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INTRODUCTION

Grdce & leurs propri€tés physico-chimiques et leur saveur sucrée,
"les sucres hydrogénés” (sorbitol, maltital) sont €tudi€s en vue de la
substitution du saccharase dans 1'alimentation humaine. Le lycasin® 80/55,
sirop de glucose hydrogéné, contenant 50 a 55 p.l100 de maltitol, est fa-

briqué par la sociét€é ROQUETTE Fréres.

Ce produit est utilisé dans les pays scandinaves pour ses proprié-
tés acariogeénes et au Japon pour ses propriétés acaloriques. D'autre
part, en ce qui concerne le métabolisme de ce compasé, on peut dégager

deux grandes voles, passant,selon les auteurs

- soit par la vole classique des glucides

- soit par la microflore intestinale.

Dans le cadre d'une extension de son autorisation, la société
ROQUETTE Fréres nous a demandé d'expliciter le processus de dégradation

du Lycasin® 80/55 et du maltitol qu'il contient.

En utilisant la similitude de structure, existante entre le IgcasinO
80/55 et les dérivés de 1'amidon, nous avons choisi, comme hypothése de
travail,la dégradation de ce substrat par les enzymes de la muqueuse intes-

tinale .



Le rdle fondamental des glucides en tant qu'aliment énergdétique n'est
plus & démontrer. [ls représentent 50 p.100 du total des calories ingérées
cher 1'homme. Ils canférent en outre aux aliments certaines propridtds
rhéologiques et organolepthugs et Influent ainsi{ sur leur acceptabilitéd,;
l'exemple le plus représentatif dtant celui de la saveur sucrée qui con-

ditionne fortement notre alimentation. (100)

C'est depuis le début du siécle que 1'an a vu la consommation de
"sucre" (saccharose) augmenter dans les pays industrialisés. £n réali-
t€ 1'étude (151,167 ) de l'apport énergétique total fourni par le régij-
me alimentaire moyen a montré que lorsque le revenu augmente, la part
des calories apportées par lesglucides diminue mais la consommation de

saccharose augmente.

A titre d'exemple, cette derniére peut atteindre, en Allemagne,
100 g. par habitant et par jour (soit 16 p.l100 des calories ingérées)

et aux ftats Unis prés du double.

Cette consommation Importante vient du fait que les glucides, et
notamment le saccharose,sont présents dans de nambreux aliments en tant
que source naturelle (fruits, légumes, pain) mais aussi et surtout
en tant qu'auxilliaire de fabrication et d'additif ( sucre de table

boissons, jus de fruits, conserves, confiseries...l.

Depuis quelques années un certain nombre de maladies ont été asso-
ciées & la consommation €levée de saccharose } carie dentaire, obésité,
maladies cardiovasculaires et diabéte. Certes,le saccharase n'est pas
1'unique respansable de ces maux, il faut y associer les autres glu-
cides et surtout un désdéquilibre alimentaire lié au sédentarisme
Cependant, on tend actuellement & remplacer le saccharose par

d'autres produits & saveur sucréde. apparemment moins dangereux pour la

santé de 1'homme.



A) LE MARCHE DES EDULCORANTS

[ ) L'INDUSTRIE DE TRANSFORMATION DE L'AMIDON (77)

L'industrie de 1'amidon est actuellement 1'une des plus Iimportantes
activités agro-industrielles du monde avec un marché estimé€ a 5 milliards

de dollars en 1980 (sans tenir compte des sous produits).

L'amidan est praduit industriellement & partir d'un grand nombre
de matiéres premiéres principalement de céréales et de racines. En 1980,
la production annuelle a €té estimde & 16 millions de tonnes, 1'amidan

de mais représentant 77 p.l100 de la praoduction tatale.

Toujours en 1980, les Etats-Unis produisaient 6,1 millians de ton-
nes d'amidon de mals, soit 39 p.100 du marché mondial ; la C.E.E. avec

35 millions de tonnes représentait 22 p.102 du marché.

Mais en régle générale, les pays Iindustrialisés s'orientent vers
la commercialisation de produits transformés a plus grande valeur ajou-
tée.c'est le cas du glucase, des hydrolysats d'amidon & différents taux

d'hydrolyse [5 a 95 équivalent Dextrose (D.Eﬂ, du fructose et des si-

rops a haute teneur en fructose (S.H.T.F.).

[1) Les poLyaLcooLs (48,140,155)

La figure 1, page 4 . regroupe les différents polyalcools que I'on

peut trouver sur le marché ainsi que leurs sources.

La plupart de ces dérivés sont obtenus par hydrogénation cata-
lytique de mono- au d'oligasaccharides.
Ils sont particuliérement intdressants du fait de :
- leur grande stabilité chimique
- leurs propriétés physico-chimiques
- leurs propriétds rhéologiques : . affinité pour l'eauv accrue

diminution de la tendance & la cristalli

satian
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- Jeurs activitéds pharmacodynamiques . . le sarbitol, par exemple, est
utilisé en thérapeutique comme accdlérateur du transit jntes-

tinal.

C'est en 1872 qu'un chimiste frangais (BOUSSINGAULT) {23) met en dvi-
dence la présence de sorbital dans des baies de Sorbier (Sorbus Aucuparia).

FISCHER en 1891 prépara du xylitol par réduction catalytique du xylose
(51). Dés lors la découverte et la préparation de polyalcools n'a fait que
s'intensifier. Il faut cependant noter qu'une période assez longue s'est
écoulée entre la découverte de ces polyols et leur fabrication industrielle.
Un apergu de la production industrielle de ce type de praduits est donné

par le tableau I, page 6.

I11) LES coMPOSES NON GLUCIDIQUES HYPOCALORIQUES ( 92,123)

Ces campaséds peuvent &tre classés en trois catégories :
- les composés naturels tels que le stéviaside, la thaumatine, la

monelline .,

- les édulcorants hémisynthétiques tels que l'aspartame,

~ les €dulcorants synthétiques tels que la saccharine et les

cyclamates.

Leur pouvair sucrant est en général trés élevé par rapport au sac-

charose comme on peut le remarquer dans le tableau II, page 6.

A 1'heure actuelle, la saccharine béneficie pratiquement d'une si-
tuation de monopale avec un marché de 3 milliards de dollars en 1983, mais
I'aspartame est en train de battre en bréche ce moncpole.

Le probléme de la plupart de ces édulcorants se situe au niveau
de leur toxicité potentielle. Leur usage en alimentation est d'ailleurs

strictement réglementé.

€n France :

"... Il n'existe pas en pharmacie de liste positive des édulcorants.
Leur utilisation, soit en tart que tels comme agents sucrants pour dia-

bétiques, soit dans des formulations comme excipients utilisés & des fins



Sarbitol liqui

(70 p.100 ce M.S)

Saorbitol crist
Mannitol crist
Xylitol

Lycasin®

(75 p.100 de M.S.)

TABLEAU l

ooooo

de

360 000

allisé 55 000
allisé 10 000
2 000

3 000

TABLEAU 11

POUVOIR SUCRANT DE CERTAINS EDULCORANTS HYPOCALORIQUES
EXPRIME PAR RAPPORT AU SACCHAROSE (P.S.

: POUVOIR SUCRANT (P.S.)

= l)

cccccccccccccccccccccccccccc

Saccharine
Cyclamate
Acésulfame K
Aspartame
Stévioside

Thaumatine

300
50
150
200
150
~ 3 000



diverses, doit farre 1'objet Jd'AMM, pour chaque spectaliteé, apres avps

de la commissiaon compétente du Ministére de la Santé sur examen des dos-
siers analytiques, toxicopharmacologiques et alimentaires. Toutefais, [ ‘'em-
ploi comme adjuvant de fabrication est possible si la substance est déja
autorisée comme principe actif ou si elle est inscrite a la pharmacapée.

L'utilisation en alimentation a pour base deux lois

Dans son article 49, la loi du 30 mars 1902 interdit,
pour tout usage autre gque la thérapeutique, la pharmacie et la prépa-
ration de produits nan alimentaires, 1'empléi de la saccharine oy
tout autre substance €dulcorante artificielle, possédant un pouvoir su-

crant supérieur a celui du sucre de canne ou de hetterave, sans en avoir

les qualités nutritives.

Sont donc interdites en alimentation toutes substances présentant
les trois caractéristiques d'étre artificielles, de posséder un pouvoir

sucrant supérieur & celul du sucre et de ne pas avoir ses propri€tés nutritives.

La loi du ler aodt 1905 et les réglements pris pour son application
permettent Il'utilisation en alimentation des sucres dits alimentalres.
Les pentoses en sont exclus. Ces derniers, les polyalcools et les €dul-
corants d'origine végétale sont considérés comme des additifs. Pour étre
employés en alimentation et diététique, ils doivent donc étre autorises
aprés avis de la section de 1'hygiéne alimentaire et de la nutrition
du Conseil supérieur d'hygiéne publique de France et de l'Académie
nationale de médecine. Lleur emploi en "alimentation particuliére"

(alimentation diététique) est astreint aux mémes procédures d'avtarisation...”



B) LE LYCASIN" 80/55 ET LE MALTITOL

[) PRESENTATION

Dans le cadre de la diversification des produits dérivés de 1'amidon de
mals, la socidté Roquette Fréres a chuisi, entre autres voles,celle des
produits hydrogénés comme le mannitol, le sorbitol et plus récemment le

Lycasin® 80/55.

Le lycasin® 80/55 est un produit obtenu par hydragénation d‘'un hydro-
lysat d'amidon de mais A l'crigine,80 représentait le paurcentage de matiére
séche, et S5 le pourcentage de maltitol. Actuellement 1l est commerciali-
sé sous la forme d'un liquide sirupeux, incolore et limpide & 75 p.100 de
matiére séche. Sa composition moyenne est résumée dans le tableau III,

page 9.

Actuellement, le lycasin® est utilisé en industrie alimentaire dans

les pays scandinaves, en Suisse,en Grande Bretagne et aux Etats Unis.
Sa commercialisation est basé€e principalement sur

~ son pouvolr sucrant : 0,55
_ sa non-cariogénicité

- ses propriétés physico-chimiques

. .2 . . . . ® . .
En effet,les propriétés trés intéressantes du lLycasin 80/55 détermi-
nent son utilisation dans de nombreuses préparations alimentaires et notam-

ment en confiserie.

Sa viscosité qui est de 2000 centipoises & 20°C permet de le manipuler
sans difficultés ; il se comporte en fait comme un sirop de glucose a 0.E.

dleve.

Son pouvoir anticristallisant explique ses nombreuses utilisations
en confiserie notamment en présence d'autres produits sorbitol, xylitol,

mannitol, qui ont une tendance a la cristallisation.



COMPOSES p. 100 de M.S.
GLUCITOL= <ot tivor 6
MALTITOL 52
MALTOTRIITOL 18
MALTOTETRAITOL 1,s
MALTOPENTAITOL 2
MAL TOHEXAT TOL : 2,5
0P n=6- 10 7
0P n =10 - 20 10
DP n > 20 < g



® 80/55 est trés hygrascopiqgue, il en résulte donc une sta-

Le lycasin
bilité bactériologique accrue. £n revanche, lorsqu'on 1'utilise pour la
confection d'articles de sucre cuit, il est nécessaire de prévoir un embal-

lage hermétique.

Enfin, il est intéressant de noter gque le Igcasinf ne cantenant pas de

sucres réducteurs libres, est peu sensible aux rdactions de brunissement.

Les applications technologiques du lycasin® 80/55 sont nombreuses
- en confiserie : bonbons, sucre-cuit, chewing-gum, pdtes & macher,

confiseries gélifjées et bonbons dragéifiés.
~ en alimentaire : boissons, crémes glacées, confitures, biscuiteries...
- en pharmacie : sirops pharmaceutiques.

En ce qui cancerne 1'incidence du lycasin® 80/55 sur la carie dentaire,
de nombreuses études ont été effectudes. Il serait long et fastidieux de
les énumérer ici, nous nous contenterons donc de résumer les principaux tra-

vauxe.

In vitro, le maltitol, le 1gcasin® 80/55 et surtout le sorbitol n'‘in-
duisent qu'une trés faible production d'acides organiques (14, 15, 16, 55,62,
63, 73, 74, 109). La figure 2 ,page1l  -ermet de comparer le com-
portement du pH de la salive lors d'un test d'incubation avec différents subs-
trats a 37°C. La mesure de l'acidification permet de déterminer si le produit
est cariogéne ou non, le pHseuil recommandé étant de pH s, 7. La non cario-
génicité du lycasin® 80/55 serait due, en outre, & sa faible teneur en paly-

méres supérieurs ( 157)

Par ailleurs , WURSCH et KOELLREUTER (163) ont constaté que le maltotriitol
inhibe la fermentation des sucres cariogénes & faible concentratian. Plu-
sieurs explications restent possibles ; il peut s'agir soit d‘'un phénoméne
d'interférence déns le transport des sucres a travers la membrane des micro-
organismes, soit d'une inhibition au niveau de la glycolyse ou d'autres voies
métaboliques.

