i f  à 1 'amidoschwartz. 

d )  IMMUNOEL ECTROPHORESE BIDIMENEIONNNELLE 

E l l e s  sont  e f fec tuées  se lon l a  méthode de fl@~-HANSEN e t  a l .  (201 . 
Le gel  d 'agarose (SIGMA) e s t  à 1 p.100 dans l e  tampon d 'é lec t rophorèse  : 

Tris/HC,l 72 mM, véronal  sodé 24 mM, l a c t a t e  de ca lc ium 40 mM,pH 8'6. 

- 1 
La première é lect rophorèse s  ' e f f e c t u e  2 I O  Vo l t s .  cm pendant 

2 heures. L  ' a g a r o s e , u t i l i s é  pour l a  deuxième dimension,cont ient  1  ' a n t i -  

sérum ( s o i t  100 p l  ' b ' a n t i  S  " s o i t  50 pl  d ' a n t i - ~ e ~ h a r o s e " d a n s  15  m l  
2 

-1 
d 'agarose à 1 p. 100) .  La deuxième m i g r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  à 2 v o l t s .  cm 

pendant 18 heures.  

X I )  DETERMINATION DES PROPRLETES ENZYMATIQUES 

a) EFFET DU pH 

La v a r i a t i o n  de 1  ' a c t i v i t é  enzymatique en f o n c t i o n  du pH a  é t é  me- 

surée sur  des s o l u t i o n s  de mal tose e t  de m a l t i t o l .  

Les systèmes tampons u t i l i s é s  sont  l essu i van t s  : 

- ac ide  c i t r i q u e / c i t r a t e  t r i s o d i q u e  10 mM:pH 5 à 6 ' 5  

- Phosphate de sodium I O  mM:pH 6 à 8 

- Veronal /soude 10 mM:pH 7 à 9 
( d i & t h y l  -malonylurée) 

On mélange 750 p l  de tampon d 250 p l  de s o l u t i o n  enzymatique 

Après a v o i r  déterminé l e  pH, on a j o u t e  250 1 1 1  de l a  s o l u t i o n  aqueu- 

se  de s u b s t r a t ,  de façon à o b t e n i r  une concen t ra t i on  f i n a l e  de 48 mM. 

Le dosage de 1  ' a c t i v i t é  e s t  r é a l i s é  se lon  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  page 28. 



A f i n  de dé tec te r  d 'éven tue l les   variation^ de 1111 ,  on effcctuc. c l r l c ,  , i u t r e  

mesure après 1 ' i n cuba t i on .  

b) EFFET DE LA TEMPERATURE 

Ca température op t ima le  n ' a  pas é t é  déterminée, on se p lace à 

l a  température phys io log ique  du r a t .  Par con t re ,  on a procédé à une 

étude de l a  s t a b i l i t é  enzymatique à 5S°C. La s o l u t i o n  enzymatique à 

é t u d i e r  e s t  incubée dans un bain-marie à 55°C. Après d i f f é r e n t s  temps, 

a l l a n t  de O à 120 minutes,  on stoppe 1 ' e f f e t  de l a  température en plon- 

geant l e s  tubes dans un ba in  de g lace  p i l é e .  L ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  v i s -  

à - v i s  du ma l tose ,  m a l t i t o l  e t  saccharose est  quant i  f i é e  selon l e  proto-  

c o l  e d é c r i t  pages 28,29. 

t) DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE 

La masse mo lécu la i r e  a é t é  est imée par chromatographie de tamisage 

mo lécu la i r e  su r  une colonne de Sepharose -68 i l ,  6 x 74 cm) é q u i l i b r é e  e t  é luée 

par du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 6,8 .  La colonne a é t é  p réa lab le -  

ment é q u i l i b r é e  au moyen du k i t  de c a l i b r a t i o n  PHARMACIA. 

d) DETERMINA T I O N  DU POINT ISOELECTRIUUE 

La dé te rmina t ion  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  a é t é  e f f ec tuée  en ve ine l i -  

qu ide  dans une colonne ( L K B  8101-I lOml) se lon l a  méthode de VESTERCERc 

e t  SVENSSON ( 1 5 8 ) .  
- 1 

Le g rad ien t  de g l yce ro l  e s t  f i an té  à l a  v i t e s s e  de 1 , 2  ml.min . La zone 

de pH u t i l i s é e  é tan t  de pH 3 , s  - 10. 

La s o l u t i o n  à é t u d i e r  es t  soumise,à 4OC,à une puissance constante de 11 

Watts pendant 24 heures. 

L ' é l u t i o n  de l a  colonne e s t  e f f e c t u é e  à 85ml.  h - l  

Sur chacune des f r a c t i o n s  de 2m1, l e  pH, 1 'absorbance à 280 e t  254 nm e t  1 ' a c t i -  

v i  t é  enzymatique on t  é t é  déterminés. 

e) DETERNINATION DES PARAMETRES CINETIQUES 

Les c o n d i t i o n s  expér imenta les sont résumées dans l e  tab leau  c i -après.  



SUBSTRAT ( 1 )  : TEMPS D'INCUBATION : CAMME DE CONCENTRA~ION : 
(en m inu tes )  (mMJ 

.............................................................. ---- ------ -__.  

: p-N - n i  t rophdnyl-a-O- 
10- 20 1  à 20 : g l  u m p y r a n o s i  de 

: M a l t o t r i i  t o l  

:Mal t o p e n t a i t o l  

:Mal b h e p  t a i  t o l  

( 1 )  Les s u b s t r a t s  s o n t  mis en s o l u t i o n  dans l e  tampon phosphate de 
sodium 10 mM pH 6,O. 

Le volume r é a c t i o n n e l  f i n a l  e s t  de 1 , 2 5  m l ,  l a  q u a n t i t é  d'enzyme 
i n t r o d u i t e  e s t  t o u j o u r s  é q u i v a l e n t e  à 0 , 0 7  U de mal tase.  

La c o n s t a n t e  de MICHAELIS (Km) e t  l a  v i t e s s e  maximale de r é a c t i o n  

( ma, 
) s o n t  déterminées s e l o n  l a  méthode de r e p r é s e n t a t i o n  graphique de 

LINEWEAVER et BURK (96). 



L ' a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r s  ----_---_-_____---_____ 

La cons tan te  d ' i n h i b i t i o n  ( K i )  e s t  déterminée s e l o n  l a  méthode de 

r e p r é s e n t a t i o n  g r a p h i q u e  de O I X O N  (44) 

Les i n h i b i t e u r s  u t i l i s - s  s o n t  l e  ma l t ose ,  l e  m a l t i t o f ,  1  ' i s o m a l t l  t o l  

( S E R V A )  e t  l a  8-91 u c o n o l a c t o n e  (KOCH L I  G H T  1 .abo ra to r i es  L t d l  . I l s  son t  

p ré i ncubés  10 m inu tes  avec 1  'enzyme avan t  d ' e f f e c t u e r  1  ' h y d r o l y s e  enzy- 

mat ique  des s u b s t r a t s  é t u d i é s  - mal tose  e t  m a l t i t o l .  

L o r s q u ' u n  mëme s i t e  d ' u n e  (nême enzyme e s t  c a p a b l e  d ' a g i r  s u r  deux 

s u b s t r a t s  d i  f f é r e n t s ,  ces deux composés peuvent  se comporter  comme des 

i n h i b i t e u r s  r é c i p r o q u e s .  A c e  moment l à ,  i l  e s t  p o s s i b l e  de s a v o i r  q u e l l e  

sz ra  l a  v i t e s s e  maximale de r é a c t i o n  en présence des deux s u b s t r a t s .  11 

s u f f i t  d ' a p p l i q u e r  l a  f o r m u l e  s u i v a n t e  : 

'max A 
- b 

m l  x 

v .  - v 
m l  x  max 8 

Dans n o t r e  cas p a r t i c u l i e r  : 

KmA r c , : r é s e n t e  l a  c o n s t a n t e  de M i c h a e l i s  v i s - à - v i s  du m a l t o s e ,  
K m ~  

c e l l e  v i s - à - v i s  du m a l t i t o l ,  
"max A 

e t  V r e p r é s e n t e n t  l e s  v i t e s s e s  
max 8 

maximales de r é a c t i o n  respec t i vemen t  s u r  l e  m a l t o s e  e t  su r  l e  m a l t i t o l  ; 

V . ca r respondan t  à l a  v i t e s s e  maximale en p résence  des deux s u b s t r a t s , e t  
ml x  
a au r a p p o r t  des c o n c e n t r a t i o n s  m a l t o s e  sur  m a l t i t o l .  On 1  ' a  c h o i s i  égal  

à 1 / 1 0  e t  1 /30 .  



XI I ) LOCALISATION DE LA MALTASE/GLUCOAMYLASE LE LONG DE 

L ' 1 NTEST 1 N GRELE 

Les essais o n t  é t é  r é a l i s é s  4OC sur des r a t s  normaux n o u r r i s  au I l b l d u m .  

Après d é c a p i t a t i o n ,  1  ' i n t e s t i n  e s t  p ré levé ,pu i s  l avk  par  du tampon phos- 

phate de sodium 4 mi4 ren fermant  9 p.1000 de HaCl à pH 7 ,4  fP.B.S). i l  e s t  

ensui t e  découpé en 24 morceaux de 2  à 3 cm de longueur.  

a) PAR NETHOOE ENZYMATIQUE 

Sur chaque segment, o u v e r t  l ong i tud ina lemen t ,  l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  

es t  p ré levée  par " s c r a p i n g " .  A f i n  de ~ o u v o i  r  é t u d i e r  1  ' a c t i v i t é  enzymatique, 

on t r a i t e  t r o i s  r a t s  p a r a l  lé lement .  Les " sc rap ing "  correspondants au même 

segment sont  réun is  e t  conservés à Q°C dans 3 m l  de tampon P . B .  S .  . 

Chaque f r a c t i o n  e s t  a l o r s  homogénéisée au P o l y t r o n  (30 sec.,) .  Le b r o y a t ,  

après dé te rm ina t i on  des a c t i v i t é s  d isacchar i  das iques,  e s t  t r a i t é  se lon  l e  

p r o t o c o l e  d é c r i t  page 2 6  . On e n s u i t e  au dosage des p r o t é i n e s  e t  

de l ' a c t i v i t é  ma l tas ique  su r  l e  5  e t  l e  S2 de chacunes des 24 f r a c t i o n s .  
1  

b) PAR IHNUNOFLUORESCENCE 

Un segment de 1  cm e n v i r o n  e s t  p r é l e v é  su r  chaque morceau. Chaque f rag -  

ment e s t  t r a i t é  par  l e p  - formaldéhyde à 5 p.100. Des coupes de 7 ,um d ' é p a i s -  

seur sont  obtenues p a r  l a  t echn ique  de "coupe-congélat ion"  au moyen d 'un  

microtome CR YO-CU T. 