In vivo, BIRKED e al, (17 ) ont montr€ que chez 1'animal et chez

1'homme, le lycasin® 80/55 est nettement moins fermentescible que le glucose.

- 10 -
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[1) MéTABOLISME

a) METABOLISME DU GLUCGSE ET OU SORBITOL

Le lycasin® 80/55 est composé d'enchainements plus ou moins longs de
résidus glucose avec un résidu sorbital en fin de chaine. C'est paurquol

il nous a paru intéressant de résumer le métabolisme de ces deux molécules.

1] Absorption intestinale (7,12, 32,161}

Le glucose est un sucre transport€ principalement par voie active
intestinale. Le sorbitol, lui, diffuse trés lentement ; a raison de 10 a 20

q.h—l, soit environ 25 & 35 p.100 de la diffusion passive du glucose (54,56).

2) les voies métaboliques

Le métabolisme du glucose est effectué par les voies classiques d'

EMBDEN-MEYERHOFF, cycle des pentoses phosphates et cycle de KRESS.

Le sorbitol intégre les chaines de dégradation chez les organismes

supérieurs par la voie du fructose (figure 3, page 13) (13).

La sorbitol deshydragénase catalyse la transformation du sarbitol en
fructose. Elle est présente, principalement dans le foie, la prostate et

le rein. (70)

0n voit ainsi que la transformation en 0-fructose permet au sorbitol
de rejoindre les voies glycolytiques classiques par des mécanismes non Insu-

lino-dédpendants.

Par ailteurs, il faut noter que certains tissus ont la possibilité de
transformer le 0-glucase en D-sorbitolgrdce & 1'aldose réductase.
Cela explique la présence de sorbitol dans certains fluides et organes

de mammiféres.

b) METABOLISME DU MALTITOL ET DES MALTQOUIGDSACCHARIDES HYDROGENES

Les japonais ont été les premiers a c¢tudier de prés le métabolisme

du malctitol. En 1972, ASADA e al. (3 ) affirment que le maltitol est

- 12 -
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un produit acalaorique intéressant. Contrairement a ces affirmations, AMINO ¢
(2 ) démontre que le Igcasino 80/55 contenant plus de 50 p.100 de malt)tgy

est complétement métabolisé.
A la vue de ces premiéres donndes cantradictoires, Il est apparu in-
téressant d'étudier les travaux concernant le métabolisme du maltital et des

sirops de glucose hydrogénéds.

l) Etudes in vivo

Nombreux sant les auteurs japonais ( 79 ,80 ,111,112) qui démontrent

la non-utilisation du maltitol aprés administration orale ( < 5p.100),

Par contre, en utilisant du maltitol radioactif, d'autres (95 ;)
affirment que ce dérivée est utilisé a 90 p.100 ; la voie principale

de dégradation dtant la microflore.

0'autre part, des études de la glycémie ont montr€ que l'administra-
tion orale de maltitol a le méme effet que celle du glucose (59 60,90)

et du sactharose ( 1g).

Les essals comparatifs sur des rats nourris de fagon conventionnelle
ou avec du maltitol ont permis de démantrer la ocompléte dégradation et

l'absorption du gériveé hydrogené (13,53,65,148,166),

LERQY ( 93), en suivant l'ingestionorale d'une solution de sirop de
glucose hydrogéné a 10 et 20 p.100, a mantré que dans le tractus digestif,
il y a d'abord disparition des maltooligosaccharides puis du maltitol
avec corrélativement 1 'apparition de glucose et de sorbitol. Ces résultats,
ainsi que ceux obtenus & partir de nombreuses dtudes effectuées par la so-
cidté ROQUETTE FRERES, tendent a prpouver que le maltitol est utilisé€ par

l'organisme via 1'hydrolyse enzymatique intestinale.

Des travaux ont aussi été rdalisés sur 1'homme (71,72). KAMOI(73,80) montre
que le maltitol ne provoque qu'une faible augmentation de la glycémie et que

de plus, il inhibe 1'absorption gy glucose.



Par contre RENNHART et BIANCHINE (121 retrouvent pratiquement les apme.

résultats que ceux obtenus chez le rat et, MIYAKAWA et KAWANURA (108 /

trouvent de nombreuses similitudes entre l'utilisation du maltitol et celle

du glucase.

Enfin, KEARSLEY et al. ( 81 ) affirment que le lycasin® 80/55 est
utilisé & environ 80 p.100, la dose journaliére tolérée par 1'homme étant
de 100 g. jour.”!

2) Etude in vitro

Deux principaux types d'hydrolyse enzymatique sont impliqués dans la dé-
gradation des maltooligosaccharides hydragénés ; les a-amylases d'une part,

les disaccharidases intestinales d'autre part.

Tout d'abord, 1' a-amylase salivaire a une action trés faible vis-a-
vis des dérivés hydrogénés comme le lycasin® 80/55 (5 p.100 d'hydrolyse par
rapport a celle de 1'amidon). lLes produits libérés lors de 1'hydrolyse de
maltooligosaccharides ne renferment que peu de maltose et pratiquement pas
de glucose (55). Cette enzyme agit de fagon optimale sur les chalnons a 6

résidus de glucose.
Des €tudes effectuées par WURSCH et DEL VEDOVO (152 ) montrent que le

maltitol et surtout le maltotriitol sont des inhibiteurs de 1'a-amylase

salivalre.

En ce qui concerne 1'a-amylase pancréatique (10,11,78,125,126) elle
hydrolyse facilement la liaison a - (l-+4)- glucosidique des maltooligo-
saccharides hydrogénés ; bien que la faonction alcool provoque quelques mo-
difications par rapport aux homologues non réduits (115,122,127).La figure 4
P16, donne en paralléle les modeles proposés par ROBYT et DEXTER (122)
et par SAITO et al. (126).

La liaison la plus rapidement hydrolyséeest la 3éme a partir d'une
fonction alcool et la 2éme & partir d'une fonction réductrice. Le malto-
pentaital et le maltopentaose sont les structures sur lesquelles on ne
met en évidence qu'un seul point de coupure. Il est & noter que les dé-
rivés maltotétraose et maltotriose peuvent étre hydrolysés mais a des vi-

tesses respectivement 10 et 100 fois moins grandes que les autres substrats.
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MODELE DE SAITO-ET al. (126) MODELE DE ROBYT ET DEXTER (122)

_91_

’ ’
O C pas d'hydrolyse O O pas d'hydrolyse

o—0O0— pas d'hydrolyse O—0O0—0 trés faiblement hydrolyse

0,70 030
O—O—O—L trés faiblement hydrolysé Q_o—(_o-j—o — G,. £G,
o—o-Lo——o-—{ — G,+ R, O—O—O—}—O—O — G,;.+ G,
o—ololo o ¢ ———» G, R, o_o_oiz.o_Lo—?o ——» G, G,. G,
o——o—Lo—oJ—o—o——c — G,+ G,+ R, o—0 00‘150% — G;+ G3+ G,

maltooligosaccharide & n unitds de D-glucose

maltooligosaccharide réduit & (n-1) unitds de D-glucose



A noter qu'il existe des phénoménes de condensation (transglycosylaton)

pouvant Intervenir a forte concentratian agtamment sur le maltotriose (113).

DAHLQVIST et TELENIUS (40) ant remarqué que [hydrolyse du maltitol est
30 fois plus faible que celle du maltose , en utilisant des homogénats d'in-
testin de rats. Mais,ils ajoutent que l'hydrolyse du maltitol peut étre
campléte lors d'une Incubation longue. D'autres auteurs({l12,76) ont trouvé
un rapport d'hydrolyse de 1/20. C'est pourquol ils concluent qu'en diéte

mixte, le maltitol est trés faiblement hydrolysé (3,112).

YOSCHIZAWA et 5] . (165), en Etudiant les paramétres cinédtiques, ont
démantré qu'il existait une compétition entre le maltose et le maltitol.
Ils proposent donc 1'hypothése d'un seul site de catalyse enzymatique et

cancluent aunetrés faible hydrolyse du maltitol (K_ €levé, Voax faible).

C) LES DISACCHARIDASES INTESTINALES

51 on retient I‘hypothése d'une hydrolyse du maltitol par des enzymes
de la muqueuse intestinale, il est Iintéressant de faire le point sur
ces enzymes appel€es disaccharidases . Le tableau IV, page18, rassemble
les différentes enzymes et leurs principaux substrats. Nous nous sommes
attachés plus particuliérement aux complexes maltase/glucoamylase et

saccharase/isamaltase.

1) LOCALISATION

a) DANS LA MEMBRANE

Ces disaccharidases font partie intégrante de la membrane des micro-
villosités intestinales et ne sont pas secrétées dans la lumiére intesti-
nale (19,21,22,35.83107.142.145.152 154 ). les faibles activités enzymatiques

qui y sont retrouvées résultent de la desquamation cellulaire.
Cette localisation a été démontrée par des techniques histochimiques (49,110,

132 . L 'étude de ces enzymes en microscopie électronique ( 6,50 ), 1'utilisation

des protéases ou dJe détergents (57,91 ,97,98,99,104 ) ont permis de préciser
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LES DISACCHARIDASES INTESTINALES

ET LEURS PRINCIPAUX SUBSTRATS

ENZYMES ) SUBSTRATS . AUTEURS

':‘Isomaltase isomaltose DAHLQVIST et
: " BORGSTROM (35)
. maltose . DAHLOYISTEL 31.  (38)
. LARNER et Mc NICKLE
(88.89)

" siosTroMet _al. (1a)

" Maltases " isomaltose “DAHLAVIST (36)
: maltose :SORENSEN et al. (147)
: Saccharase : Saccharose :BLAIR et al. . (#9)
: Maltose :
: lLactase : Lactose :SKOVBJIERG et al. . (146)
: trehalase : Trehalose BAHLAQVIST et THOMSON
: (39)
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TABLEAU V

LOCALISATION LE LONG DE L’ INTESTIN

DES ACTIVITES MALTASE ET SACCHARASE

ACTIVITE © ACTIVITE
MALTASE " SACCHARASE

- - - - e —— T — " o o S > ey A 4 W — s " T — = =~ — — = -~ ————

ANITMAL AUTEURS

"KOLINSKA ET
:KRAML (87)

CHIEN ’ DUODENUM ET JE JUNUM HALHOTRA ET GEGRGE
. . . (02 '
:WELSH et WALKER

{160)

: : : LEVANTE et al. (94)
PORC : DUCDENUM :ILEON PROXIMAL :MALHOTRA ET
. : :GEORGE (101)

: JEJUNO-ILEON :ILEON PROXIMAL DAHLAYIST (37)
: RAT :DUGDENUM ET JEJU- :JEJUNO-ILEON :MALHOTRA et

: NO-ILEQN :GEORGE (10
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LE COMPLEXE SACCHARASE/ISOMALTASE

d% LA BORDURE EN BROSSE DE LINTESTIN GRELE

A) La pro-saccharase/isomaltase selon SEMENZA et al (134,135,136,138)

portion isomaltase

avec I

n
1]

portion saccharase

fragment sensible a Il'attaque protéolytique

CHO = chaines glycanniques

N ot C = fragments N et C - terminaux

8) La saccharase/isomaltase selon BRUNNER et al ( 26)
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Les valeurs des masses molécularre e ces ) complexes sunt résumdes

dans le tableau, VI page23.

[T1) ADAPTATION

Certains auteurs (19,43) ont montré que,chez le rat, une diéte riche

en glucide augmentait les activités maltase et saccharase par rapport a
un régime sans glucide. Cette adaptation n'a pas été mise en évidence

chez [ 'homme.

En fait,pour d'autres auteurs (85,124 ), c'est la concentration en
saccharose qui provoquerait une augmentation de l'activité saccharase

et ainsi 1l'augmentatjon de I'activité maltase qui lui est associé€e.

On peut noter aussi que les disaccharidases de rat sant sensibles au
rythme circadien (67,75,18 ). Elles présentent, en effet, un maximum

d'activité la nuit.

D) LA MICROFLORE INTESTINALE

La flore microbienne joue un réle important dans la transformation
du bol alimentaire. Chez les non-ruminants,les aliments passent dans
1 'estamac puis transitent rapidement dans 1'intestin gréle. L'effet des
bactéries & ce niveau est discret car la flore,méme si elle est abondante,
est peu active. C'est dans I'jldon et surtout dans le caecum, la oy le
séjour du bol ali-entaire est le plus long, que la population bactérienne at-
teind son maximum (106,117).
Elle détruit certains déchets (ex : urée) et résidusde la digestion intesti-
nale. Cette ddgradation se traduit, entre autre, par la production de
gaz, d‘acides volatiles, d'acides aminds et produits aromatiques qui

sont rdabsorbdés par la muqueuse Intestinale.

On peut constater que la population bactérienne de chaque individu
est trés stable. En effet, la flore du tube digestif exerce un "effet de
barriére” qui s'oppose & la colonisation par Jes bactéries exagénes quo-

tidiennement ingdrées (46)

- 22 -



TABLEAU V]

nnnnnn

MASSE MOLECULAIRE DES COMPLEXES

SACCHARASE/ISOMALTASE ET MALTASE/GLUCOAMYLASE

CHEZ LE PORC

. T g T o e e T T 4 T o sy g mm gy e g m— = —
LI
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

ENZYME : MASSE MOLECULAIRE : MASSE MOLECULAIRE
. PAR GEL FILTRATION : PAR SDS-ELECTROPHORESE:
____________________________________________________ A i 8
‘Saccharase/isomaltase 370 000 ‘265 000 ° 265 000
: : * 150 000
140 000
:Maltase/glucoamylase : 260 000 : 245 000 : 245 000
: : : 135 000 -
: 125 000 :

(x) A : porc normal

(x) B8 : porc présentant une ligature du canal pancréatique

- 23 -



D'un autre cotd, certarnes équipes unt observeé | 'dtablissement oy ia
disparition de certaine souche lors de la prise d'un aliment donné (33, 47,
103, 116).

D'autres ont mis en évidence, |'induction par la diéte de certaines enzymes
produite par la microflore du gros intestin ( 29 , 139 ). Il est
intéressant de remarquer ici la possibilité d'une adaptation de la micro-

flore & une diéte particuliére.

Enfin, FREND et al. { 61 ) pensent,qu’'en dehors des différences
anatomiques entre le rat et I'homme, le caecum de rat peut €tre considéré
comme un modéle expérimental sati&faisanc pour le colon proximal humain.
En effet, la population bactérienne de 1'estomac et de 1'intestin gréle
est inférieure chez | 'homme comme 1'illustre le tableau VII, page 25.

Par contre dans le gros Intestin, la population est comparable a celle

présente dans le caecum (45,63)

En conclusion, le métabolisme des sirops de glucose hydrogénés et
notamment du maltitol est sujet & bien des contreverses. De nombreux
points restent encore a éclaircir notamment en ce qui concerne les modes
de dégradation du maltitol; par hydrolyse enzymatique dans 1'intestin gré-

le ou par fermentation bactérienne dans le gros intestin.

A partir des résultats obtenus aux laboratoires de la société
ROQUETTE FRERES,nous avons émis 1'hypothése que 1'hydrolyse du maltitol
€tait effectude par un systéme enzymatique intestinal analogue au complexe

maltase/glucoamylase.

C'est pourquoi, dans un premier temps,nous nous sommes attachés a
isoler 1'enzyme responsable de l'activité "maltitol hydrolase”. Nous avons
ensuite essayé de déterminer ses paramétres enzymatiques ainsi que sa
localisation le longde 1'intestin. Enfin,nous avans tenté de savoir si
1' a.amylase pancrdatique, d'une part, et la microflore, d'autre part,

avaient un r6le éventuel dans 1'uvtilisation des sirops de glucose hydro-

génés.
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TABLEAU VI

POPULATION BACTERIENNE LE LONG DU TUBE DIGESTIF
CHEZ L'HOMME ET LE RAT

(EN MICROORGANISMES PAR GRAMME DE POIDS HUMIDE)

£STOMAC INTESTIN GRELE INTESTIN GRELE CAECUM QU
PROXIMAL DISTAL GROS INTESTIN
8,3
HOMME 100 102'6 104'2 10 '
RAT 107 7 106 9 107,7 10 8,3
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A - LE COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE_J'

I) PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

a) PRELEVEMENT DE L'INTESTIN

Les animaux, sans diéte prdalable, sont sacrifiés par inhalation

massive de chloroforme.

L'intestin est prélevé du "pylore au caecum" puis lavé avec du sérum
physiologique. On procéde alors a un grattage de l'intestin,préalablement
découp€ longitudinalement ("scraping"). La bordure en brasse, ainsi ob-
tenue, est congelée dans du sérum physiologique contenant de 1l'agide

de sodium (2 p.10 000).

b) TRAITEMENT DE L'INTESTIN

Les différentes dtapes du traitement sont ré€sumées dans la figure 6

page 27.

1) homogénéisation

Le scraping est homogéndis€ dans du sérum physiologique au Polytron
pendant une minute, & 5 000 tours par minute, dans une enceinte réfrigéeéréde

a 4°c.

2) centrifugations

Elles sont effectudes dans une centrifugeuse BECKMAN J21 B (rotor
. JA 20) pendant 20 minutes,a 12 000 tours par minute, & 4 °C.

3) digestion & la papaine

Le culot de centrifugation d'environ 3g de poids frais, est repris
dans 20 ml de tampon phasphate 10 mM pH 6,0, 6,25 mg de papaine sont alors
ajoutds ainsi que 62 mg de chlarhydrate de cystéine. L'hydrolyse enzymatique
est effectude & 37°C)pendant 90 minutes. lLes enzymes de la bordure en
brosse, ainsi libérées, sont recuejllies aprés centrifugation. les acti-
vités sont stables & 37°C et la papaine n'hydrolyse pas les enzymes solu-

bilisdes au moins chez le rat (97).



HOMOGENEI SATION

CENTRIFUGATION

SURNAGEANT (s,)
cuLoT
REMISE EN SUSPENSION ET DIGESTION PAR LA PAPAINE

CENTRIFUGATION

SURNAGEANT (s,)

4
cuLoT

FIGURE 6 : TRAITEMENT DE LA MUQUEUSE INTESTINALE
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[T) FRACTIONNEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE

a) CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS SUR D.E.A.E. TRISACRYL M.

(IBF FRANCE)

Le surnageant Sz,cortespondant a la digestion par la papaine de
5 muqueuses intestinales, concentré sur cellule Amicon (membrane PMIO),
est chromatographié sur une colonne (3 X 40 cm) caontenant le gel équi-

libré dans un tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,5.

Apreés un lavage avec 2 fois le volume de la colonne en tampon d'équilibra-
ge , 1'élution est réalisde par un gradient discontinu en NaCl (0,025 ;

0,2 et I molaire). Le débit est de 24 ml.h L.

Des fractions de 6 ml sont recueillies. Aprés détection & 280 nm,
les différents pics de proté€ines sont concentrés sur cellule Amicon,
(membrane PHM 10). Un dosage des activités maltase, fhaltitol-hydrolase’ et

saccharase est alors effectuéd.

b) CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR SEPHAROSE 68

(PHARMACIA FRANCE)

La fraction éluée a 0,2 M en NalCl, renfermant 1,2 a 1,5 mg de protéine,
est chromatographiée sur une colonne (1.6 x 74 cm) de Sépharose 68'équilibré
en tampon phosphate 100 mM pH 6,8. Le débit d'élution est de 6 ml.h—l. Des
fractions de 1,5 ml sont recueillijes.

La détection des protéines est effectuée & 280 nm.

[T1) DETERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

a) ACTIVITES DISACCHARIDASIQUES

1) réactifs

- tampon phasphate de sodium }0 mMpH 6,0.

- solutions & 60 mM de maltose (4-0-a - 0- glucopyranosyl- a -D-glu-
copyranose) (SIGMA) ; de maltitol (4-0- a -D-glucopyranosyl-a -0~
glucitol) (B0K. Chem. Ltd); de saccharose (J -0)fructofuranosyl-
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0-glucopyranaside (BpH. Chem. Ltd) dans le tampan phosphate de sodium
10 mM pH 6,0.

2) mode opératoire

1 ml de substrat est mélangé a 250 yﬁ de solution enzymatique ( 0
3 0,50.m1 ~lta solution est mainteaue pendant 90 minutes & 37°C. La
réaction est arrétde par chauffage au bain marie bouillant pendant 3
minutes. Le dosage du glucose et/ou du sorbitol est effectué par méthode

enzymatique,

Une unité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme néces-
saire a 1'hydrolyse d'une micromale de substrat par minute dans les con-

ditions standard .

L'activité exprimée en unité par ml de solution enzymatique est dan-

née par la relation suivante :

Activité (U.m17l) = a

PM x t x n

Q@ = Quantité de glucose libéré par 1 ml de solution enzymatique

( exprimée en ug)

PM = Poids moléculaire du disaccharide

r
1

Temps d'hydralyse

naombre de résidus glucose dans la molécule (maltose n = 2).

b
1]

maltitol n = 1, saccharose n =1).

) ACTIVITES PROTEASIQUES

Ces mdéthodes ont &té uniquement utilisées de fagon qualitative afin

de mettre en dvidence la présence possible de protéase.

1) Méthode de CHIBA et al. (30)

- Rdactifs
L'azocoll substrat & base de collagéne (CALBIQGCHEM)
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- protocole
a tester. L'incubation est effectuée,a 37°C,pendant une durée variable
allant de | heure 3 24 heures selon la concentration en protéase da milieu.
Une centrifugation élimine le substrat n'ayant pas €té dégradé.
La mesure de la densité optique & 520 nm du surnageant permet de quantifier

les protéases présentes.

2) Méthode & la caséine jaune

~ Réactifs
Solution & 5 mg/ml de caséine jaune (CALBIOUCHEM) (protéine de lait)
dans un tampon tris HC1, 3,1 M, pH 8,5, 10 mM en chlorure de cal-
cium .,
Soude narmale

Salution d'acide trichloracdtique a 10 p.100

- Protocole
400 pl de solution de caséine sont mélangés a 100 ul de solution
enzymatique. le mélange est maintenu 15 minutes a 37°C, le temps et la
température pouvant varier selon la nature et la quantité des pratéases
présentes.
.0n ajoute ensuite 500 pl d'acide trichloracétique de fagon a préci-

piter les protéines non dégradées. £lles sont €liminées par centrifugation.

500 ul de soude sont alors ajoutés a 500 ul de surnageant de manieé-
re a révéler la coloration des molécules libérées lors de 1'hydralyse
proteasique.

On mesure ensuite 1'absorbance a 423 nm du surnageant al-

calinisé.

c) ACTIVITE RIBONUCLEASIQUE

L‘activité ribonucldasique a été choisie comme traceur de contami-

nation pancréatique :

- Réactifs
. Solution d'A.R.N. de Torula & 1 p.l100 dans un tampon acétate
0,1 M pH 5,0 (SIGMA)-
Solution d'acide perchlorique a 7 p.100
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- Protaocole
400 ul de solution d'A.R.N. sont mélangés & 100 ul de salution
enzymati que.
. Aprés une fncubation de 10 minutes a& 37°C, on ajoute 500 ul d'acide
perchlori que.
Une centrifugation permet d‘'éliminer 1'A.R.N. n'ayant pas été dd-
gradé. |
. 100 ul du surnageant sont mélangés a 2,9 ml d'eau. On mesure alors

1 rabsorpance & 2680 nm contre de l'eau.

L'unité d'activité ribonucldasique, appelée le Kinitz, équivaut & la

variation d'une unité de A 260 nm dans les conditions opératoires décrites

ci-dessus.
L' activité en U.mITI est calculde a partir de la formule suivante :

AD0 x facteur de dilution

Activité = = AA x 30
. . . 260 nm
temps x prise d'essal

[V) DOSAGE DU GLUCOSE (8)

La méthade utilisde est celle décrite par BOEHRINGER, son principe

est le suivant :

Le glucase est phasphorylé en glucose 6P (G6P) par l'hexokinase €n
présence d'adénosine 5' triphosphate (A.T.P.) Le glucase 6 phosphate est

alors oxyde en 6 phospho-gluconate.

ATP ADP
Glucose \ LG 6 P
Hexaokinase
+
NADP NADPH H
C 6P \ 4’4_.CluconaCe 6 phosphate

Glucose 6 phaosphate
deshydrogénase

Le NAOPH formé est mesuré a 340 nm.
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V) DOSAGE DU SORBITOL (9

La méthode décrite est celle préconisde par BOEHRINGER.