Les coupes obtenues s o n t  t r a i t é e s ,  à tempéra ture  ambiante, de l a  façon 

s u i v a n t e  : 

1  - i ncuba t i on  de JO minutes  avec 100 p l  d 'une s o l u t i o n  d ' a n t i c o r p s  

. s o i t  un " a n t i  - S  " à 4 mg/ml de p r o t é i n e s ,  d i l u é  au 200ème 
2  

. s o i t  u n n a n t i  -SépharoseNà 2 ' 8 5  mg/ml de p r o t é i n e s ,  d i l u é  au 

200-000 e t  800 ième 

. s o i t  un sérum normal de l a p i n  non immunisé à 1 '45  mg/ml de p r o t é i n e s  

d i l u é  au ZOOème. 

- 3 9  - 
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B - ETUDE, I N  V I T R O ,  DE LA DEGRADATION 

DU L Y C A S I N  80/55 ET DU M A L T 1  TOL 

1 )  ETUDE DE L'ACTION DE L A  MALTASE/GLUCOAMYLASE 

1) R é a c t i f s  

. tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6 ,O 

- s u b s t r a t s  à 2 , l  p. 100 P/K, é q u i v a l e n t  à une c o n c e n t r a t i o n  

de 60 mM. [   alto se-~altitol-~~casin~d~/~~ - s i r o p  de g lucose S i 5  e t  

mélange l y c a s i n e 8 0 / 5 5  (90  p .  100)  s i r o p  de g lucose  545 (10 p .  ~ o o ) ]  

2) mode o p é r a t o i r e  

500 p l  de s o l u t i o n  de s u b s t r a t  à h y d r o l y s e r  son t  mélangés à 125 ul de 

s o l u t i o n  enzymatique con tenant  0 , 7  un i  t é  mal tase .  L  ' i n c u b a t i o n  e s t  e f  fec -  

t uée  à J l 0 C  pendant des temps v a r i a b l e s  (JHJO, 8 ,  24 e t  48 heu res ) .  

La r é a c t i o n  e s t  s toppée par  chau f f age  au b a i n  m a r i e  b o u i l l a n t  pendant 3  

m inu tes .  

L  ' h y d r o l y s e  e s t  s u i v i e  par  H.  P .  L .  C. Le g l ucose  e t  l e  s o r b i t o l  son t  dosés 

Par  méthode enzymati que. 

b) CINETIQUE D  'HYDROL t'SE MAL TOSE-MAL TITOL EN NELANCE 

1) R é a c t i f s  

. s u b s t r q t s  60 mH f i n a l  con tenan t  du ma l t ose  e t  du m a l t i t o l  en mélan- 

ge dans des r a p p o r t s  m o l a i r e s  m a l t o s e / m a l t i t o l  de 0 ' 0 6  - 0 , l  e t  0 , 1 5 .  

2) P r o t o c o l e  

0,07 u n i t é  m a l t a s e  e s t  a j o u t é e  à 500 p l  de s u b s t r a t .  L ' i n c u b a t ~ o n ,  

e f f e c t u é e  à JI'C, e s t  s toppée p a r  chau f f age  au b a i n  m a r i e  b o u i l l a n t  

pendant  3 minu tes ,  ap rès  d i  f f é r e n t s  temps d ' i n c u b a t i o n .  Le dosage du g l u -  

cose  e t  du s o r b i t o l  permet  de  d é t e r m i n e r  l e s  q u a n t i t é s  de ma l t ose  e t  de 

mal C i  Col h y d r o l y s é e s .  



( i l '  I I )  ETUDE DE L'ACTi9N DL L' i~-ciM'r 'L17S~ -;\:ic,RtATi 1Jc 
---- - -- - 

1) R é a c t i f s  

- a-amylase p a n c r é a t l  que de porc c r a ~  t e e  au D I  FP ou au PMSF ( S I C N A )  

en s o l u t i o n  dans du tampon phosphate de sodium pH 6,O ( 4 , s  u n i -  

t é s  . m l - ' )  

- e x t r a i t  p a n c r é a t i q u e  Rumaln f o u r n l  aimdbiement par  l e  s e r v i c e  de 
de g a s t r o e n t é r o l o g i e  du C . H . U .  de L i l l e  

- s u b s t r a t s  à 2 , l  p .  100 de m a t l è r e  sèche en s o l u t i o n  dans un tampon 

phosphate de sodium 10 mN pH 6 , 0  ren fe rmant  O , l  p.100 de NaCl. 

2 )  P r o t o c o l e  

1 m l  de s u b s t r a t  e s t  mélangé .3 1 2 5  p l  de s o l u t i o n  enzymatique. 

L ' i n c u b a t i o n ,  e f f e c t u é e  5 7 O C ,  e s t  s toppée  au bou t  de 20 ou 08  heures 

p a r  c h a u f f a g e  au b a i n  m a r i e  boui  1  l a n t  pendant 3 m i n u t e s .  Après c e n t r i  fuga- 
- 1 

t i o n  à 3 500 t o u r s  . min  pendan t  IO m i n u t e s ,  l a  q u a n t i t é  de g l ucose  e t / o u  

de so rb i  t o l  e s t  dé te rminée  p a r  méthode enzymat ique.  La répartition des 

o l i  gosacchar ides  e s t  s u i  v i e  p a r  ch romatograph ie  su r  couche mince. 

OL ICOSACCHARIOES 

1)  R é a c t i f s  

- tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6 , 3  c o n t e n a n t  O, 1  p. 100 de 

NaCI. 

- mal t o o l i g o s a c c h a r i  des ISICNA) à 2 p. 100 ( P / V )  dans l e  

t anpon  phosphate de sodium 

- m a l t o t r i i t o l  ( S e r v a l  e t  m a l  t i t o l  (ALuAIcH)  a 1 p .  10" ( P / V J  

- s o l u t i o n  enzymat ique  

A  - e x t r a i t  p a n c r o a t i q u e  humdin 

8 - a-amylase p a n c r 6 ~ t i q u e  de p o r c  - O O P  (SICHA) à 4 , s  Uni t é s  .mi - 1  

dans du tampori ,?Posphate de sodiur ; . .  



21 P r o t o c o l e  

500 p l  de ma l too l l gosaccha r ldes  sont  mélanges J 150 u l  de s o l u t l o , ,  

enzymatique ( A  ou 6 )  en présence de 500, 250  ou 100 u l  de mal t o t r i l  t o l  

s o i t  de mal t i  t o l .  

Un tkmoin (ou  b l a n c )  e s t  r é a l i s e  en remplacant l e  subs t ra t  hydro- 

géné par l a  s o l u t i o n  tampon. 

Les é c h a n t i l l o n s  sont  e n s u l t e  chromatographiées en H.P.L.C ou dé- 

posés su r  couche mince. Le g lucose e s t  dosé par méthode enzymatique. 

I I  1)  ROLE DU CAECUM 

1 )  R é a c t i f s  

- Composi t ion des m i l i e u x  de c u l t u r e  u t i l i s é s  

E x t r a i t  de v iande 5 !7 

E x t r a i t  de l e v u r e  5 9 

Cys t é i  ne 1 g 

Acide th1 ogl  y c o l i q u e  9 , o J  g 

Source de carbone 10 Y 

Tampon phosphate de sodium 100 mN pH 7 ,  h qsp 1 l i t r e  

La source de carbone e s t  : 

A - l e  g lucose 

8 - l e  mal tose 

C - l e  m a l t i t o l  

0 - l e  s o r b i t o l  

- suspension caeca le  : 4 caecums de r a t s  n o u r r i s  de façon normale 

sont  mis en s o l u t i o n  dans 150 m l  de sérum phys io log ique  c ~ s t é i n é  

2) P r o t o c o l e  

Les m i l i e u x  de c u l t u r e  o n t  é t é  ensemencés avec 4 m l  de l a  suspension 

caeca le .  La f e r m e n t a t i o n  s ' e s t  e f f e c t u é e  à 3 7 O C  en anaérobiose. 

Les pré lévements de 2 m l  o n t  é t é  r é a l i s é s  aux temps TU avant ensemen 

sement, T l  j u s t e  après e t  T2, TJ, T4 r e s p e c t i  vement après 5 j o u r s ,  1 e t  

2 semaines Je c u l t u r e .  



3 Dosaaes 

- Les sucres  

Le  g lucose  e t  l e  s o r b i t o l  l i b r e s  on t  e t e  doses Par mPthode enzy- 

mat ique.  La q u a n t i  té de d i s a c c h a r i d e s  non hyd ro l ysés  a & t é  déterminke 

aprPs h y d r o l y s e  a c i d e  par  I ' a c l d e  c h l o r h y d r i q u e  2N - 1 heure . 

- 1 ' A .  T. P 

Le dosage de 1 'A. l .P ,pa r  u t i  l i s a t l o n  du système I u c i  f e r i n e - l u c i -  

f é r a s e , a  é t é  e f f e c t u d  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  mis  au p o i n t  au l a b o r a t o i r e  

de m i c r o b i o l o g i e  de l a  s o c i é t é  ROQUETTE FRERES. L ' A r p  e s t  l i b é r é  grâ-  

ce au DNSO (NERCK), 1  ' é c h a n t i l l o n  e s t  e n s u i t e  s t a b i l i s é  dans du tam- 

pon NOPS 0 , l  M. La q u a n t i  t é  d 'A .  T. P e s t  dé te rminée  par  f luo rescence  

sur  BIOCOUNTER - LUNAC M 2010 après a j o u t  du r é a c t i f  enzymatique lumi t 

ILUMAC). 





- A - LE COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE 

1 )  P U R I F I C A T I O N  DU SYSTEME ENZYMATIQUE 

Nous avons u t i  l i s 4  1  ' a c t i v i t é  sacchara s e  du complexe saccham se/  

i somal tase  comme t h o i n  i n t e r n e  de p u r i f i c a t i o n .  En e f f e t  ce système en- 

zymatique ~ o s s è d e  à l a  f o i s  une a c t i v i t é  saccharase e t  une a c t i v i t 6  mal- 

tase .  

Tout d 'abord,  l e  lavage interr-ie de la  muqueuse i n t e s t i n a l e  permet 

d ' é l iminer  du tube d i g e s t i f  à l a  f o i s ,  l e s  produi ts  de dégradation des a -  

l imen t s  e t  une grande p a r t i e  de l a  s i c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e .  

L 'homogénéisation au Po ly t ron  a  pour but de fac i  1 i t e r  1  ' a t taque  

enzymatique l a  papaïne. 

a)  DIGESiIOH A L A  PAPAINE 

Les tableaux VI11 e t  IX, respect ivement  pages 46 ei 47 

permettent  de s u i v r e  l e s  d i f f é r e n t e s  é tapes  de puri  f i c a t i o n .  

Après a t taque  de l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  par l a  papaïne, l e s  disac- 

chari dases s o l u b i l i s é e s  s e  re t rouven t  dans l e  surnageant S2 ( f i g u r e  6 page 2 7 ) .  

75 p. IO0 des a c t i v i t é s  présen tes  dans 1  'homogénat sont  a ins i  récupérés.  

On peut no ter  ,dès à présent  ,que l e s  fac teurs  de p u r i f i c a t i o n  e t  l e s  pour- 

centages de récupérat ion des a c t i v i t é s  mal t a s e  e t  "mal ti t o l  -hydrolaseU 

sont t r è s  v o i s i n s .  

h) CHROMA TUGRAPHIE SUR 0. E. A.  E Tri sacryl  M 

Les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  des p r o t é i n e s  e t  des a c t i v i t é s  mal tase  e t  

saccharase s o n t  i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  8 page 48 . Par ce  procédé, on 

o b t i e n t  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  enzymatiques e t  notamment l e s  p ic  I  e t  Y .  

Tout d'abord,  l e  p i c  I  renferme 10 d 15 p.100 de l ' a c t i v i t é  maltase 

i n i t i a l e  e t  50 à 75 p. 100 de l ' a c t i v i t é  saccharase ; i l  s ' a g i t  du complexe 

saccharase/ i soma1 tase .  On y  re t rouve  auss i  une a c t i  v i  t é  pro téas i  que due 

A l a  présence de papaïne. 



TABLEAU V I  I I  
- - , = . = i Z i = ' = .  

, , * 1 I I  

P U R I  F I  CATI011 DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE - - i = . = . = i = i = ' = ' = , = , = , = , = I = . = I = . = . = I = . = , = . = , = , =  
l l l l , l l l l l . , . . l ~ l l , l l .  

- 

A C T I V I  TE : A C T I V I T E  S P E C I F I Q U E  : : FACTEUR DE - p .  1 0 0  
:  mg . 1 0 - 3 )  P U R I F I C A T I O N  : TOTALE ( U )  de récupéra t ion  ' 

: ETAPE DE : ----- -- ---- ----------: pROTEI ) /ES  .__________________----.-------------_--.------------------. 
TOTALES ;PURIFICATION : HALTA6E : : MAL TIToL 'MALTASE-L  TITOL ~ M A L T A S E  ~ M A L T I T O L  : ( I )  r 

( m g )  
: MAL 

: / /YDROLASf  : 
' H Y ~ H O L A S E  ', ' I IYDROLASE ' H Y D R O L A S E  : 

........................................................................................................................ 

J 5 0  1 1 5  HOMOGENAT 4 0  J , B  i o n  1 0 0  . 1 1  1  ; 1 . 0 , 0 9 6  , 

: O ,  7 1 0 0  : 8 0  8 7 : 2 0 :  1 8  : / : / r 0 , 0 8 5  
1 

. . ' I n - .  . 

( i )  R I  = A c t 1  v i  t é  spéci  f i q u e  " M a l  t i  t o l - h q d r o i a s e "  
M a l  t a s e  



L E S  A C T I V I T ~ S  M A L T A S E  E T  SACCHARASE AU COURS DE L A  P U R I F I C A T I O N  

ETAPE DE A C T I V I T E  TOTALE : A C T I  V I  TE S P E C I F I D U E  
( U )  lu. -l x 10-5) : P U R I F I C A T I O N  :,,,-----,-,,-,---,-----------L--~~----------------: R 

I 2 (XI 1 MALTASE SACCHARASE MALTASE ' SACCHARASE . 

: HOHOGENAT 4 0 28 115 80 0 , 7  

1 
8 6 180 6 0  O ,  71 

: SEPHAROSE 68 12 O : 16800 O O 

x R2 = A c t i v i t é  s p é c i f i q u e  Saccharase 
Mal t a se  
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Ensui t e ,  l a  fraction V renferme > O  ,i 5 5  p .  1011 d e  1 ' ~ c t i v i  t e  rndl  

tase i n i  t i a l e .  La c o n t a m i n ~ t i o n  par  d ' ,xc~trch i c t l  V I  t e s  d l ~ a c c h a r l c l d s l -  

ques e t  en p a r t i c u l i e r  c e i f  e  due au complrze s ~ c c h a r a s e / l  sumai tase -5 r_ 

négf i g e a b l e .  Nous sommes en présence du complexe mal tase/g1ucoamylase. 

On peut  aussi  remarquer ( tab leaux V I I I  e t  I X ,  page 46 e t  47  ) que, 

d'une p a r t  l e  rappo r t  R ( A c t i v i t é  " m a l t i  t o l  h y d r o l a s e N )  semble constant  
1 

mal t ase  

e t .  d ' a u t r e  p a r t  que l e  r a p p o r t  R2 ( a c t i v i t é  saccharase) tend ve rs  z é r o .  

mal t a s e  

Ce qui nous permet d ' a f f i r m e r  que les  r é s u l t a t s  que nous obt iendrons 

par l a  s u i t e  ne s e r o n t  pas entachés d 'une a c t i v i t é  mal tase secondaire 

due au complexe saccharase/ isomal tase.  

En résumé, par  c e t t e  é tape chrornatographique. on o b t i e n t  l e  complexe 
- 1  

rnaltase/glucoamylase dont 1  ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e s t  de 16 U.mg avec un 

fac teur  de pur1 f i c a t l o n  de 140. 

C) CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 66 

C e t t e  gel  f i  1  t r a t i o n  permet d  ' é l i m i n e r  l e s  d e r n i e r s  contaminants 

r e s t a n t  après chromatographie sur  0.E.A.E r r i s a c r y l  M .  Le f a c t e u r  de pu- 
- 1  

r i f i c a t i o n  e s t  de 145 pour une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 17 U .  mg . 

C e t t e  étape e s t  nécessa i re ,  même s i  l e  f a c t e u r  de p u r i f i c a t i o n  ob- 

tenu p a r a i t  f a i b l e ,  ca r  e l l e  permet de p a l l i e r  l e s  v a r i a t i o n s  p o s s i b i e s  

pouvant i n t e r v e n i r  l o r s  ae l a  chromatographie sur  D.E.A.€ T r i s a c r y l  M .  

L ' i n t é r ê t  de ce procédé de p u r i f i c a t i o n  r é s i d e  s u r t o u t  dans l e  

fa1 t que 1  ' on  o b t i e n t  i e  complexe ma1 t a s e / g l  ucoamyldse, l i b r e  ae t o u t e  

a c t i v i t é  saccharase. C e t t e  d e r n i è r e  e s t ,  en e f f e t ,  g l i m i n é e  a i n s i  que 

1 ' a c t i v i t é  mal tase qui  l u i  e s t  assoc iée ,  au cours Je 1  'é tape de D .  E . A . E  

T r i s a c t y l  M. 

Au cours  des d i  f f d ren tes  p u r i  f i c a t i o n s  r é a l i s é e s  , nous n  'avons pas 

mis en év idence une sépa ra t i on  des a c t i  v i  t é s  mal t a s e  e t  "mal t i  t o i  - 
hyd ro lase  ". E l l e s  sont  p rdsentes ,  quelque s o i t  l e  s t a d e  de p u r i  f i c a t i o n ,  

dans un r a p p o r t  cons tant .  02s a p r é s e n t ,  nous pouvons émet t re  1 'hypochè- 

se d 'une hyd ro l yse  du m a l t i  co l  par  l e  complexe mal tase/g lucoamylase.  



d)  CON TRUL! D l  I IURE r l  

AprPs chromatograp.5l e sur Sépharosr GO, 1 c complexe m d l  t a s e /  q l u -  

coamylase ayant  une a c t i  v i  t é  "mal t i  t o l  -hydro l  ase" es t  homogène en 61 e c t r o -  

phorPse sur ge l  de S.0.S - po lyacry lamide.  

La f i g u r e  9, page 51 i l l u s t r e  1 ' 6 v o l u t i o n  de l a  p u r i f i c a t i o n  de- 

p u i s  l ' e x t r a i t  b r u t  SI fusqu 'a  I ' é tape  u l t i m e  de ge l  f i l t r a t i o n .  On peut 

no te r  que l e s  premières étapes de p u r i  f i c a t i o n ,  c e n t r i  fugat ions  e t  d i -  

g e s t i o n  A l a  ~ a p a i n e ,  permet ten t  d'éliminer + nombreuses pro té ines  con- 

taminantes.  

îJ Immunoélectrophorèse 

La présence d 'un  a r c  unique de p r é c i p i t a t i o n  en ~mmunoélectrophorèse 

uni d imens ionne l l e  ( f i g u r e  10 page 5 2  ) e t  d ' u n  p i c  unique en b id imensionnel  1 e 

( f i g u r e  11 p a g e 5 3 ) d é m o n t r e  l a  p u r e t é  lmnunochimique du complexe 

enzymatique obtenu après gel  f i l t r a t i o n .  

En immunoélectrophorése b i d i m e n s i o n n e l l e  ( f i g u r e  11 ,  page 5 3  ) ,  on 

peut  n o t e r  1 ' i n t é r ê t  de I ' é tape  de ge l  f i l t r a t i o n  qui  permet b i e n  d ' é l i -  

miner quelques contaminants r e s t a n t  après 1 ' é t a p e  de O.  E .  A. E .  r r i s a c r y l  14. 

e) EXTENSION OU PROCEOE D E  PURIFKCATKON AU RAT AXEHIQUE ET AU CHIEN 

1) Rat axénique 

Le procedé de p u r i f i c a t i o n ,  mis au p o i n t  s u r  l e  r a t  normal ,  a é t é  

a p p l i q u é  au r a t  axénique de façon a v o i r  s i  ce  d e r n i e r  posséda i t  l e  même 

p o t e n t i e l  enzymatique e t  en p a r t i c u l i e r  un complexe mal tase/q lucoamylase 

analogue à ce lu^ d é c r i t  chez l e  r a t  normal .  