Le D-sorbital est oxydé en fructose par la réaction enzymatique
catalysée par la sarbitol deshydrogénase (SDH) en présence de nicotinamide
(NAD}.

NAD NADH + H*
0 sorbitol \ J » Fructose

Sorbitol deshydrogénase

Le NADH formé est mesuré & 340 nm.

VI) CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PRESSION

La répartition glucidique,aprés hydrolyse enzgmatidue,a €teé déter-
minée par chromatographie liquide haute pression,selon la méthode mise
au point par les laboratoires de la société ROQUETTE FRERES. La sépa-
ration est effectuéde au moyen de deux colonnes en série de 0,9 x 32 cm.
La détection est réalisée par réfractométrie. Nous avons utilisé, entre au-
tre, le support chromataographique Q15 5-Ca+* qui permet de séparer les
composés a bas poids moléculaire. La figure 7,page 33 illustre le chro-

matagramme du Igcasin0 80/55 obtenu sur cette colonne.

VIT) CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

1) Réactifs

- solution d'orcinol sulfurique : 200 mg d'orcinol (3,5-0ihydroxy-
toluéne) solubilisé dans 100 ml d'acide sulfurique a 20 p.l100
- gel de silice 60 ( MERCK)

2) Protocale

Les dépats sant de 5 ul. La migration est effectude dans une seule
dimensian en 2 développements successifs dans le systéme salvant nbutanol/

acide acédtique/eau (2/1/1 v/V).
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Maltitol

Py 4

Maltotriitol

FIGURE 7

Conditions: Colonne :@15S -ca’’ (BI0-RAD)
Tempdrature de la colonne : 85°C
Eluant : fau distillée
Débi't 1,5 ml. min”~!
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VIIT) DOSAGE DES PROTEINES

Le taux de protéines est déterminé par la méthode au bleu de coo-

massie (BIO-RAD), la sérum-albumine étant utilisde comme standard intep-
ne ( 24),

[X) ELECTROPHORESE

Les électrophoréses en gel de polyacrylamide-5.0.5 ont €té€ réalisées
selon la méthode de KERCKAERT (84 ), avec un gradient de polyacrylamide
de 5 - 15 p.100. La migration est effectuée a 40 mA (220V}, le bleu de

bromophénol servant de témoin Interne de migration.

X) METHODES IMMUNOLOGIQUES

a) OBTENTION DES ANTISERUMS.

Les immunserums aont €té préparés selon la technique de multiponc-
ture intradermique sur lapin de VAITUKAITIS et al. (156 ). La saolution
injectée renferme 0,9 & 2,5 mg de protéines dans 1,5 ml de sérum physio-
logique et 3 ml d'adjuvant complet de Freud. Deux typesd'antisérums ont
été réalisés , "un anti-Sz"obtenu & partir d'un surnageant aprés traite-
ment a la papaine et un"anti-Sépharose”obtenu & partir d'une sortie de chroma-
tographie sur Sépharose 6B. Dans le premier cas,il s'agit d'un antisérum

taotal, dans 1'autre d'un antisérum "spécifique".

Le premier prélévement a lieu un mois aprés l'injection et un rappel
par voie sous-scapulaire est effectué le lendemain. Par la suite,les

prélévements sont réalisds taus les 15 jours jusqu'a l‘abattage de l'animal.

Le sang, apfés prélévement, est laissé au repos une nuit & 4°C jusqu'a
rétraction du caillot plasmatique. Il est alors centrifugé a 1500 g pen-
dant 10 min., & 4°C. les sérums, ainsi obtenus, sont rassemblés et les
anticorps sont précipités au sulfate d'ammonium & 40 p.l100 de saturation
a pH 7,0: Le prdcipité est ensuite solubilisé dans du tampon phosphate
de sodium 5 mM pH 7,4 renfermant 9 p.l1000 de Nacl (P.8.5),puis dialysé

2 jours,a 4°C ,contre ce méme tampon.
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b) rMMUNOQDIFFUSION

La méthode d'immunodiffusion double d'Ouchterlony (114 ] permet de
déterminer les relations antigéniques pouvant exister entre diffé-

rents constituants. la diffusion dure 4 8 heures en chambre humide.

c) IMMUNQOBLECTROPHORESE UNIDIMENSIONNELLE SUR GELOSE

Ces immunoédlectrophoréses sont effectudes §€lon la méthode de GRABAR
et WILLIAMS (68 ), modifide par SCHEIDEGGER (129 ). L'électrophorése sur gé-
lose est réalisée dans un tampon véronal pH 8,6 sous une tension de 15
Volts.cm-l pendant 30 minutes. Elle est suivie d'une diffusion de 48 H. La

révélation des protéines ekt réalisde par le réactif & l'amidaschwartz.

d) IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNNELLE

£lles sont effectudes selon la méthode de BAG-HANSEN et al. (20).
Le gel d'agarose (SIGHMA) est & 1 p.100 dans le tampan d'électrophorese :
Tris/HCt 72 mM, véronal saodé 24 mM, lactate de calcium 40 mM,pH &,6.

\ -1
La premiére €lectrophorése s'effectue & 10 Volts. cm pendant
2 heures. L'agarose,utilisé pour la deuxiéme dimensiaon,contient I'anti-

sérum (soit 100 ul ‘d'anti S," soit 50 ul d'anti-Sepharose” dans 15 ml

2
. e s -1
d'agarose & 1 p.100). La deuxiéme migration est réalisée a 2 volts.cm

pendant 18 heures.

XI) DETERMINATION DES PROPRLETES ENZYMATIQUES

a) EFFET DU pH

La variation de l'activité enzymatique en fonction du pH a €té me-

surée sur des solutions de maltose et de maltitol.

Les systémes tampons utilisds sont lessuivants :
- acide citrique/citrate trjsodique 10 mM:pH 3 a 6,5
- Phasphate de sodium 10 mM:pH 6 a 8

- Veronal/soude 10 mM:pH 7 a 9
(diéthyl -malonylurée)

On mélange 750 ul de tampon & 250 ul de solution enzymatique

Aprés avoir déterminé le pH, on ajoute 250 .l de la solution aqueu-
se de substrat, de fagon a obtenir une concentration finale de 48 mM.

Le dosage de l'activité est rdéalisé selan le protocale décrit page 28.
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Afin de détecter d'dventuelles variatians de pH, on effectue une aut re

mesure apreés 1'incubation.

b} EFFET DE LA TEMPERATURE

La température optimale n'a pas été déterminde, on se place &
la température physiologique du rat. Par contre, on a procédé 3 une
étude de la stabilité enzymatique & 55°C. La solution enzymatique &
étudier est incubéde dans un bain-marie 3 55°C. Aprés différents temps,
allant de 0 a 120 minutes, an stoppe l'effet de la température en plon-
geant les tubes dans un bain de glace pilée. L'activité résiduelle vis.
d_vis du maltose, maltitol et saccharose est gquantifide selon le proto-

cole décrit pages 28,29.

¢) DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire a été estimée par chromatographie de tamisage
moléculaire sur une colonne de Sepharose -68 (1,6 x 74 cm) équilibrée et élude
par du tampon phosphate de sadium 100 mM pH 6,8. La colonne a ét€ préalable-
ment équilibrée au moyen du kit de calibration PHARMACIA.

d) DETERMINATION DU POINT ISOELECTRIQUE

La détermination du paoint isoélectrique a éte effectuée en veine li-
quide dans une colonne (LKB 8101-110ml} selon la méthode de VESTERGERG
et SVENSSON (158).

Le gradient de glycerol est monté a la vitesse de 1,2 ml.mjn—l. La zone
de pH utilisé€e €tant de pH 3,5 - 10.

La solution a €tudier est soumise,a 4°C,a une puissance constante de 1l
Watts pendant 24 heures.

L'élution de la colanne est effectude & 85ml.h™1

Sur chacune des fractions de 2ml, le pH,1'absorbance & 280 et 254 nm et 1l ‘acti-

vité enzymatique ont dété ddterminés.

€) OETERMINATION DES PARAMETRES CINETIQUES

Les conditions expdrimentales sont résumdes dans le tableau ci-aprés.
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SUBSTRAT (1) : TENPS D 'INCUBATION : GAMME DE CONCENTRATION

(en minutes) : {(mM)
oottt 10- 20 i
;Haltose % 2 -4 -6 ; 5a 100
?Maltitol ; 15 - 30 j 0,10 a 15
;Maltotriose % 4 - 6 ; 0,10 a 15
;Haltotrjitol % 5 -10 - 30 ; 0,10 a 10
;Haltopentaitol ; 4 - 6 ; 0,10 & IS
%Ha]toheptaitol ; 4 - 6 ; a,10 & 15

(1) Les substrats sont mis en salution dans le tampon phosphate de
sodium 10 mM pH 6,0.

Le volume rédactionnel final est de 1,25 ml, la gquantité d'enzyme
introduite est toujours équivalente a 0,07 U de maltase.

La constante de MICHAELIS (Km) et la vitesse maximale de réaction

(V_ ) sont détermindes selon la méthode de représentation graphique de
max

LINEWEAVER et BURK (96).
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L'action d'inhibiteurs

La canstante d'inhibition (Ki) est déterminde selon la méthode de

représentation graphique de OIXON (44)

Les inhibiteurs utilisss sont le maltose, le maltitol, ['isomaltitol
(SERVA) et la §~gluconolactone (KOCH LIGHT laboratories Ltd). [ls sont
préincubés 10 minutes avec l'enzyme avant d'effectuer 1'hydrolyse enzy-

matique des substrats tudiés - maltose et maltitol.

Lorsqu'un méme site d'une méme enzyme est capable d'agir sur deux
substrats différents, ces deux composés peuvent se comporter comme des
inhibiteurs réciproques. A ce moment la, Il est possible de savoir quelle
scra la vitesse maximale de rédaction en présence des deux substrats. [l

suffit d'appliquer la formule suivante

1% .
mA max A m1x

. - %
(IKmB Vmix max 8

Dans notre cas particulier :

KmA rerésente la constante de Michaells vis-a-vis du maltose, KmB

celle vis_a-vis du maltitol, V et V repreésentent les vitesses
max A max 8

maximales de rdaction respectivement sur le maltose et sur le maltitol ;
Vmix carrespondant a la vitesse maximale en présence des deux substrats,et
a au rapport des concentrations maltose sur maltitol. On 1'a choisi €gal

a 1/10 et 1/30.



XED) LOCALISATION DE LA MALTASE/GLUCOAMYLASE LE LONG DE

L“INTESTIN GRELE

Les essais ont étd réalisés A 4°C sur des rats normaux nourris ad libidum.
Aprés décapitation, l'intestin est prélevé,puis lavé par du tampon phos-
phate de sadium & mM renfermant 9 p.l1000 de Nall & pH 7,4 (P.8.5). [l est

ensuite découpé en 24 marceaux de 2 & 3 cm de longueur.

A) PAR METHQOOE ENZYMATIQUE

Sur chaque segment, ouvert langitudinalement, la muqueuse intestinale
est prélevée par “scraping”. Afin de pouvair étudier l'activité enzymatique,
on traite trols rats parallélement. Les "scraping" correspondants au méme

segment sont réunis et conservés a 4°C dans 3 ml de tampon P.8.S..

Chaque fraction est alars homogénéisée au Polytron (30 sec.). le broyat,
aprés détermination des activités disaccharidasiques, est traité selon le
protocole décrit page26 . On procéde ensuite au dosage des praotéines et
de l'activité maltasique sur le SI et le 52 de chacunes des 24 fractions.

b} PAR IMMUNOFLUGRESCENCE

Un segment de 1 cm environ est prélevé sur chaque morceau. Chaque frag-
ment est trait€ par lep -formaldéhyde a 5 p.100. Des coupes de 7 um d'épais-
seur sont abtenues par la technique de "coupe-congélation® au mayen d'un

microtome CRYO-CUT.

Les coupes obtenues sont traitdes, a température ambiante, de la fagon

suivante :

1 - incubation de 30 minutes avec 100 ul d'une salution d'anticorps
soit unanti - Sé'é 4  mg/ml de protéines,dilué au 200éme
soit un"anti-Sépharose”a 2,85 mg/ml de protéines,dilué au
200-400 et 800 |éme

soit un sérum normal de lapin non immunisé & 1,45 mg/ml de protéines
dilué au 200éme.
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B - ETUDE. [N VITRQ. DE LA DEGRADATION
DU LYCASIN 80/55 ET DU MALTITOL

[) ETUDE DE L‘ACTION DE LA MALTASE/GLUCOAMYLASE

a) CINETIQUE D'HYDROLYSE

tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,0

substrats & 2,1 p.100 P/V, équivalent & une concentration

de 60 mH.['HaItose-HaltitoI—Lgcasin&80/55 - sirop de glucose 545 et
mélange lycasin®80/55 (90 p.100) sirop de glucose 545 (10 p.100))

2) maode opératoire

500 ul de solution de substrat a hydrolyser sont mélangés a 125 ul de
solution enzymatique cantenant 0,7 unité maltase. L'Incubatiaon est effec-
tuée & 37°C pendant des temps variables (3H30,8, 24 et 48 heures).

La réaction est stoppée par chauffage au bain marie bouillant pendant 3
minutes.

L'hydrolyse est suivie par H.P.L.C. Le glucose et le sorbitaol sont dosés

par méthade enzymati que.

b) CINETIQUE D 'HYDROLYSE MALTOSE-MALTITOL EN MELANGE

1) Réactifs

substrats 60 mM final contenant du maltose et du maltitol en mélan-

ge dans des rapports molaires maltose/maltitol de 0,06 - 0,1 et 0,15.

2) Pratocole

0,07 unité maltase est ajoucée a 500 ul de substrat. L 'Incubation,
effectude 4 37°C, est stoppée par chauffage au bain marie bouillant
pendant 3 minutes, aprés différents temps d'incubation. Le dosage du glu-
cose et du sorbitol permet de déterminer les quantitéds de maltose et de

maltitol hydralysées.

- 4] -



a) HYDROLYSE COMPAREE LYCASIN® 8G/55 €/ SIROP DE GLUCOSE $45

1) Réactifs

- a-amylase pancreatique deporc traitée au DIFP au au PMSF (SIGMA)
en salution dans du tampon phasphate de sodium pH 6,0 (4,5 uni-

tds .mi1)

- extralt pancreatique humain fourny aimablement par le service de
de gastroentérologie du C.H.U. de Lille

- substrats a 2,1 p.100 de matiére seche en solution dans un tampon

phasphate de sodium [0 mM pH 6,0 renfermant 0,1 p.100 de HaCl.

2) Protocole

1 ml de subistrat est mélangd a [25 ul de solution enzymatique.
L 'incubation, effectude 3 37°C, est stoppée au bout de 24 ou 48 heures
par chauffage au bain marie bouillant pendant 3 minutes. Aprés centrifuga-
tion & 3 500 tours . min-I pendant 50 minutes,la quantité de glucose et/ou

de sorbitaol est déterminée par méthode enzymatique. la répartitian des

oligosaccharides est suivie par chromatographie sur couche mince.

b) AcTIoN ou MALTITOL ET DU MALTQTRIITOL SUR L 'HYDROLYSE DE MALTO-

OLIGOSACCHARIDES

1) Réactifs

- tampan phosphate de sodium 10 mM pH 6,0 contenant (0,1 p.100 de

NaCl.
- maltooligosaccharides (SIGMA) a 2 p. 100 (P/V) dans le

tampan phosphate de sodium

- maltotriitol ( Serva) et maititol (ALURICH) a | p.10u (P/V)

- solution enzymatique
A - extralt pancrdatique humain

8 - a-amylase pancrdéatique de porc - DIfP (SIGMA) & 4,5 Unités .ml -1

dans du tampon prasphate de sodiurm.
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2) Protocole

500 pl de maltooligosaccharides sont mélangés a 150 ul de solution
enzymatique (A ou B} en présence de 500, 250 ou 100 ul de maltotrijtol
soit de maltitol.

Un témoin (ou blanc) est réaliseé en remplacant le substrat hydro-
géné par la solution tampon.

Les échantillons sont ensulte chromatographiées en H.P.L.C ou dé-

pos€s sur couche mince. Le glucose est dosé par méthode enzymatique.

[I1) ROLE DU CAECUM

1) Réactifs

- Composition des milieux de culture utilis€s

Extrait de viande 5 g
Extrait de levure 5 o]
Cystéine 1 el
Acide thioglycolique 2,03 g
Source de carbone 10 g

Tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4 gsp 1 litre

La source de carbone est

A - le glucose

le maltose

le maltitol

8
c
0

le sorbitol

- suspension caecale : 4 caecums de rats nourris de fagon normale

sont mis en solution dans 150 ml de sérum physiologique cystéine

2) Pratocole

Les milieux de culture ant été ensemencéds avec 4 ml de la suspensian
caecale. La fermentation s'est effectuéde & 37°C en anaérobiose.

Les prélévements de 2 ml ont €été réalisds aux temps T0 avant ensemen-
sement, Tl juste aprés et T2, T3, T4 respectivement aprés 3 jours, 1 et

2 semaines de culture.
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3) 005&285

- Lles sucres
Le glucose et le sorbitol libres ont été doses par méthade enzy-
matique. La quantité de disaccharides non hydralysés a dété déterminde

aprés hydrolyse acide par 1'acide chlorhydrique 2N - I heure .

- 1'A.T.P

Le dosage de 1'A.T.P,par utilisation du systéme luciferine-luci-
férase,a été effectué selon le protacole mis au paint au laboratoire
de microbiologie de la sociétd ROQUETTE FRERES. L'ATP est libéré grd-
ce au DMSO (MERCK), I'échantillon est ensuite stabilis€ dans du tam-
pan MOPS 0,1 M. La quantité d'A.T.P est déterminée par fluarescence

sur BIQCOUNTER - LUMAC M 2010 aprés ajout du réactif enzymatique lumit
(LUMAC).
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- A - LE COMPLEXc MALTASE/GLUCOAMYLASE

[) PURIFICATION DU SYSTEME ENZYMATIQUE

Nous avans utilisé l'activité saccharase du complexe saccharase/
Isomaltase comme témoin interne de purification. En effet ce systéme en-
zymatique posséde a la fois une activité saccharase et une activitd mal-

tase.
Tout d'abord, le lavage interne de la muqueuse Intestinale permet
d'éliminer du tube digestif a la fois, les produits de dégradation des a-

liments et une grande partie de la microflore intestinale.

L'homogénéisation au Polytron a pour but de faciliter I'attagque

enzymatique a la papaine.

a) DIGESTION N LA PAPAINE

Les tableaux VIII et IX, respectivement pages 46 ei 47

permettent de suivre les différentes édtapes de purification.

Aprés attaque de la muqueuse intestinale par la papaine, les disac-
charidases solubilisées se retrouvent dans le surnageant 52 (figure 6 page27).
75 p.100 des activités présentes dans I 'homaogénat sont ainsi rEcup€rés.

Un peut noter ,dés a présent ,que les facteurs de purification et les pour-
centages de récupdration des activitds maltase et "maltitol-hydrolase"

sont tres voisins.

b) CHROMATOGRAPHIE SUR D.E.A.E Trisacryl M

Les profils d'élution des protédines et des activités maltase et
saccharase sont illustrds par la figure 8 page 48 . Par ce procédé, on

obtient différentes fractions enzymatiques et notamment les pic I et V.

Tout d’abord, le pic I renferme 10 & 15 p.100 de l'activiteé maltase
initiale et 50 & 75 p.100 de l'activité saccharase ; il s'agit du complcxe
saccharase/ isomaltase. On y retrouve aussi une activité protdasique due

4 la présence de papaine.
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TABLEAU VI 11

" SEPHAROSE 68

PURIFICATION D
ACTIVITE CACTIVITE _§PECIFIQUE 100 : FACTEUR DE
: TOTALE (U) : © (U.mg t. 1073 : e ;ZEupération . PURIFICATION
: ETAPE DE = :=mmmmm=—mm——mmmmmeeee ;' PROTEINES — tommmmmmmmmmommmmmme e RSl e B : R,
:RU A : : : TOTALES : : : : : : :
RIFICATION w0/ rase ‘macrrror ’(]mA) " MALTASE .”’:g;g{;gé MALTASE'MALTITOL  MALTASE ‘MALTITOL (=)
' SHYDROLASE g ’ ' “HYDROLASE "HYDROLASE
" HOMOGENAT 40 ‘3,8 . 350 115 y 11 “ 100 ¢ 100 - 1 0,096
s, 8 0,7 : 100 ;80 7 20 18 / / 0,085
s, T30 T3, _ 7 © 4200 450 75 80 36,5 41 ‘0,107
:D.E.A.Elpic V): 15 ;01,3 : 0,9 ;16 000 1450 38 35 139 132 0,090
12 o, ’ 0,7 16 800 1600 30,5° 28 146 1455 0,095

Activité spécifique "Maltitol-hydrolase
Maltase

(x) R} =



- [f; -

TABLEAUX 1X

=:==:=:=:=:=:= :o:-:::-:-:: E RS ::.:n:::o._:_.-_-__u_:._.._-_-z:_
ETAPE DE : ACTIVITE TOTALE :  ACTIVITE SPECIFIQUE
PURIFICATION ':--—----—-——~-f‘—”;---—-----————'7—-————-1‘-/'-’1’9-—-’-‘~19--1 —————— Ry )
* MALTASE "SACCHARASE ~°  MALTASE SACCHARASE *
: HOMOGENAT : 40 28 : 115 : 80 : 0,7
s, : 8 : 6 : 180 : 60 : 0,71
s, 30 12 T 4200 1700 ’ 0,4
" 0.E.A.E(pic V) 15 ’ 0,01 16000 : 2 ’ 0
SEPHAROSE 6B 12 : 0 : 16800 : 0 : 0

x R2 = Activitd spécifique  Saccharase
Maltase
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Ensuite, la fraction V renferme S0 & 55 p. 100 de 1l'activité ma]-
tase i1nitiale, La contamination par d'autres activites disaccharidasg-
ques et en particulier celle due au complexe saccharase/isumaltase est

négligeable. Nous sommes en présence du complexe maltase/gqlucoamylase.

On peut aussi remarquer (tableaux VIII et [X, page 46 et 47 ) que,

d'une part le rapport Rl (Activité "maltitol hydrolase”™) semble constant
maltase '
et.d'autre part que le rapport R2 (activité saccharase) tend vers Zzéro.
maltase
Ce qui nous permet d'affirmer que les résultats que nous obtiendrons
par la suite ne seront pas entachés d'une activité maltase secondaire

due au complexe saccharase/isomaltase.

En résume€, par cette €tape chromatagraphique, on obtient le complexe
e e -1
maltase/glucoamylase dont ['activité spécifique est de 16 U.mg avec un

facteur de purification de [40.

C) CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 68

Cette gel filtration permet d'éliminer les derniers contaminants
restant aprés chromatographie sur 0.E.A.£ Trisacryl M. lLe facteur de pu-

S ) . L -1
rification est de [45 pour une activité spécifique de [7 U. mg

Cette €etape est nécessaire, méme si1 le facteur de purification ob-
tenu parait faible, car elle permet de pallier les variations possibies

pouvant intervenir lors de la chromatographie sur D.E.A.€ Trisacryl M.

L'intérét de ce procédé de purification réside surtout dans le
fait que 1'on obtient le cuomplexe maltase/qluccamylase, libre de toute
activite saccharase, Cette derniere est, en effet, liminée ainsi que
l'activité maltase qui lui est associde, auv cours de ]'édtape de D.E.A.E

Trisactyl M.

Au cours des différentes purifications réalisées, nous n'avons pas
mis en évidence une sdéparation des activités maltase et "maltitol-
hydrolase”. Elles sont présentes, quelque soit le stade de purification,
dans un rapport constant., Dés & présent, nous pouvons émettre [ 'hypothé-

se d'une hydrolyse du maltitol par le complexe maltase/qlucvamylase.
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d) CownTROLE 0t PURETE

1) électrophorese

Aprés chromatographie sur Sépharose 68, le complexe maltase/qlu-
coamylase ayant une activité "maltitol-hydrolase”™ est homogéne en électro-

phorése sur gel de §.0.5 - polyacrylamide.

La figure 9, page 5t illustre l'dvalution de la purificatiaon de-
puis l'extrait brut Sl jquu'é 1'étape ultime de gel filtration. 0n peut
noter que les premiéres dtapes de purification, centrifugations et di-
gestion & la papaine, permettent d'édliminer de nombreuses protéines con-

taminantes.

2) Immungélectrophorése

La présence d'un arc unique de précipitation en Immunaélectropharése
unidimensionnelle (figure |0 page 52 ) et d'un pic unique en bidimensionnelle
(figure 1l page 53 ) démontre la pureté immunochimique du complexe

enzymatique obtenu apres gel filtration.
En immunaélectrophorése bidimensionnelle (figqure 11, page 53 ), on

peut nater l'intdrét de I'étape de gel filtration qui permet bien d'éli-

miner quelques contaminants restant aprés [ 'étape de D.E.A.E. Trisacryl M.

e) EXTENSION DU PROCEDE DE PURIFICATION AU RAT AXENIQUE ET AU CHIEN

1) Rat axéniqgue

Le procedé de purification, mis au point sur le rat normal, a €écé
appliqueé au rat axénique de fagon a voir si ce dernier possédait le méme
potentiel enzymatique et en particulier un complexe maltase/glucoamylase

analogue a celui décrit chez le rat normal.