Avant de donner l e s  résu l  t a t s ,  i l  e s t  nécessa i re  de n o t e r  que l e  t r a i -  

tement de 1 ' i n t e s t i n  a é t é  m o d i f i é  en un p o i n t  par  rappo r t  2 l a  méthode déc r l  t e  

page 26 . En e f f e t ,  l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  de r a t  axénique,  ne t tement  

p l u s  f r a g i l e ,  se  desquame t r è s  f a c i l e m e n t .  C ' e s t  pou rquo i ,  au l i e u  de dé- 

couper e t  décaper 1 ' i n t e s t i n ,  nous avons p r é f é r é  1 ' homog~né ise r  t e l  que l .  



- 1 - Surnageant S 
1 

- 2 - Surnageant 5  
2 

- 3 - Pic I en s o r t i e  de D . E . A .  E Trisacryl  M 

- 4 - Pic V en s o r t i e  de D . E . A .  E .  Tr isacryl  M 

- 5 - S o r t i e  de Sépharose 68 
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- 1 - A n t i s é r u m ' t o t a l  

- 2 - Ant isérum " s p é c i f i q u e '  



UN ANTI SÉRUM TOTAL, 

A )  S u r n a g e a n t  S 1  

8 )  S u r n a g e a n t  S 2  

C )  S o r t i e  d e  D . E . A . E .  T r i s a c r y l  M .  ( p i c  V I  

D )  S o r t i e  d e  S é p h a r o s e  6 8  



A p a r t i r  de r a t s  axéniques,  o n  obtient J o  resu l  t d t ~  s i m i l , i l  :] 

ceux obtenus à p a r t i r  de r a t s  110rmaux. L e s  comportement.s chrolndtographlq,,,, 

des a c t i v i t é s  ma l tase  e t  " m a l t i t o i - h y d r o  l ase "  s o n t ,  en e f f e t ,  i den t l qucs .  

En f i n  de p u r i f i c a t i o n ,  on o b t i e n t  une m a l t a s e / g l u c o m y l a s e  ayant une ac- 
- 1  

t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 15 U. mg e t  ne p résen tan t  pas d ' a c t i v i t é  saccha- 

rase. De p l u s ,  l e  r a p p o r t  R1 r e s t e  constant  au cours  de l a  p u r i  f i c a t i o n ,  

i l  e s t ,  d ' a i l l e u r s ,  p ra t iquement  i d e n t i q u e  à c e l u i  obtenu à p a r t i r  de 

r a t s  normaux ( R 2 0 , l ) .  

On peut  donc c o n c l u r e  que l e  r a t  axénique possède une mal t ase  qui  a ,  

non seulement , l e  même comportement que l e  complexe maltase/glucoamylase 

de r a t  normal ,  mais possède aussi  une a c t i v i t é  " m a l t i t o l  hydro lase" .  

L ' h y d r o l y s e  du mal t1  t o l  n  ' e s t  donc pas ,  comme 1  'affirment c e r t a i n s  au teu rs  

( 9 5 ,  1 2 1 / ,  exc lus ivement  r é a l i s é e  par l a  m i c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e .  

2) Chien 

Nous avons essayé d ' i s o l e r  un complexe mal tase/g lucoamylase dans 

l e  bu t  de comparer ce  système enzymatique à c e l u i  obtenu à p a r t i r  du r a t ,  

pour e n s u i t e ,  dégager d ' é v e n t u e l l e s  v a r i a t i o n s  en f o n c t i o n  de 1  'espèce 

animale.  

Les morceaux d ' i n t e s t i n  u t i l i s é s ,  d 'une longueur de 4 à 5 cm,ont é t é  

t r a i t é s  de l a  même manière qu 'un  i n t e s t i n  de r a t  ; ( p r o t o c o l e  d é c r i t  

page 26 ). 11s nous o n t  & té  f o u r n i s  pdr l a  s o i c é t é  ROQUETTE F rè res .  

En ce  qu i  concerne l e s  rappo r t s  d ' a c t i v i t é s ,  R e t  R on ne remar- 1  2' 
que pas de d i f f é r e n c e s  s l p n l  f i c d t i  ves ( t a b l e a u  X page 55 ) avec ceux 

obtenus à p a r t i r  de r a t s .  Par c o n t r e  l e s  a c t i v i t é s  t o t a l e s  mal tase,  

n ~ l t l  t o l  hyd ro lase "  e t  saccharase sont  e n v i r o n  3 f o i s  p l u s  f a i b l e s .  

C ' e s t  en é t u d i a n t  1  ' a c t i o n  d e l a  papaïne,  que 1  'on s ' e s t  aperçu 

que l ' a c t i v i t é  ,nal tas iquechez l e  c h i e n  e s t  t r è s  s e n s i b l e  à l a  q u a n t i t é  

de p ro téases  a j o u t é e s  l o r s  de l a  s o l u b i l i s a t i o n  des d isacchar idases 

i n t e s t i n a l e s .  Par c o n t r e ,  chez l e  r a t  nous n'avons pas mis en évidence de 

phénomène semblable. En e f f e t ,  s i  on examine l a  f i g u r e  12,page 56 , on 

remarque que, pour  l e  r a t ,  à p a r t i r  d 'une c e r t a i n e  q u a n t i t é  de papaïne 1  'ac- 

t i v i t é  ma l tase  es t  s t a b l e .  A 1 'opposé, l e s  p r o t é i n e s  s o l u b i l i s d e s  du c h i e n  

semb1,ent & t r e  dénaturées pa r  un excès de pro téase.  
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( 1 )  q u a n t i t é  de papaïne a j o u t é e  à 3 g  de c u l o t  humide après l a  l è r e  

c e n t r i f u g a t i o n  ( v o i r  t r a i t e m e n t  de l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  f i g u r e  6 page 

( 2 )  A c t i v i t é  mal tase  t o t a l e  présente  dans l e  surnageant S2 



Par 1 d  sui t c ,  nou' , l vons  ?ssai/<i r l ' i  saler cin ~ o ~ n p l c ~ u c ~  ri.qlt t s r B , r ~ l c ,  

coamylase sans ~ c t i  V I  t e  ~ a c c h ~ a r a s e  c:ri ut1 l i s a n t ,  comme puclr l t ,  r ~ ~ t .  I I 

chromatographie sur 0. E .  A .  L .  rrr sacryl  M. Le compurtemrfit d r s  di S , I (  c t i ,~  

r idases  de ch ien  e s t  to ta lement  dr f f é r e n t  de c e l l e s  du r a t .  Ouelque soi t  

l e  gradient  de pH ou de force  ion ique  u t i l i s é ,  ce  procédé ne nous J 03s  

permis de sdparer l e s  a c t i v i t é s  mal tase  e t  saccharase. 

A ce  s t a d e ,  on peut se poser l e  problème de 1 ' e x i s t e n c e ,  dans l e s  

fragments i n t e s t i n a u x  u t i l i s é s ,  d 'un  complexe maltase/glucoamylase analogue 2 

c e l u i  de r a t .  

1 1 )  CARACTERISATION DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE 

a) POINT ISOELECTRIQUE 

Le po in t  i s o é l e c t r i q u e ,  obtenu par i s o é l e c t r o f ~ ~ d l i ~ d t i ~ n  en ve ine  

l i q u i d e ,  se  s i t u e  aux environs  du pH 4 ,1  ( f i g u r e  15 ,page 58 1 .  

17) MASJ"E MOLECULAIRE 

Par chromatographie de tamisage moléculaire  sur  Sepharose 6 0 ,  l a  mas- 

s e  molécu la i re  du complexe maltase/glucoamylase a é t é  es t imée à 220 K D .  

C e t t e  valeur  e s t  vo i s ine  de c e l l e  obtenue par d ' a u t r e s  au teurs  qui l a  

s i t u e  à 24û KO ( 82 ). 

c) PROPRIETES ENZYNA TIQUES 

1 )  ph' optimum 

Les r é s u l t a t s  sont  i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  14 page 59 . On remarque 

que l e  p r o f i l  p résen te  aprPs un maximum, un épaulement que ce  s o i t  pour 

1  ' a c t i  v i t 4  mal tase  ou m a l t i t o l  hydrolase .  

2) s t a b i l i t é  .A l a  température 

La s t a b i l i t é  à l a  température a é t é  mesurée à SS°C car i l  a  é t é  

démontré que contrairement au  complexe saccharase/ isomal tase ,  l a  mal tase /  

glucoamylase é t a i t  t h e î m o r é s i s t a n t e .  

Tout d 'abord,  l ' a c t i v i t é  "mal t i to l -hydro lase"  a  l e  même compor- 

tement que 1  ' a c t i  v i t 4  mal tase .  Par c o n t r e ,  l a  saccharase ne  r é s i s t e  pas 

à l a  température ( f i g u r e  15,  page 60 I ,  en e f f e t ,  l e  complexe saccharase/ 

i s o m a l t a s e  e s t  dénaturé,  A 5S°C, én  moins de J O  minutes .  
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STABILITE A 5S°C DE L 'ACTIVITE MALTASE 



Nous avons e n s u i t e  e t u d i é  l a  s t a b i l i t é  de 1  ' a c t i v i t é  maltase 

a  d i f f é r e n t s  s tades  de p ~ r i f l c a t i o n .  On cons ta te  sur la f i g u r e  1 6 ,  page 

que : 

- 60 p. 100 de 1  ' a c t i v i t é  mal tase  présente  dans un surnageant S 2  s o n t  

s t a b l e  à 55OC au bout de 2 heures .  I l  faut  no ter  que 1 'or! se  t rouve ,  

dans un S  en présence d'un mélange de p lus ieurs  systèmes enzymatiques 
2' 

ayant une a c t i o n  sur l e  mal tose .  On peut  c i t e r ,  e n t r e  a u t r e  enzyme, l e  

complexe saccharase/ isomal tase  qui e s t  dénaturé en moins de J O  minutes .  

- 95 p.100 au minimum de 1  ' a c t i v i t é  mal tase  présen te  dans l a  f r a c t i o n  V 

de 0 . E . A . E  Tr i sacry l  M r é s i s t e n t  à l a  température .  

A p r i o r i ,  on peut  conclure  que l  ' a c t i v i t é  mal tase  l i é e  au 

complexe saccharase/ isomal tase  e s t  d é t r u i t e  par l a  cha leur ,  a l o r s  que 

c e l l e  qui assoc iée  au complexe maltase/glucoamylase e s t  s t a b l e  à 5S°C. 

cr j ch i en  

Une é tude  s i m i l a i r e  a  é t é  é f f e c t u é e  sur  l e s  enzymes de l a  mu- 

queuse i n t e s t i n a l e  de chien .  La f i g u r e  17, page 62 montre b ien  que 1 ' a c t i -  

v i t é  mal tase ,  présente  dans l e  surpageant S e s t  s e n s i b l e  à l a  tempéra- 
2 ' 

t u r e .  Seulement 20 à 25 p .  100 de 1  ' a c t i v i t é  r é s i s t e n t  2 heures  à 55°C. 