Avant de donner les rdsultats, il est ndcessaire de noter que le trai-
tement de 1'intestin a été modifié en un point par rapport & la méthode décrite
page 26 . En effet, la muqueuse Iintestinale de rat axénique, nettement
plus fragile, se desquame trés facilement. C'est pourquoi, au lieu de de-

couper et décaper 1’'intestin, nous avons préfdéré | ‘'homagéndiser tel quel.
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FIGURE 9 : ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

EN PRESENCE DE S.D.S.

- 1 - Surnageant 51

- 2 - Surnageant 52
- 3 - Pic I en sortie de D.£.A.E Trisacryl M
- 4 - Pic V en sortie de D.£E.A.E. Trisacryl M

- 5 - Sortie de Sépharose 68
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FIGURE 11 : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE CONTRE
UN ANTISERUM TOTAL.

A) Surnageant 51

B8B) Surnageant 52

C) Sortie de D.E.A.E. Trisacryl M. (pic V)
D) Sortie de Sépharose 68
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A partir de rats axéninques, on obtient des resultdts similajce,
ceux obtenus & partir de rats normaux. les comportements chromatogmpmquCb
des activités maltase et "maltital-hydrolase” sont, en effet, identiques.
En fin de purification, on obtient une maltase/qlucoamylase ayant une ac-
tiviteé spécifique de 15 U. mg_l et ne présentant pas d'activité saccha-
rase. De plus, le rapport Rl reste constant au cours de la purification,

il est, d'ailleurs, pratiquement identique & celuil obtenu a partir de

rats normaux ( R~ 0,1).

On peut danc conclure que le rat axénique posséde une maltase qui a,
non seulement , le méme comportement que le complexe maltase/glucoamylase
de rat normal, mais posséde aussi une activité "maltital hydrolase".
L'hydrolyse du malititol n'est donc pas, comme l'affirment certains auteurs

(95, 121), exclusivement réalisée par la microflore intestinpale.

2) Chien

Nous avons essayé d'isaler un complexe maltase/glucoamylase, dans
le but de comparer ce systéme enzymatique & celul obtenu & partir du rat,
paour ensuite, dégager d'éventuelles variations en fonction de l'espéce
animale.

Les morceaux d'intestin utilisés,d'une longueur de 4 & 5 cm,ont €t€
traités de la méme maniére qu'un intestin de rat ; (protocole décrit

page 26 J, Ils nous ont &té fournis par la soicété ROQUEITE Fréres.

En ce qui concerne les rapports d'activités,RI et RZ' on ne remar-
que pas de diffdrences significatives (tableau X page S5 ) avec ceux

‘obtenus a partir de rats. Par contre les activités totales maltase,

"maltitol hydrolase” et saccharase sont environ 3 fois plus faibles.

C'est en &tudiant l'action de- la papaine, que 1 'on s'est apergu
que l'activité maltasiquechez le chien est trés sensible & la quantité
de protéases ajoutdes lors de la solubilisation des disaccharidases
intestinales. Par contre,chez le rat nous n'avons pas mis en évidence de
phénaoméne semblable. En effet,si on examine la figure 12,page 56 , 0on
remarque que,pour le rat,3 partir d'une certaine quantité de papaine 1l 'ac-
tivité maltase est stable. A l'opposé, les protéines solubilisées du chien

semblent Etre dénaturdes par un excés de protéase.
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Activité (2)
(y) RAT

30

CHIEN

T T T T - T == 1

8 310 25 125 25
080 155 . papaine (mg/ih)

FIGURE 12

SOLUBILISATION DE L'ACTIVITE MALTASE INTESTINALE

PAR LA PAPAINE

(1) quantité de papaine ajoutée & 3 g de culot humide aprés la lére

centrifugation (voir traitement de la muqueuse intestinale figure 6 page

(2) Activité maltase totale présente dans le surnageant So



Par la suite, pous avons #ssaye d'rsoler un complexe najtase;, gl
coamylase sans activite sacchdarase en vtilisant, comme pour le rat, |,
chromatographie sur 0-£.A.E. Trisacryl M. Le campurtement des disaccha-
ridases de chien est totalement différent de celles du rat. Quelque so;t
le gradient de pH ou de force ionigue utilisé, ce procédé ne nous a pas

permis de sédparer les activités maltase et saccharase.

A ce stade, on peut se poser le probléme de Il'existence, dans les
fragments intestinaux utilisdés, d'un complexe maltase/qlucaamylase analogue a

celul de rat.

[1) CARACTERISATION DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE

d) POINT ISOELECTRIQUE

Le point [soélectrique, obtenu par iso€lectrofocalisation en veine
liquide, se situe aux environs du pH 4,1 (figure 13 ,page 58 ).

by MASSE MOLECULAIRE

Par chromatographie de tamisage maoléculaire sur Sepharose 68, la mas-
se moléculaire du complexe maltase/glucoamylase a été estimée a 220 KO
Cette valeur est vaisine de celle obtenue par d'autres auteurs qui la

situe & 240 K@ ( 82 ).

C) PROPRIETES ENZYMATIQUES

1) pA optimum

Les résultats sont illustrés par la figure 14 page 59 . 0n remarque
que le profil présente aprés un maximum, un dpaulement que ce sOIt pour

I'activité maltase ou maltitol hydrolase.

2) stabilité & la tempédrature

La stabilité 3 la température a été mesurée & 55°C car il a été
démantré que contrairement au complexe saccharase/isomaltase, la maltase/

glucoamylase dtait thermorésistante,

Tout d'abord, l'activité "maltital-hydrolase® a le méme compor-
tement que l'activité maltase. Par contre, la saccharase ne résiste pas
a la température (figure 15, page60 ), en effet, le complexe saccharase/

isomaltase est dénaturé, & 55°C, en moins de 30 minutes.
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FIGURE 15

STABILITE A 55°C

DES ACTIVITES MALTASE (+ ): MALTITGL-HYDROLASE (---) ET SACCHARASE ( »)

P Dt D 2T e e =0 =

Activité maltase
résiduelle (p.100)

/

S04

‘F 1

T
30 60 90 120

Temps (min.)

=L I Il R 1

STABILITE A 55°C DE L’ACTIVITE MALTASE
D'UN Sy (+), pu P1c I (®m) (COMPLEXE SACCHARASE/[SOMALTASE) ET
DU PIC v (9 (COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASEJ DE SORTIE DE D.E.A.E TrisacryL M.



Nous avons ensuite étudié la stabilité de l'activité maltase
a différents stades de purification. On constate sur la fiqure (6, page
que :
- 60 p.100 de 1'activité maltase présente dans un surnageant 52 sant
stablesa 55°C au bout de 2 heures. Il faut naoter que ['on se trouve,

dans un S en présence d'un mélange de plusieurs systemes enzymatiques

2!
ayant une action sur le maltose. 0On peuyt citer, entre autre enzyme, le

complexe saccharase/isomaltase qui est dénaturé en mains de 30 minutes.
- 95 p.100 au minimum de l'activité maltase présente dans la fraction V

de D.E.A.E Trisacryl M résistent a la température.

A priaori, on peut conclure gue Il'activité maltase liée au
complexe saccharase/isomaltase est détruite par la chaleur, alors que

celle qui associée au complexe maltase/glucoamylase est stable & 55°C.

Une €tude similaire a 6té éffectuée sur les enzymes de la mu-
queuse Intestinale de chien. la figure 17, page 62 montre bien gque l'acti-

est sensible & la tempéra-

'

vité maltase, présente dans le surrageant 52

ture. Seulement 20 & 25 p.100 de 1'activité résistent 2 heures a 55°C.

Par ailleurs, aucune fraction en sortie de D.E.A.E Trisacryl M ne
présente une stabilité analogue & celle du complexe maltase/glucocamylase

de rat.

Si ce complexe maltase/glucoamylase existe chez le chien, les
résultats obtenus peuvent &tre expliqués, soit par la présence du complexe
en tres faible quantité, soit par un comportement tout & fait différent de

celui Isolé chez le rat.

3) paramétres cindtigques

a) en fonction de 1'étape de purification,

Nous avons, tout d'abord, étudié les paramétres cinétiques,
vis-a-vis du maltose et du maltitol, en fonction du stade de purification.
En effet, initialement, on se trouve dans le cas d'un mélange de complexes

enzymatiques dont plusieurs présentent une activité maltase.



Activitée

maltase résiduelle

(p.100) A
100 <
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STABILITE A 55°C DE L'ACTIVITE MALTASE
D'UN So DE RAT (@) €T D'UN S DE CHIEN (m),
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On peut remarquer, tableauv XI, page 64 , que la vitesse maximale de réac-
tion reste constante alors que 1'affinité, vis-a-vis des deux tuypes de
substrats, augmente. (Ce phénoméne peut étre expliqué en partie par la
disparition progressive de la contamination due au complexe saccharase/

isomaltase lors de la purification du systéme maltase/glucoamylase.

Cette étude a 6t€ effectuée dans le but de déterminer s'il exis-
tart une forme d'adaptation de la maltase/glucoamylase-a la compaosition du

régime alimentaire chez le rat.

A la vue du tableau XII, pagee5 , on peut conclure que les para-
metres cinétiques vis-a-vis du maltose et du maltitol ne varient pas en fonc-
tion de la diéte. De plus,nous avons comparé le potentiel enzymatique mal-
tase et "maltitol-hydrolase” d'un rat normal et d'un rat nourri au lycasin®

80/55. A ce niveau non plus, Il n'y a pas de différence.

La présence de maltooligosaccharides hydrogén€s dans une diéte

n'influencent en aucune maniére le complexe maltase/glucoamylase.

y) Comparaison : rats Wistar et Sprague Dawley

les études, in viva, effectuées par la société ROQUETTE fréres
sont ré€alisées sur des rats Sprague Dawley ; alors que d'auvtres travaux,
et notamment ceux r€alisés au Japan se font a 1'aide de rats de race
Wistar. C'est pourquoi, méme sI cela parait évident, nous avons voulu

comparer les paramétres cinétiques de ces deux lign€es.

Les résultats, résumés dans le tableau XII page 65 , montrent

que la lignée n'a pas d'influence sur 1'hydrolyse du maltose et du maltitol.

8) Comparaisons : rats normaux et rats axéeniques

Le rat axénique est un madéle de laboratoire bien souvent utili-
sé lors de 1'dtude de la microflore intestinale et de son action.
Nous avons déja mis en €videncepage 54, que le rat axénique posséde
un complexe maltase/qlucoamylase analogue & celui d'un rat normal.
Les résultats obtenus, tableau XIII, page 65 , montrent que les affinités

du complexe de rat axénique vis-a-vis des substrats maltose et maltitol sont
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TaBLEAUX XI : PARAMETRES CINETIQUES EN FONCTION DU STADE DE
PURIFICATION DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE

MALTOSE : MALTITOL
Km vmax Km/ Vmax Km Vmax Km/vmax
‘dvant 0.€.A.6  ° 2,5 190 76 1 ss T 13 Co,24
‘Apres 0.€.A.6 1,3 ° 200 1sa © 30 1s T g,s0
Apreés Sepharose ., . 00 . 167 : 30 : 14  : 0,47

68
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TABLEAU XI1 : COMPARAISON DES PARAMETRES CINETIQUES DE RATS
ST GopaUE DAWLEY NORMAUX ET NOURRIS AU LYCASIN®
ET DES RATS WISTAR

=c=:::o:=:=:=:=-=:=-=:=-=-=.::-:-='=-=~=:=:=:=-=
MALTOSE MALTITOL
K 14 K %
m max m max
‘R
_Rat Sprague 2,5 190 55 13

"Dawley
iRat Sprague . . . .
‘Dawley nourri 2,5 . 200 : 57 ) 15

“au Lycasin®

“Rat Wistar T2, 205 ! 55 S

AXENIQUES
MALTOSE : MALTITOL
K v K v
m max m max
: Rat normal > 1,2 E 200 : 30 : 15
: Rat axénique : 1,45 : 100 : 30 5 8
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ldentiques a celles de rats normaux, par contre les vitesses d'hydrolyse
sont deux fois plus raibles. Cette différence pourrait €tre due 4 un

renouvellément plus lent des entérocytes des rats axéniques,

4) Inhibition croisée

Les résultats obtenus jusqu'a présent sont en faveur d'un ensem-
ble moléculaire homogéne hydralysant maltose et maltitol. Il reste ce-
pendant & démontrer l'identité du ou des sites catalytiques hydroly-

sant ces deux substrats.

Le tableau XIV, page 67 , donne les valeurs expérimentales obte-
nues et en paralléle les valeurs théoriques dans les deux hypothéses
possibles : | site - 2 activités ou 2 sites - 2 activités. les résul-
tats obtenus nous permettent d' affirmer que l'hydrolyse du maltose
et du maltitol s'effectue auv niveau d'un méme site catalytique. [l
faut cependant reconnaitre que l'affinité et la vitesse maximale d'hy-
drolyse sont plus famblespour le maltitol que pour le maltose ( respec-

tivement 20 ou 10 fois moins).

s) action des Inhibiteurs

Jusqu'a présent, le systéme enzymatique a €t€ caracteérisé€ par ses
parametres cinétiques classiques : Km et Vmax.
S'il existe effectivement un seul site de catalyse, les inhibiteurs

doivent agir de la méme fagon quelque soit l'activité enzymatique.

Lés résultats sont résumés par le tableau XV, page 68

On peut remarquer que :

~ le maltose et le maltitol se comportent comme des inhibiteurs

compdétitifs 1'un vis-a-vis dé l'autre.

- 1l'jsomaltitol et la §-gluconolactone inhibent de fagon iden-

tique les activités maltase et "maltitol - hydrolase”
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TABLEAU AV

lllllllllllllllllllll

Ki (mM)
MALTASE MALTITOL HYDROLASE
" MALTOSE ’ - : 2,7
" MALTITOL ’ 20 : -
" 8 -GLUCONOLACTONE® 13 : 12,5
" ISOMALTITOL : 20 ’ 19
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6) Action du systéme enzymatique maltase/"maltitol hydrolase"

sur des analogues structuraux.

Cette dtude de la variation des paramétres cin€tiques a €t€ réali-
sée pour deux raisons princgipales
- le Lycasin® 80/55 renferme des homoloques supérieurs du maltjitol

- la maltase est toujours associde i une activité glucoamylase.
Les résultats sont rassemblés dans le tableau XVI, page70.

En ce qui concerne les substrats synthétiques, ni le Naphtyl -
a- D - glucopyranoside ni le methylumbelliferyl -a - glucopyranoside
ne sont hydrolysés par le complexe maltase/glucoamylase. Par contre
le p -nitrophenyl -a - D - glucopyranoside est dégradé. Sa constante
d'affinité (Km = 6,7 mM) est intermédiaire entre celle du maltose
(1,3 mM) et celle du maltitol (30 mM), alors que sa vitesse maximale
de réaction est semblable a celle du maltitol (respectivement I3 et
15 n.moles.min.-l). Ce phénoméne peut étre expliqué par ['epcombre-

ment Stérique plus Iimportant des graupements naphtyl et méthylumbel -

liferyl.

Quant aux oligosaccharides tels que maltotriose, maltotriitol,

maltopentaitol et maltoheptaitol, plusieurs remarques sant a faire

- leur affinité est plus grande que celle du maltose

- leur vitesse globale de réaction est inversement proportion-
nelle au nombre d'unité glucose ; mais la liaison a-(l1— 4)~
glucosidique est pratiquement hydrolysée a vitesse constante.

- ils produisent une inhibition par excés de substrat (respecti-

vement a partir de 1,1 - 1,5 - 1,3 et I 3 mM)

IIT) LOCALISATION Du COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE

Nous avons essay€ de déterminer si le complexe maltase/glucoamylase
€tait réparti uniformément le long de 1'intestin ou au contraire localisé

dans certaines régions du tractus digestif. Pour cela nous avons utilisé

deux méthodes différentes
-~ le dosage de 1'activité enzymatique présente dans le surnageant
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52 de chaque fragments jntestinaux de 2 a 3 cm Jde longqueur,

- 1a localisation de la fluorescence dans des coupes intestinales
de 7 um espacdes les unes des autres de 2 & 3 cm, et cela aprés réaction

immunitaire au moyen de 1'antisérum spécifique anti-Sépharose 68"et d anti-

anticorps de lapin marque au F,I.T.C.

a) PAR DOSAGE ENZYMATIQUE

La répartition de 1'activité n'est pas homagéne comme on peut le
remarquer figure 18, page 72 . L'higtogramme de 1'activité maltase
montre en effet que cette derniere est localisée de fagan diffuse le
long de 1l'intestin. D'une fagon globale,on peut distinguer 3 zones ay
l'activité est plus Importante. Elles se situent dans le j€junum, dans

la région jejuno-iléale et dans ['iléon.

b) PAR IMMUNOFLUORESCENCE

On peut observer (figure |9 , page 74 ) que les coupes intestinales
traitees contre un antisérum total présentent une fluorescence intense
diffuse et dispersée, contrairement & celles traitées contre un anti-
sérum d'un lapin non Immunisé€. On constate aussi que le maximum de
fluorescence se trouve localisé au niveau de la bardure en brosse.

Les amas fluorescents que l'on remarque a ['intérieur des villosités

sont dus & la présence de macrophages.

Dans la figure 20, page75 on peut observer gque 1l'intensité de
fluorescence est variable en fonction du fragment intestinal dans
lequel la coupe a €té effectuée.

Ainsi, nous avons essay€ d'évaluer 1'intensité de la fluorescence
de chacune des 24 coupes. Nous en avons ensulite dégager un profil qui est
représenté dans la figure 21, page 76 . A ce niveau, il est nécessaire
de préciser que la mesure de l'intensité de fluorescence n'est pas tres
précise, il s' agit d'une méthode d'évaluation effectude en camparant
les coupes les unes aux autres. 0n peut quand méme remarquer qu'on
retrouve trois zones oU la fluorescence est plus intense. Elles se si-

tuent dans le jéjunum, dans la région jéjuno ildale et dans 1‘'iléon.
Cependant,il est délicat de superposer ce profil avec celui obtenu

aprés le dosage de l'activité enzymatique. En effet, non seulement I'éva-

luation de la fluorescence est peu précise, mais aussi la coupe de 7 um
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Activité («)
Maltase (m.U.) —
600
400 -
— | -
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j—Lm
Segment intestinal
duodénum
Jje€junum

Jjéjuno-iléan

iléon

FIGURE 18 L’ "ACTIVITE MALTASE LE LON DE L [NTESTIN GRELE DE RAT

*Activité maltase totale présente dans les surnageants 32 de chacun
des 24 segments intestinaux.
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FIGURE 20
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Intensité de fluorescence

relative

A
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50 A — 1

Y
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—
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FIGURE 21 : INTENSITE DE FLUORESCENCE PRESENTE AU NIVEAU DES
COUPES INTESTINALES DE RAT

(Estimation visuelle effectude par 4 personnes)
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ne représente, peut étre pas le fragment intestinal dans lequel elle a
étd effectude. De plus, il faut ajouter que ces coupes ont dété réalisdes
sur un méme animal, alors que l'activité enzymatique a €té déterminée 3§

partir de 3 animaux.

En conclusion, nous avons jusqu'a présent isolé,a partir de la bor-
dure en brosse de 1'intestin de rat, le complexe maltase/qlucoamylase
qul hydrolyse le maltase et le maltitol au niveau d'un méme site de ca-
talyse. Cette,enzyme, du fait de son activité glucoamylase hydrolyse
les maltooligosaccharides qu'ils soient hydrogénés ou non. La locali-
sation de ce complexe, semble diffuse le long de I'intestiﬁ gréle, mais,

a priori,il existe des zones oG elle se trouve en plus grande quantité.

Nous allons maintenant nous attacher & un aspect plus appliquég, a

savoir : la dégradation du Igcasin® 80/55 et du maltitol dans l'intestin.
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B) ETUDE, IN VITRO, DE LA DEGRADATION
DU LYCASIN® 80/55 ET DU MALTITOL

Les travaux effectuéds jusqu'a présent sur le complexe maltase/
glucoamylase se situent dans le contexte, plus général, d'une étude de

la digestion du lycasin® 80/55 qui contient plus de 50 p. 100 de maltitol.
C'est pourquoi, nous nous propasons d'examiner :

- 1 - l'action du complexe maltase/glucoamylase sur le maltitol
et le lycasin® 80/55, en comparaison avec le maltose et le
sirop de glucose 545 qui permet d'obtenir par hydrogénation

le lycasin® 80/55.

- 2 - l'action de 1' a-amylase pancréatique qui peut notamment
Intervenir au niveau de la dégradation des maltooligasac—

charides.

- 3 - I'intervention éventuelle de la microflore dans la dégra-

dation du maltitol.

) ACTION DU COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE SUR DIFFERENTS
SUBSTRATS

a) CINETIQUES DE TEMPS

Le tableau XVII, page 719 et la figure 22 page 80 , illustrent

les résultats obtenus lors de 1'étude de la dégradation du Lycasin® 80/55

et du sirop de glucose 545.

On peut constater que :

- a- les oligosaccharides disparaissent trés rapidement qu'ils

soient hydrogénés ou non,
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TABLEAU XVII: POURCENTAGE DHYDROLYSE DU MALTOSE, DU SIROP DE

GLUCOSE 545 ET DE LEURS HOMOLOGUES HYDROGENES PAR
LE COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE

' : - SIROP DE  ° ® :

MALTOSE : MALTITOL GLUCOSE 545 :LYCASIN 80/55 :
3 h 30 98 22 80 33
: 8 h : 100 : 32 : 92 : 45
: 24 h : 100 : 73 : 97 : 74
: 48 h : 100 : 86 : 97 : 85
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FIGURE 22

HyproLyse pu Lycasin®™ 80/55 (A)
ET DU SIROP DE GLUCOSE 545 (B) eAR LE

COMPLEXE MALTASE / GLUCOAMYLASE,

[) TEMOIN SUBSTRAT

11) 40 HEURES D'HYDROLYSE
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- B - En ce qui concerne le Lycasin® 80/55, 1'étape limitante se
situe au niveau du maltitol. De ce fait 1'hydrolyse totale

nécessite un temps d'incubation plus long.

- V- Le maltitol est dégradé beaucaup plus lentement que le
maltose, respectivement 32 et 100 p. 100 aprés 8 h. d'hydrolyse.

Ces essais mettent donc en évidence 1 'hydrolyse enzymatique du lycasin0
80/55, et du maltitol qu'il contient., Il faut cependant noter que ce dernier
est lentement hydrolysé. |

On peut aussi remarquer qu'au bout de 4 heures, 1'hydrolyse du mal-
titol est environ 5 fois plus faible que celle du maltose ; alors que
pour le lgcasinO 80/55 an nate une dégradation 2,5 fois plus faible que

celle du sirop de glucose.

b) CINETIQUES EN PRESENCE DE MELANGE DE SUBSTRATS HYDROGENES ET
NON HYDROGENES

1) Maltose-maltitol

La figure 23, page 82 montre que l'hydrolyse du maltitol débute lors-
qu'il est 10 fois plus concentré que le maltose. 0On confirme donc ici que
le maltitol est un substrat hydrolys€ trés lentement par le complexe

maltase/glucoamylase.

2 ) sirop de glucose 545 - lycasin® 80/55

Dans le cas d'un mélange contenant 90 p.100 de lycasinq’80/55 et
10 p.100 de sirop de glucose 545, la présence de sucres hydrogéné€s,
méme en grande quantité, ne semble pas modifier 1'hydrolyse du sirop
de glucase. En effet, ce dernier est dégradé & 100 p. 100 en 48 heures,

alors que le lycasinal'est a 73 p.100 (figure 24, page 83 ).

[T ) ACTION DE L‘a-AMYLASE PANCREATIQUE

L' a-amylase pancréatique est impliqude dans la digestion de glu-
cides complexes, tels que 1'amidon et le glycogéne. (C'est pourquoi, nous
avons testé ce type d'enzyme sur le .chasino 80/55 et le sirop de glucose

545.
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Nombre de n.males hydrolysées

Maltose “ Maltitol
2541
et
A
2,511
8
90

T T 6‘0
30 Temps (min.)