Par a i l l e u r s ,  aucune f r a c t i o n  en s o r t i e  de D . E . A . E  Tr i sacry l  M n p  

présen te  une s t a b i l i t é  analogue à c e l l e  du complexe rnaltase/qlucoamylase 

de r a t .  

S i  c e  complexe mal tase /g lucoamylase  e x i s t e  chez l e  c h i e n ,  l e s  

r é s u l t a t s  obtenus peuvent t5tre e x p l i q u é s ,  s o i t  par l a  présence du complexe 

en t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é ,  s o i t  par un comportement t o u t  à f a i t  d i f f é r e n t  de 

c e l u i  i s o l é  chez l e  r a t .  

3)  paramètres c i n é t i q u e s  

a) en fonct ion  de 1  ' é t a p e  de p u r i ' f i c a t i o n .  .......................................... 
Nous avons,  t o u t  d 'abord,  é t u d i é  l e s  paramètres c i n é t i q u e s ,  

v i s - à - v i s  du mal tose  e t  du m a l t i t o l ,  en fonc t ion  du s tade  de p u r i f i c a t i o n .  

En e f f e t ,  i n i t i a l e m e n t ,  on s e  t rouve  dans l e  cas d 'un  mélange de complexes 

enzymat iques  dont p lus ieurs  présen ten t  une a c t i v i t é  mal t a s e .  



A c t i v i t é  

m a l  Case res i  duel le 

I I 
I w 

30 6 0 90 '*O Temps ( m i n )  

FIGURE 17 
- 
- , = O = , = # =  

, . I I  

STABILITE A 55°C DE L 'ACTIVITE MALTASE 
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On peut remarquer, t ab leau  X I ,  page 64 , que l a  v i t e s s e  maximale de reac-  

t i o n  r e s t e  constante  a l o r s  que 1 ' a f f i n i t d .  v i s - à - v i s  des deux rcipes de 

s u b s t r a t s ,  augmente. Ce phénomene Peut ê t r e  e x p l i q u e  en p a r t i e  par  l a  

d i s p a r i  t i o n  p rog ress i ve  de l a  c o n t a m i n a c ~  on due au complexe saccharase/ 

i somal tase l o r s  de l a  p u r i  f i c a t i o n  du système m a l t a s e / g l ~ ~ ~ a m y l a s e .  

p )  Comparaison : r a t s  normaux e t  r a t s  n o u r r i s  au l y c a s i n "  80/55 ---------_-----_--_--------------------------------------------- 
Cet te  é tude a  é t é  e f f e c t u é e  dans l e  b u t  de déterminer s  ' i l  e x i s -  

t a i t  une forme d ' a d a p t a t i o n  de l a  m a l t a s e / y l u c o a m y l a s e ~ ~  l a  compos i t ion  du 

rég ine  a l i m e n t a i r e  chez l e  r a t .  

A l a  vue du tab leau X I I ,  page65 , on peut  conc lure  que l es  para-  

mètres c i n é t i q u e s  v i s - à - v i s  du mal tose e t  du m a l t i t o l  ne v a r i e n t  pas en fonc-  

t i o n  de l a  d i è t e .  De plus,nous avons comparé l e  p o t e n t i e l  enzymatique mal- 

tase e t  " m a l t i t o l - h q d r o l a s e "  d 'un  r a t  normal e t  d ' un  r a t  n o u r r i  au l y c a s i n 8  

80/55. A ce n iveau non p l  us,  i l  n  ' y  a  pas de d i f f é r e n c e .  

La présence de mal t o o l i g o s a c c h a r i  des hydrogénés dans une di  è ~ e  

n ' i n f l u e n c e n t  en aucune manière l e  complexe mal tase/g lucoamylase.  

Y )  Comparaison : r a t s  W is ta r  e t  Sprague Dawley .............................................. 

Les é tudes ,  i n  v i v o ,  e f f e c t u é e s  par l a  s o c i é t é  ROQUETTE Frères 

sont r é a l i s é e s  sur des r a t s  Sprague Dawley ; a l o r s  que d ' a u t r e s  t ravaux ,  

e t  notamment ceux r é a l i s é s  au Japon se f o n t  à 1  ' a i d e  de r a t s  de race  

Wis ta r .  C ' e s t  pou rquo i ,  même s i  c e l a  pa ra l  t év ident ,  nous avons vou lu  

comparer l e s  paramètres c i n é t i q u e s  de ces deux 1 ignées.  

Les r é s u l t a t s ,  résumés dans l e  t a b l e a u  X I I  page 65 , montrent  

que l a  l i g n é e  n ' a  pas d ' i n f l u e n c e  sur  1  ' h q d r o l y s e  du mal tose e t  du m a l t i t o l .  

6) Comparaisons : r a t s  normaux e t  r a t s  axéniques ------------------------------------------------ 
Le r a t  axén ique e s t  un modéle de l a b o r a t o i r e  b ien  souvent  u t i l i -  

sé  l o r s  de 1 ' é tude  de l a  m i c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e  e t  de son a c t i o n .  

Nous avons dé jà  mis  en évidencepage 5 4 ,  que l e  r a t  axénique possède 

un complexe mal tase/g lucoamylase analogue à c e l u i  d ' u n  r a t  normal .  

Les r é s u l t a t s  obtenus,  t ab leau  XIII, page 65 , mont rent  que l e s  a f f i n i t é s  

du complexe de r a t  axén ique v i s - à - v i s  des s u b s t r a t s  mal tose e t  m a l t i t n l  sont  



TABLEAUX X I  : PARAMETRES CINÉTIQUES EN F O N C T I O N  DU STADE DE - -. =. =. =,=*  = < . . . ,  
P U R I  F I  C A T I O N  DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE 

MAL TUS E MAL T i  TOL 

' A p r è s  O. E .  A .  E . 1 , 3  . 200 : 156 ' 30 : 15 . 0,SO . 

: A p r è s  Sépharose 
68 

. 1 , 2  : 200 : 167 : JO : 14 : 0 ,47  : 



TABLEAU XI 1 : GYPARAISC~U E S  PWÈTRES CINÉTIQLES CE RATS - -i=i=,,,=r=.=,= 
9 . I  O , . ,  

!$RAGE DWY NofMAlJX ET NOURR 1 S AU L Y m  IN' 

ET E S  RATS W1 STAR 

HAL TUS E MAL T I  TOL 

.- . -  
K p. K V 

m 'max m max 

:Rat Sprague 
: Dawl ey 2,5 

:Rat  Sprague 
' Dawley nourr i  ; 
: au  Lycasin' 

' R a t  Wistar  

MALTOSE MAL T I  TOL ----------------.---------------------------.-----------------------------. 

- 

: Rat normal : 1 , 2  200 J O  1 5  

: Rat axénique : 1 , 4 5  100 3 O 8 



i d e n t i q u e s  d c e l l e s  de r a t s  normaux, par contre l e s  v i t e s s e s  d1hydrolVse  

sont  deux f o i s  p lus  f a i b l e s .  C e t t e  d i f f é r e n c e  pourra i t  6 t r e  due à un 

renouvell tment p lus  l e n t  des en térocy tes  des r a t s  a x é n i q ~ e s .  

4 )  I n h i b i t i o n  c r o i s é e  

Les r é s u l t a t s  obtenus jusqu 'à présent  sont  e n  faveur d'un ensem- 

b l e  moléculaire homogène hydrolysant  maltose e t  mal ti toi. I l  r e s t e  ce- 

pendant à démontrer 1 ' i d e n t i t é  du ou des s i t e s  c a t a l y t i q u e s  hydroly- 

sant  ces  deux s u b s t r a t s .  

Le tableau X I V ,  page 67 , donne l e s  va leurs  expérimentales obte- 

nues e t  en p a r a l l è l e  l e s  valeurs  théor iques  dans l e s  deux hypothèses 

p o s s i b l e s  : 1  s i t e  - 2 a c t i v i t é s  ou 2 s i t e s  - 2 a c t i v i t é s .  Les résul -  

t a t s  obtenus nous permet tent  d '  a f f i r m e r  que 1  ' hydro lyse  du maltose 

e t  du m a l t i t o l  s ' e f f e c t u e  au n iveau d'un même s i t e  c a t a l y t i q u e .  I l  

faut  cependant reconnai t r e  que 1  ' a f f i n i t é  e t  l a  v i t e s s e  maximale d'hy- 

dro lyse  sont plus fa ib lespour  l e  m a l t i t o l  que pour l e  maltose ( r e s p e c -  

t ivement  20 ou 10 f o i s  moins ) .  

5) ac t ion  des i n h i b i t e u r s  

Jusqu'à p r é s e n t ,  l e  système enzymatique a  é t é  carac tér i sé  par ses 

paramètres c i n é t i q u e s  c l a s s i q u e s  : Km e t  Vmax. 

S ' i l  e x i s t e  e f f e c t i v e m e n t  un seul  s i t e  de c a t a l y s e ,  l e s  i n h i b i t e u r s  

doivent  agir  de l a  même façon quelque s o i t  1  ' a c t i v i t é  enzymatique. 

Lès r é s u l t a t s  sont  résumés par l e  tableau X V ,  page 68 

On peut  remarquer que : 

- l e  mal tose  e t  l e  m a l t i t o l  s e  comportent comme des i n h i b i t e u r s  

mmpkt i  ti f s  1  'un  v i s - à -  v i s  de 1  ' au t re .  

- 1  ' i s o m a l t i t o l  e t  l a  6 - gl uconolactone i n h i b e n t  de façon iden-  

t i q u e  l e s  a c t i v i t é s  matcase e t  " m a i t i t o l  - hydrolase" 
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6 )  Act ion du système enzymatique mal t a s e /  "mal ti  t o i  hydrolase" 

sur des analogues s t r u c t u r a u x .  

C e t t e  é tude  de l a  v a r i a t i o n  des paramhtres c i n é t i q u e s  a  é t é  r é a l l -  

sée  pour deux ra i sons  p r i n c i p a l e s  : 

- l e  Lycasine 80/55  renferme des homologues supér ieurs  du  m a l t i t o l  

- l a  mal tase  e s t  tou jours  assoc iée  A une a c t i v i t é  glucoamylase. 

Les r é s u l t a t s  sont  rassemblés dans l e  t a b l e a u  X V I ,  page70. 