F1GURE 23, : HYDROLYSE DU MALTOSE () ET DU MALTITOL (@ EN MELANGE
' PAR Lt COMPLEXE MALTASE/GLUCOAMYLASE

RAPPORT MOLAIRE MALTOSE/MALTITOL AT =@

A:0,12

B: 0,1
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IGURE 2

n
N o
I &=

HYDROLYSE D‘UN MELANGE (=) CONTENANT 90p.100 DE
LYCASIN® 80/55 ET 10 p.100 DE SIROP DE GLUCOSE 545

Dans 1'encadré : pourcentage d'hydrolyse de chacun des deux

substrats pris séparemment

®) sirop de glucose 545
A) Lycasin® 80/55
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Tout d'abord,ni le maltose ni le maltitol ne sont hydrolysés par
les a-amylases utilisées (a-amylases pancréatiques de porc purifides -

a-amylase pancréatique humaine non purifide).

Ensuite en camparant 1'hydrolyse du lycasin®80/55 a celle du
sirop de glucose, on peut remarquer (figure 25 page85 ) que :

bans les 2 cas les palyméres supérieurs sont dégradés trés
rapidement.

Les produits d'hydrolyse du sirop de glucose 545 sont princi-
palement le glucose et les maltooligosaccharides dont le deqré de
polymérisation est de 5 et 6.

Quant au lycasin® 80/55, il n'y a pratiquement pas de glucose
libéré, le maltotriitol n'est pas hydrolysé et on peut noter ]'appa-
rition de maltose en faible gquantité,

En fait 1'a-amylase pancréatique hydralyse préférentiellement la lere
et la 2éme liaisona-(1+4) ~ 0 - glucosidique & partir d'une fonction ré-

ductrice et la 3éme lhaison & partir de l'extrémité réduite (vair page 16

Comme on peut le voir figure 26 , page 86 , le maltotriitoln'af-
fecte pas la dégradation de maltooligosaccharides par l'a-amylase pancré
atique ,contrairement & 1'a -amylase salivaire (162,163) .Il en est de méme
pour le maltitol.

O0n peut aussi noter, gue lors d'essals avec l'extrait pancréatique
et la maltase/gqlucoamylase en mélange figure,27' page 87 nous n'avons
pas mis en évidence 1'effet additif de ces 2 types d'enzymes. lLe complexe
maltase / glucoamylase est capable d'hydrolyser le lycasin® 80/55.

A priori,une dégradatian préalable des polyméres supérieurs ne favorise

pas son action. Au contraire, i1l semble que ce complexe éprouve plus de
difficultés & hydrolyser les petits polyméres lorsque les oligasaccharides
a plus haut poids moléculaire sont absents. Ces résultats sont & rapprocher
de ceux observés lors des cinétiques d'hydrolyse du chasjn° 80/55 et du
maltitol, & savoir une hydrolyse rcspectivement 2,5 et 5 fois plus faible

que celle de leur homologue nan hydrogéné..
I1 semble dbnq y avoir un effet d’activation qui serait d0 & la presence
des polyméres supérieurs dans lequels la fonction alcool n'a que peu

d'influence sur la mise en canformation du complexe enzyme-susbtrat, ce

qui ne sembe pas étre le cas paur le maltitol.

- 84 -



- 58

OP1

DP 2

/]

UN EXTRAIT PANCREATIQUE HUMAIN,

(1) Témoin enzyme; (2) Témoin substrat; hydralysat aprés | heure

4 heures (&), 24 heures (5), 48 heures (6), d'incubation & 37° C.

/ DP 3
L4 4 4 4 B S
w0 - - - Yeooeowe ‘/_M
OF 3 W e e - W
- ar /-DPG /——-OPS
- e a= o / P7 - - ‘/__"‘"’6
- - e e / oP 8 - e - P7
- e - hunet -
=- I = —
m o -~ — ;
Bz . a
T 2 3 -~ “w - = % T % v T
A B
FIGURE 25 : HyDproLYyse pu Lycasin® 80/55 (B) ET pu sIRoP DE GLUCOSE 545 (A) paR

(3),



——0P3
¥

L
o /*DP2
o L oOw
DP3 itol
. O9QE®_—
i
L
L

““~—~——7DPe
N \—opg
P - —r by ey — ity s——— A,
1 2 3 4 5 6 7 8
FIGURE 26 : ACTION DU MALTOTRIITOL SUR L‘HYDROLYSE
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PANCREATIQUE,

(1) Témoin sirop de glucose 545 - 0,85 p.100 (P/V).
(2} Témoin maltoaligosaccharides - 0,85 p.100.

(3) Témoin maltotriitol - 0,42 p.100.

(4) Témoin d'hydrolyse des maltooligosaccharides.
(5) Témoin maltotrijtol

(6)

Hydrolyse des maltooligosaccharides en présence de quantités
(7)

décroissantes de maltotriitol (0,41 p.100, 0,21 p.100, 0,! p.100).
(8)
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ACTION DE LA MICROFLORE INTESTINALE

ESSAIS PRELIMINAIRES SUR L'UTILISATION DU MALTITOL PAR

FLORE CAECALE

Ces essais préliminaires ont été entrepris pour 3 raisons princi-

pales :

- 1 -

trats

Le dénombrement de la flore a montré un doublement de la population
aerobie stricte et facultative contenue dans les fécés de rats nour-

2

ris au lycasin® 80/55 par rapport & celles de rats normaux.

Lorsqu'un rat est nourri avec du chasino 80/55, il passe par
une période d'adaptation qui se traduit par 1'augmentation du volu-

me du caecum qui redevient normal par la suite.

Au cours des études sur le complexe maltase/glucoamylase aucun
phénoméne d'adaptation enzymatique n'a pu étre mis en évidence
tant sur le plan potentiel d'hydrolyse que sur le plan des para-

métres cinétiques.

Le tableau XVIII page 89 , permet de suivre la dégradation des subs-

et le développement de ia population microbienne

Si on met en paralléle, le deéveloppement bacté€rien et 1'utilisation

des substrats, on peut remarquer que :

- le glucase est trés rapidement utilisé par une flore en croissance

exponentielle.

- la population bactérienne se développe pratiquement de la méme

fagon sur maltose et maltitol.
- le sorbitel parait étre moins favorable a la croissance de la mi-

croflore caecale. Il faut cependant noter que le sorbitol produit

par 1'hydrolyse du maltitol est utilisé au fur et a mesure de son
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GLUCQSE : SORBITOL : MALTOSE : MALTITOL

Dol ael® g ate % ATP % ° arp
T0 100 20 100 30 100 25 100 25
r1 ©oes D20 1 85 (360 0 85 [ 365 85 © 225
T2 ©o<1 G200 0 (350 0 30 7 500 20 % 2000
T3 Po=x0 i 25 1 60 P20 1 8 1200 T3 % 2400
T4 ox0 D o500 D 40 G20 0 =0 (2500 ) ~0 2600

(1) : substrat résiduel en pourcentage par rapport a la quantité 1initiale
preésente dans le milieu

(2} : Concentration en A.TP. présent dans le milieu exprimée en IO_IIg.ml_l

- T0 - avant ensemencement

- T1

1

Juste aprés
- T2 - Apres 3 jours de culture
-~ I3 - Aprés 1 semaine

- T4

Aprés 2 semaines

- 89 -



apparition. Il est possible que le sorbitol ne permette pas une croissance
identique & celle provoquéde par le glucose ; par contre il serait normale-

ment utilisé par une flore en développement.

IL s'agit ici d'essais préliminaires, i1l serait donc hatif d'ap-
porter des conclusions définitives & partirde ces résultats. Il serait,
par contre,intéressant de poursuivre cette dtude de fagon a déterbiner
si la présence de sucres hydrogénés induit le développement d'une flore
particuliére.

Il s'agirait alors de caractériser les souches induites et de détermi-
ner les produits de dégradation du maltitol avec en paralléle une étu-

de de la flore caecale de rats nourris au Igcasjn0 80/55.
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CONCLUSTONS

a) Le complexe maltase/glucoamylase isolé & partir de la bordure
en brasse de l'intestin de rat, a ét€ purifié 145 fois. Jugé homogéne
en électrophorése, il présente un arc unique de précipitation en immu-

noélectrophorése.

- Dans un premier temps, la similitude du comportement chromato-
graphique des activités maltase et "maltitol-hydrolase" ainsi que
l'identité des paramétres enzymatiques (pH optimum, masse moléculaire,
point isoélectrique, stabilité a la température), ont permis d'affirmer
que ces 2 activités sont portées par le méme support protéique.

Les résultats cinétiques obtenus, lors des expériences d'hydrolyse en
présénce de 2 substrats (maltose et maltitol) et lors des réactions
d'inhibition, montrent que maltose et maltitol scnt dégradés par le com-

plexe maltase/glucoamylase au niveau d'un méme site de catalyse.

- L'activite€ de ce complexe se trouve reéparti le long de 1'intes-
tin. Il existe cependant des zones ol la quantité d'enzyme est plus
importante. Nous n'avons pas réussi,par les techniques de localisation

en Immunofluorescence, a démontrer si ces zones €taient constantes ou s'il
s'agissait d’'une répartition aléatoire liée & la biosynthese des cellules

de la bordure en braosse.

b) Le complexe maltase/glucoamylase posséde une large spécificité
d'action sur les substrats possédant des liaisons a -(1 - 4)-glucosi-

diques.

- L'affinité et la vitesse maximale de réaction vis-a-vis du mal-
titol sont respectivement 10 et 20 fois plus faibles que celles du

maltose..

- pPar contre, en ce qui concerne les polyméres supé€rieurs, la
présence d'une fonction alcocl n'a pas d’'influence sur les paramétres
cinétiques. De plus, les maltooligosaccharides semblent avoir un effet

activateur sur la dégradation du maltitol. Ce phénoméne peut étre ex-
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pliqué par le fait que les polyméres supérieurs possédent une confor-
mation trés voisine des substrats naturels et permettent ainsi une meil-
leure associatiaon avec le complexe enzymatique. La probabilité d'avoir

une banne orientation est trés largement diminuée dans le cas du maltitol,

c) 0'un point de vue plus métabolique, le rat posséde le paﬁentiel

enzymatique nécessaire a la dégradation du maltitol et du chasin® 80/55.

- En effet, des essais de digestion in vitro, ont montré que le
maltitol est hydrolys€ par le complexe maltase/qglucoamylase a 85 p.100 en
48 heures. Il faut cependant reconnaftre que cette hydrolyse est nette-
ment plus faible que celle du maltose (respectivement 32 et 100 p.100
en 8 heures). Il apparait de ce fait difficile d'affirmer, comme I 'ont

fait certains auteurs (79,80), que le maltitol est acalorique.

- Quant a la dégradation du lycasin® 80/55, les polyméres supérieurs
sont rapidement hydrolysés; 1'étape limitante se situant au niveau du

maltitol qui nécessite un temps d'hydrolyse plus long.

- Par ailleurs, des essais préliminaires ont permis de constater
que 1' « -amylase pancréatique décompose le 1ycasin° 80/55 en maltose
et en polyméres supérieurs hydrogénés ou non. Il n'existe cependant
pas de synergie entre a-amylase et complexe maltase/glucoamylase dans
la dégradation ipn vitre du lycasin? le complexe maltase/glucoamylase

étant capable d'effectuer la totalité de 1'hydrolyse.

d) Enfin, naus avons pu montrer que le rat axénique posséde pra-
tiquement le méme potentiel de dégradation du maititol et du lycasin®
80/55 que le rat narmal.

Cela implique,que 1'hydrolyse du maltitol n'est pas exclusivement réa-
lisé par la microflore intestinale ( 95 ).
Il faut cependant ajouter, que la flore caecale de rat semble capable

d'utiliser le maltitol en tant que saurce carbonée.

Ainsi, au cours des différentes expériences effectu€es, nous avons

pu constater que la dégradation du lycasin® 80/55 présente de nombreuses
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similitudes avec celle de 1'amidon. Mais les résultats obtenus sou-
lévent d'autres problémes relevant a4 la fois de la recherche fondamen-

tale et appliquée.

- D'une part, dans le cadre du secteur biochimique, il reste a
€tudier la conformation du complexe maltase/glucoamylase. Il serait
intéressant de comparer cette structure & celle, déja connue, du
complexe saccharase/isomaltase. Cette €tude permettrait de savoir
s'il y a des sous-unités et s'il existe vraiment une activité maltase
différente de l'activité glucoamylase comme le préconise certain

auteur (145).

- D'autre part, dans le cadre du secteur microbiologique, il
serait utile de connaftre le réle exact joue par la microflore in-
testinale . lorsque 1'alimentation renferme des produits hydrogénés,
la microflore intestinale,adapte-t‘elleson potentiel enzymatique ou

subit elle des variations de composition ?

Enfin d'un point de vue physiologique, les résultats que nous
avons obtenus chez le rat sont ils un cas particulier ou une régle

générale ? Il faudrait étendre cette étude & d’autres animaux.
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