En c e  qui  concerne l e s  s u b s t r a t s  s y n t h é t i q u e s ,  n i  l e  Naphtyl - 
a-  D - glucopyranoside n i  l e  methylumbel l i  f e r y l  - a - glucopyranoside 

ne sont  hydro lysés  par l e  complexe maltase/glucoamylase.  Par contre  

l e  p -n i t rophenyl  - a  - D - glucopyranoside e s t  dégradé. Sa constante  

d ' a f f i n i t é  ( K m  = 6'7 mM) e s t  in t e rméd ia i re  e n t r e  c e l l e  du maltose 

( 1 ' 3  mM) e t  c e l l e  du m a l t i t o l  ( J O  m M ) ,  a l o r s  que sa v i t e s s e  maximale 

de réac t ion  e s t  semblable à c e l l e  du m a l t i t o l  ( respec t i vemen t  13 e t  
-1 

15 n.moles.min. ). Ce phénomène peut ê t r e  e x p l i q u é  par l ' encombre-  

ment s t é r i q u e  pl us important  des groupements naphtyl  e t  méthyl umbel- 

1  i f e r  y1 . 

Quant aux 01 igosaccharides  t e l s  que mal t o t r i o s e ,  mal t o t r i i t o l  , 

ml t o p e n t a i t o l  e t  mal tohep ta i  t o l ,  p l u s i e u r s  remarques son t  à f a i r e  : 

- l e u r  a f f i n i t é  e s t  p lus  grande que c e l l e  du mal tose  

- l e u r  v i t e s s e  g loba le  de r é a c t i o n  e s t  inversement proportion- 

n e l l e  au nombre d ' u n i t é  g lucose  ; mais l a  l i a i s o n  a -  ( 1  - 4)- 
g lucos id ique  e s t  pratiquement hydro lysée  à v i t e s s e  constante .  

- i l s  produisent  une i n h i b i t i o n  par e x c è s  de s u b s t r a t  ( r e s p e c t i  - 
vement à p a r t i r  d e  1 , l  - 1 ' 5  - 1 , 3  e t  1 ' 3  mM) 

1 1 1 LOCALISATION Du COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE 

Nous avons e s s a y é  de déterminer  s i  l e  complexe maltase/glucoamylase 

é t a i t  r é p a r t i  uni  formément l e  long de 1  ' i n t e s t i n  ou au c o n t r a i r e  l o c a l i s é  

dans c e r t a i n e s  rég ions  du t r a c t u s  d i g e s t i f .  Pour c e l a  nous avons u t i l i s é  

deux méthodes d i  f f é r e n t e s  : 

- l e  dosage d e  1  ' a c t i v i t é  enzymatique présen te  dans l e  surnageant 
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S 2  de chaque fragments i n t e s t i n a u x  de 2 a  3 cm de longueur .  

- l a  l o c a l i s a t i o n  de l a  f luorescence dans des coupes l n t e s t l n a l e s  

de 7 p n  espacées l es  unes des a u t r e s  de 2 à 3 cm, e t  c e l a  après r é a c t l o n  

immuni t a i r e  au  moyen & 1  ' a n t i s é r u m  spéci f i  que ' a n t i  -5épharose 6 8 " e t  d ' a n t i  - 

a n t i c o r p s  de l a p i n  marqué au F . I .  r. C.  

a )  PAR DOSAGE ENZYMATIQUE 
-- 

La r é p a r t i t i o n  de 1  ' a c t i v i t é  n ' e s t  pas homogène comme on peut  l e  

remarquer f i g u r e  18 ,  page 72 . L'h i  stogramme de 1  ' a c t i  v i  t é  mal tase  

montre en e f f e t  que c e t t e  d e r n i è r e  e s t  l o c a l i s é e  de façon d i f f u s e  l e  

long de 1  ' i n t e s t i n .  D'une façon g loba le ,on  peut  d i s t i n g u e r  3 zones où 

1  'activité e s t  p l u s  impor tan te .  E l l e s  se s l t u e n t  dans l e  jéjunum, dans 

l a  réq lon  j e j u n o - i l é a l e  e t  dans 1  ' i l é o n .  

b )  PAR IMMUNOFLUORESCENCE 

On peut  observer  ( f i g u r e  1 9  , page 74 ) que l es  coupes i n t e s t i n a l e s  

t r a i t é e s  c o n t r e  un a n t i s é r u m  t o t a l  p résen ten t  une f l uo rescence  i n t e n s e  

dl f f u s e  e t  d i spe rsée ,  con t ra i remen t  à c e l l e s  t r a i t é e s  c o n t r e  un a n t i -  

sérum d 'un  l a p i n  non immunisé. On cons ta te  auss i  que l e  maximum de 

f luorescence se t r o u v e  l o c a l i s é  au n iveau de l a  bo rdu re  en brosse.  

Les amas f l u o r e s c e n t s  que 1  'on remarque à 1  ' i n t é r i e u r  des v i l l o s i t é s  

son t  dus à l a  présence de macrophages. 

Dans l a  f i g u r e  20 ,  page75 on peut  observer  que 1  ' i n t e n s i t é  de 

f luorescence e s t  v a r i a b l e  en f o n c t i o n  du fragment i n t e s t i n a l  dans 

leque l  l a  coupe a  é t é  e f f e c t u é e .  

A i n s i ,  nous avons essayé d ' é v a l u e r  1  ' i n t e n s i t é  de l a  f luorescence 

de chacune des 20 coupes. Nous en avons e n s u i t e  dégager un p r o f i l  qui  e s t  

rep résen té  dans l a  f i g u r e  21 , page 76 . A ce n i v e a u ,  i l  e s t  nécessa i re  

de p r é c i s e r  que l a  mesure de 1  ' i n t e n s i t é  de f luorescence n ' e s t  pas t r è s  

p r é c i s e ,  i l  s ' a g i t d ' u n e  méthode d ' é v a l u a t i o n  e f f e c t u é e  en comparant 

l e s  coupes 1  es unes aux a u t r e s .  On peut  quand même remarquer qu ' o n  

r e t r o u v e  t r o i s  zones où l a  f l uo rescence  e s t  p l u s  i n t e n s e .  E l l e s  s e  s i -  

t u e n t  dans l e  jé junum, dans l a  r é g i o n  j é j u n o  i l é a l e  e t  dans 1  ' i l é o n .  

C e p e n d a n t ' i l  e s t  d é l i c a t  de superposer ce  p r o f i l  avec c e l u i  obtenu 

après l e  dosage de I ' a c t i v i t é  enzymatique. En e f f e t ,  non seulement 1  'éva-  

l u a t i o n  de l a  f l uo rescence  e s t  peu p r é c i s e ,  mais auss i  l a  coupe de 7 pm 
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a . . .  

COUPES INTESTINALES DE RAT 

( E s t i m a t i o n  v i s u e l l e  e f f e c t u é e  par  4 personnes)  



ne représente ,  peut t t r e  pas l e  fragment ~ n t e s t l n a l  dans lequel  e l l e  a 

été e f f e c t u é e .  De p l u s ,  i l  f au t  a jou ter  que ces coupes ont c'té réalisées 

sur un même animal, a lors  que 1 ' a c t l v l t é  enzymatique J é té  déterminée à 

p a r t i r  de 3 animaux. 

En conclus ion,  nous avons jusqu'à présent i s o l é , à  p a r t i r  de la bor- 

dure en brosse  d e  1  ' i n t e s t i n  de r a t ,  l e  complexe maltase/giucoamylase 

qui hydrolyse  l e  maltose e t  l e  m a l t i t o l  au niveau d'un même s i t e  de ca- 

ta1  yse.  C e t t e ,  enzyme, du f a i t  de  son a c t i  v i t d  glucoamylase hydrolyse 

l e s  mal t o o l i  gosaccharides qu ' i  1 s  s o i e n t  hydrogénés ou non. La l o c a l i -  

s a t i o n  de ce complexe, semble d i f f u s e  l e  long de 1 ' i n t e s t i n  g r ê l e ,  mais, 

à p r i o r i , i l  e x i s t e  des zones où e l l e  se  t rouve en p lus  grande quant i té .  

Nous a l l o n s  maintenant nous a t tacher  à un aspect  plus appl iqué,  à 

s a v o i r  : l a  dégradation du l y c a s i n 8  8 0 / 5 5  e t  du m a l t i t o l  dans 1 ' i n t e s t i n .  



B) ETUDE, I N  VITRO,  DE LA DEGRADATION 

DU LYCASIN' 80 /55  ET DU MALTITOL 
A 

Les travaux e f f e c t u é s  jusqu 'à présent sur l e  complexe maltase/ 

glucoamylase se  s i t u e n t  dans l e  contex te ,  plus général, d'une étude de 

l a  d iges t ion  du l y c a s i n 6  80/55 qui cont ien t  plus de 50 p. 100 de m a l t i t o l .  

C  ' e s t  pourquoi, nous nous proposons d'examiner : 

- 1 - l ' a c t i o n  du complexe maltase/glucoamylase sur l e  ma l t i t o l  

e t  l e  l y c a s i n m  80/55, en comparaison avec l e  maltose e t  l e  

s irop de glucose 545 qui permet d 'ob ten ir  par hydrogénation 

l e  1ycasina 80/55. 

- 2 - 1 'ac t ion  de 1 ' a-amylase pancréatique qui peut notamment 

i n t e rven i r  au niveau de l a  dégradation des mal tooligosac- 

chari des. 

- 3 - l ' i n t e r v e n t i o n  éventue l le  de l a  micro f lore  dans l a  dégra- 

dation du m a l t i t o l .  

1 )  ACTION DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE SUR DIFFERENTS 
SUBSTRATS 

a )  C I N E T I Q U E S  DE TEMPS 

Le tableau X V I I ,  page 79 e t  l a  f igure 22 page 80 , i l l u s t r e n t  

l e s  r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de 1 ' é tude  de l a  dégradation du  c cas in" 80/55 

e t  du s irop de glucose 545. 

On peut constater  que : 

- a - Les oligosaccharides disparaissent  t r è s  rapidement qu ' i l s  

so ien t  hydrogénés ou non. 



TABLEAU - X V I I :  POURCENTAGE D'HYDROLYSE DU MALTOSE, DU SIROP DE 
- . = a = . = , = . =  

* a . , .  

GLUCOSE 545 ET DE LEURS HOMOLOGUES HYDROGSNÉS PAR 

: MALTOSE : MALTITOL : GLUCOSE OE 5 4 5  ) L Y c A S I N @ ~ U / ~ ~  



FIGURE 22 

HYDROLYSE DU L Y C A S I N ~  80/55 ( A )  

ET D U  S I R O P  DE GLUCOSE 545 ( B )  PAR LE 

COMPLEXE M A L T A S E  / GLUCOAMYLASE , 



- p - En ce qui concerne le'  casin in* 80/55, 1 'étape l i m i t a n t e  se 

s i t u e  au niveau du mal t i  t o l .  De ce f a i t  1 'hydrolyse t o t a l e  

nécessi t e  un temps d ' incubat ion p lus long. 

- Y - Le ma l t i  t o l  es t  dégradé beaucoup plus lentement que l e  

maltose, respectivement 32 e t  100 p. 100 après 8 h. d 'hydrolyse. 

Ces essais mettent donc en évidence 1 'hydrolyse enzymatique du lycasina 

80/55, e t  du mal ti t o l  q u ' i l  con t ien t .  Il fau t  cependant noter que ce dern ier  

e s t  lentement hydrolysé. 

On peut aussi remarquer qu'au bout de 4 heures, 1 'hydrolyse du mal- 

t i t o l  es t  envi ron 5 f o i s  plus f a i b l e  que c e l l e  du maltose ; a lo rs  que 
8 pour l e  l ycas in  80155 on note une dégradation 2 ,s  f o i s  p lus f a i b l e  que 

c e l l e  du s i r o p  de glucose. 

b) CINETIQUES EN PRESENCE DE MELANGE DE SUBSTRATS HYDROGENES ET 

NON HYDROGENES 

1 )  Mal tose-mal t i t o l  

La f i g u r e  23 , page 82 montre que 1 'hydro lyse du mal t i t o l  débute lo rs -  

q u ' i l  est  10 f o i s  p lus  concentré que l e  maltose. On confirme donc i c i  que 

l e  m a l t i t o l  e s t  un subs t ra t  hydrolysé t rès  lentement par l e  complexe 

mal tase/glucoamylase. 

2 )  s i r o p  de glucose 545 - l y cas inQ 80/55 

Dafis 1 e cas d'un mélange contenant 90 p. 100 de l ycas in  * 80/55 e t  

10 p.100 de s i r o p  de glucose 545, l a  présence de sucres hydrogénés, 

même en grande quan t i t é ,  ne semble pas mod i f i e r  1 'hydrolyse du s i r o p  

de glucose. En e f f e t ,  ce dern ier  est  dégradé A 100 p. 100 en 48 heures, 

a l o r s  que l e  l y c a s i n @ l  ' e s t  à 73 p. 100 ( f i g u r e  24, page 83 ). 

II ACTION DE L 'a-AMYLASE PANCREATIQUE 

i. ' a-amylase pancréatique es t  impl iquée dans l a  d iges t ion  de g lu-  

cides complexes, t e l s  que 1 'amidon e t  l e  glycogène. C'est pourquoi, nous 

avons t e s t é  ce  type d'enzyme sur l e  l ycas ine  80/55 e t  l e  s i rop  de glucose 

54 5. 
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FIGURE 24 

HYDROLYSE D'UN MELANGE ( CONTENANT 90p, 100 DE 

LYCASIN * 80155 ET 10 P 100 DE SIROP DE GLUCOSE 545 

Dans 1 ' encadré  : pourcentage d 'hydro lyse  de chacun des deux 

s u b s t r a t s  p r i s  sépa'remment 

s i r o p  de glucose 545 

A )   casin in" 80/55 



Tout dlabord,ni l e  maltose ni l e  ma l t i t o l  ne sont hydrolysés par 

les  a-amylases u t i l i s d e s  (a-amylases pancréati ques de porc puri f i ée s  - 

a-amylase pancréatique humaine non puri f i é e ) .  

Ensuite en comparant 1 'hydrolyse du 1 y cas ine80 /~5  à c e l l e  du 

sirop de glucose, on peut remarquer ( f i g u r e  25 page 85 ) que : 

Dans l e s  2 cas l e s  polymères supérieurs sont déqradds t r & s  

rapidement. 

Les produits d'hydrolyse du s i rop  de glucose 545 sont princi-  

palement l e  glucose e t  l e s  maltooligosaccharides dont l e  degré de 

polymérisation e s i  de 5 e t  6 .  

Quant au lycasin" 80/55, i l  n ' y  a pratiquement pas de glucose 

l i b é r é ,  l e  ma l to t r i i t o l  n ' e s t  pas hydrolysé e t  on peut noter l'appa- 

r i t i o n  de maltose en fa ib l e  quant i té .  

En f a i t  1 ' a-amylase pancréatique hydrcll yse préférent iel lement  la  l e r e  

e t  l a  2ème l i a i s o n a - ( l - r i )  - O - glucosidique à par t i r  d'une fonction ré- 

ductr ice e t  l a  Jème lnaison à p a r t i r  de l ' e x t rémi t é  rédui te  ( v o i r  page 16 ) 

Comme on peut l e  voir  f igure  26 , page 86 , l e  mai to tr i i to i  n ' a f -  

f ec t e  pas la dégradation de maltooligosaccharides par 1 'a-amylase pancré 

at ique ,contrairement à 1 ' cr -amylase s a l i v a i r e  (162,163) .rl en e s t  de même 

pour l e  mal ti t o l .  

On peut aussi no ter ,  que l o r s  d ' e s sa i s  avec 1 ' e x t r a i t  pancréatique 

e t  la  mal tase/glucoarnylase en mélange f igure 2 7 ,  page 87 nous n 'avons 

pas mis en évidence 1 ' e f f e t  a d d i t i f  de ces 2 types d'enzymes. Le complexe 

maltase / glucoamylase e s t  capable d'hydrolyser l e  lycasine 80/55. 

A priori,une dégradation préalable des polymères supérieurs ne favorise  

pas son action. Au contra ire ,  i l  semble que ce  complexe éprouve plus de 

d i  f f i c u l  t é s  à hydrolyser l e s  p e t i t s  polymères lorsque l e s  o l i  gosacchari des 

à plus haut poids moléculaire sont  absents.  Ces résu l ta ts  sont à rapprocher 

de ceux observés l o r s  des c iné t iques  d'hydrolyse du lycas ine  80/55 e t  du 

m a l t i t o l ,  A savoir une hydrolyse rcspectivement 2 , s  e t  5 f o i s  plus f a ib l e  

que c e l l e  de l eur  homologue non hydrogéné. 

I l  sembie donç y avoir  un e f f e t  d 'ac t iva t ion  qui s e ra i t  dû d l a  presence 

des polymères supérieurs dans lequels  l a  fonction alcool n'a que peu 

d ' i n f luence  sur l a  mise en conformation du complexe enzyme-susbtrat, ce 

qui ne sembe pas ê t r e  l e  cas pour l e  m a l t i t o l .  



FIGURE 25 : HYDROLYSE DU LYCASIN' 86/55 ( B I  E T  DU SIROP DE GLUCOSE 545 ( A ) ,  P A R  

UN E X T R A I T  DANCRÉATIQUE HUMA IN,  

( 1 )  T é m o i n  e n z y m e ;  ( 2 1  T é m o i n  s u b s t r a t ;  h y d r o l y s a t  a p r è s  1  h e u r e  ( 3 1 ,  

4 h e u r e s  ( 4 1 ,  2 4  h e u r e s  5 ,  4 8  h e u r e s  ( 6 1 ,  d ' i n c u b a t i o n  d 3 7 O  C .  



F I G U R E  26 : A C T I O N  DU MALTOTRI I TOL S U R  L I  H Y D R O L Y S E  

( 1 )  Témoin s i r o p  de g lucose 545 - 0 '85  p .  100 ( P / V ) .  

( 2 )  Témoin mal too l igosacchar ides - 0,85 p.  100. 

(3)  Témoin m a l t o t r i i t o l  - 0 '42  p.lOO. 

( 4 )  Témoin d 'hydro lyse  des mal t o o l  iqosacchar ides.  

( 5 )  Témoin mal t o t r i i t o l  

Hydrolyse des mal too l igosacchar ides  en présence de quant i  tés  

décroissantes de m a l t o t r i i t o l  (0.41 p .  100. O. 21 p.100. 0 .1  p .  1001. 



FIGURE 27 : HYDROLYSE DU LYCASIN. 80/55 ET DU SIROP DE GLUCOSE 545 ( 1  1 )  PAR 

~'a-AMYLASE PANCREATIQUE ( A )  E T  L E  C O M P L E X E  M A L T A S E  / G L U C O A M Y L A S E  (BI 

( 1 )  T é m o i n  & - a m y l a s e  p a n c r é a t i q u e  : A ;  ( 2 )  T é m o i n  m a l t a s e / q l u c o a m c / l a s e  : 8 ;  

( 3 )  e t  ( O )  T c m o i n  s u b s t r a t ;  h y d r o l y s a t  p a r  A ( 4 ) ,  p a r  D (S), p a r  A + 8 ( 6 ) ,  

p a r  A p u i s  p a r  B ( 7 ) .  



II 1 )  ACTION DE L A  MICROFLORE INTESTINALE 

ESSAIS  P R E L I M I  NAIRES SUR L ' U T I L I S A T I O N  DU MALT1 - TOL -- - -  PAR 

FLORE CAECALE 
Ces e s s a i s  prél iminaires  on t  é t é  en t repr i s  pour 3 raisons pr inc i -  

pales  : 

- 1 - Le dénombrement de l a  f l o r e  a  montré un doublement de l a  population 

aerobie  s t r i c t e  e t  f a c u l t a t i v e  contenue dans l e s  fécés de ra t s  nour- 

r i s  au l y c a s i n e  80/55 pas rapport à c e l l e s  de r a t s  normaux. 

Q - 2 - Lorsqu'un r a t  e s t  nourri  avec du l y c a s i n  80/55,  il passe par 

une période d 'adaptat ion qui s e  t r a d u i t  par 1  'augmentation du volu- 

me du caecum qui redev ien t  normal par l a  s u i t e .  

- 3 - Au cours des études sur  l e  complexe maltase/gIucoamyIase aucun 

phénomène d 'adaptat ion enzymatique n ' a  pu ê t r e  mis en évidence 

t a n t  sur  l e  plan po t en t i e l  d 'hydrolyse  que sur  l e  plan des para- 

mètres c iné t iques .  

Le tableau XViIIpage 89 , permet de su i v re  l a  dégradation des subs- 

t r a t s  e t  l e  développement de l a  population microbienne 

Si  on m e t  en para l l è l e ,  l e  développement bac t é r i en  e t  1  ' u t i l i s a t i o n  

des s u b s t r a t s ,  on peut remarquer que : 

- l e  glucose e s t  t r è s  rapidement u t i l i s é  par une f l o r e  en croissance 

exponent ie l  1  e .  

- l a  population bac tér i  enne s e  développe pratiquement de l a  même 

façon sur  maltose e t  m a l t i t o l .  

- l e  so rb i t o l  parai t  ê t r e  moins favorable à l a  croissance de l a  m i  - 

c r o f l o r e  caecale.  I l  f au t  cependant noter  que l e  sorbi t o l  produi t 

par l ' hydro l y se  du m a l t i t o l  e s t  u t i l i s é  au fur  et  à mesure de  son 



TABLEAU X V I  I I :  UTILISATION DE DI F F ~ R E N T S  SUBSTRATS PAR LA  =,=,=*= a = ' = ' =  
I I ,  * "  

M I C R O F L O R E  CAECALE DE R A T  
- , # = , = i = . = # = , = # = i = ~ = , ~ I ~ I ~ ~ ~ I ~ ~ ~ a ~ I ~ * ~ . ~ , ~ , ~  

* * . . * # # s * * a e s * ~ * ~ * . , ,  

CL UCOSE : SORBITOL : MAL TOSE : MALTIJOL : 

%'') I A T P ' ~ '  i % ATP % ATP i % A T  

( 1 )  : s u b s t r a t  r é s i d u e l  en  pourcentage par  rappor t  à l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  
p résen te  dans l e  m i l i e u  

( 2 )  : Concentra t ion  en A.rP. p résen t  dans l e  m i l i e u  exprimée en 10- ' lg .ml - l  

- TO - avan t  ensemencement 

- T l  - j u s t e  après  

- T 2  - Après 3 j ou rs  de c u l t u r e  

- T3 - Après 1 semaine 

- T4  - Après 2 semaines 



appari t ion.  I l  e s t  possf  b l e  que l e  sorb i to l  ne  permette pas une croissance 

iden t ique  d c e l l e  provoquée par l e  glucose ; par contre i l  s e ra i t  normale- 

ment u t i l i s é  par une f l o r e  en développement. 

IL s  ' a g i t  i c i  d ' essa i s  pré l iminaires ,  i l  s e r a i t  donc h â t i f  d'ap- 

por ter  des conclusions d é f i n i t i v e s  à par t i r  de ces r é su l t a t s .  I l  s e r a i t ,  

par contre , in téressant  de poursuivre c e t t e  étude de façon à déterminer 

s i  l a  présence de sucres hydrogénés i n d u i t  l e  développement d'une f l o r e  

par t i cu l i è re .  

I l  s ' a g i r a i t  a lors  de c a r a c t é r i s e r  l e s  souches i ndu i t e s  e t  de détermi- 

ner  l e s  produits de dégradation du ma l t i t o l  avec en para l lè le  une é tu-  
a3 

de de l a  f l o r e  caecale de r a t s  nourris  au lycas in  80/55.  



CONCLUS 1 ONS 

a )  Le complexe maltase/glucoamylase i s o l é  à par t i r  de l a  bordure 

en brosse de 1 ' i n t e s t i n  de r a t ,  a é t é  p u r i f i é  145 f o i s .  Jugé homogène 

en é lec t rophorèse ,  i l  présente  un a rc  unique de p réc ip i t a t i on  en immu- 

noél ectrophorèse.  

- Dans un premier temps, l a  s i m i l i t u d e  du comportement chromato- 

graphique des a c t i v i t é s  mal tase  e t  " m a l t i t o l  -hydrolase " a ins i  que 

1 ' i d e n t i t é  des paramètres enzymatiques (pH optimum, masse molécu la i re ,  

point i s o é l e c t r i  que, s t a b i l i t é  à l a  température) ,  ont  permis d ' a f f i r m e r  

que ces  2 a c t i v i t é s  son t  por tées  par l e  même support protéique. 

Les r é s u l t a t s  c iné t i ques  obtenus,  1 o r s  des expér i  ences d 'hydrolyse  en 

présence de 2 s u b s t r a t s  (mal tose  e t  m a l t i t o l )  e t  l o r s  des r éac t i ons  

d ' i n h i b i t i o n ,  montrent que maltose e t  mal t i t o l  s cn t  dégradés par l e  com- 

plexe maltase/glucoamylase au niveau d'un même s i t e  de ca ta l y se .  

- L ' a c t i v i t é  de ce  complexe s e  t rouve  r é p a r t i  l e  long de 1 ' i n t e s -  

t i n .  I l  e x i s t e  cependant des zones où l a  quan t i t é  d'enzyme e s t  p lus  

importante.  Nous n'avons pas réuss i ,par  l e s  techniques  de l o c a i i s a t i o n  

en immunofl uorescence, à démontrer s i  ces  zones é t a i e n t  constantes  ou s ' i  1 

s ' a g i s s a i t  d'une r é p a r t i t i o n  a l é a t o i r e  l i é e  à l a  biosynthèse des ce11 u l e s  

de l a  bordure en  brosse.  

5 )  Le complexe mal t a s e / g l  ucoamylase possède une large spéci fi c i t é  

d ' ac t i on  sur l e s  s u b s t r a t s  possèdant des l i a i s o n s  a - (1  -. 4)-g lucos i  - 
di ques. 

- L ' a f f i n i t é  e t  l a  v i t e s s e  maximale de réac t ion  vis-à-vis  du mal- 

t i t o l  son t  respect ivement  10 e t  20 f o i s  plus  f a i b l e s  que c e l l e s  du 

mal t o se .  . 

- Par con t re ,  en c e  qui concerne l e s  polymères supérieurs ,  l a  

présence d'une fonc t ion  a lcool  n ' a  pas d ' i n f l u e n c e  sur l e s  paramètres 

c iné t i ques .  De p l u s ,  l e s  mal tool igosaccharides  semblent avoir  un e f f e t  

a c t i v a t e u r  sur l a  dégradation du m a l t i t o l .  C e  phénomène peut ê t r e  ex-  



pl iqué par l e  f a i t  que l e s  polymères supérieurs  possèdent une confor -  

mation t r è s  vo i s ine  des subs t ra t s  na tu re l s  e t  permettent a i n s i  une mei l -  

l eu re  a s soc ia t i on  avec l e  complexe enzymatique. La probabi l i t é  d 'avo ir  

une bonne o r i e n t a t i o n  e s t  t r è s  largement diminuée dans l e  cas du m a l t i t o l .  

c )  D'un po in t  de vue plus métabolique, l e  r a t  possède l e  po t en t i e l  
8 enzymatique nécessa ire  à l a  dégradation du mal t i t o l  e t  du l y cas in  80/55. 

- En e f f e t ,  des e s s a i s  de d ige s t i on  i n  v i t r o ,  on t  montré que l e  

mal t i t o l  e s t  hydro lysé  par l e  complexe maltase/glucoamylase à 85 p.100 en 

48 heures. I l  fau t  cependant reconnaî tre  que c e t t e  hydrolyse e s t  n e t t e -  

ment plus f a i b l e  que c e l l e  du maltose ( respec t ivement  32 e t  100 p. LOO 

en  8 heures ) .  I l  apparai t de ce  f a i t  d i f f i c i l e  d ' a f f i rmer ,  comme 1 ' on t  

f a i t  c e r ta in s  au teurs  Q9,80), que l e  m a l t i t o l  e s t  acalorique.  

- Quant  à l a  dégradation du lycas inQ 80/55, l e s  polymères supérieurs  

son t  rapidement hydro lysés ;  1 ' é t ape  l i m i t a n t e  s e  s i t u a n t  au niveau du 

mal ti t o l  qui n é c e s s i t e  un temps d 'hydro lyse  plus  long.  

- P ar ail 1 eurs  , des e s s a i s  pré1 iminaires  on t  permis de cons ta t e r  

que 1 ' cr -amylase pancréati  que décompose 1 e 1 ycasine 80/55 en mal t o s e  

e t  en polymères supér ieurs  hydrogénés ou non. I l  n ' e x i s t e  cependant 

pas de synerg ie  e n t r e  a-amylase e t  complexe mal t a s e / g l  ucoamylase dans 
@ 

l a  dégradation i n  v i t r o  du 1 ycasin, l e  complexe mal tase /g l  ucoamylase 

é t a n t  capable d ' e f f e c t u e r  l a  t o t a l i t é  de 1 'hydro lyse .  

d )  E n f i n ,  nous avons pu montrer que l e  r a t  axénique possède pra- 

tiquement l e  même p o t e n t i e l  de dégradation du m a i t i t o l  e t  du lYcas inm 

80/55 que l e  r a t  normal. 

Cela implique,que 1 'hydro lyse  du mal t i t o l  n ' e s t  pas exclusivement réa- 

l i s é  par l a  m i c r o f l o r e  i n t e s t i n a l e  ( 9 1 ) .  

I l  fau t  cependant a j o u t e r ,  que l a  f l o r e  caecale  de r a t  semble capable 

d ' u t i l i s e r  l e  m a l t i t o l  en t a n t  que source carbonée. 

A in s i ,  au cours des di f f é r en t e s  expériences  e f f e c t u é e s ,  nous avons 

pu cons ta ter  que l a  dégradation du l ycas inQ  80/55 présente de nombreuses 



s i m i l i t u d e s  avec c e l l e  de 1 'amiaon. Mais l e s  r é s u l t a t s  obtenus sou- 

l è ven t  d 'au tres  problèmes r e l evan t  à l a  f o i s  de l a  recherche fondamen- 

t a l e  e t  appliquée.  

- D'une par t ,  dans l e  cadre du secteur  biochimique, i l  r e s t e  à 

é tud i e r  l a  conformation du complexe mal t a s e / g l  ucoamylase. I l  s e r a i t  

i n t é r e s s a n t  de comparer c e t t e  s t ruc tu re  à c e l l e ,  déjà connue, du 

complexe saccharase/isomal t a se .  Ce t t e  étude permet t ra i t  d e  savoir  

s ' i l  y a des sous-uni tés  e t  s  ' i l  e x i s t e  vraiment une a c t i v i t é  maltase 

d i f f é r e n t e  de 1 ' a c t i v i t é  glucoamylase comme l e  préconise c e r t a i n  

auteur (145) .  

- D'autre p a r t ,  dans l e  cadre du secteur microbiologique,  i l  

s e r a i t  u t i l e  de connaî t re  l e  r61e exac t  joué par l a  m ic ro f l o re  i n -  

t e s t i n a l  e . lorsque 1 'a l imenta t ion  renferme des produits hydrogénés,  

l a  m ic ro f l o re  in tes t ina le ,adapte - t  ' e l l e s o n  po t en t i e l  enzymatique ou 

s u b i t  e l l e  des var ia t i ons  de composition ? 

E n f i n  d'un po in t  de vue physiologique,  l e s  r é s u l t a t s  que nous 

avons obtenus chez  l e  r a t  son t  i l s  un cas  par t i cu l i e r  ou une r è g l e  

générale ? I l  f audra i t  é tendre c e t t e  é tude  à d 'au t re s  animaux. 
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