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INTRODUCTION 



Les é tudes  s t a t i s t i q u e s  de GYORGY ( 5 7  1, f o n t  a p p - t r s l t r e  

que l e s  n o u r r i s s o n s  a l imen tés  zu lsit de femme ont  une . 

m o r b i d i t é  e t  une m o r t a l i t é  i n f é r i e u r e s -  S c e l l e s  des  xou- 
veaux-nés n o u r r i s  au lsit ae  vache. N o t p ~ i e n t ,  c e s  noLr- 

r i s s o n s  2 1 1 a i t é s  au s e i n  s o u f f r e n t  moins de t r o u b l e s  d i -  

g e s t i f s  e t  de d i a r r h é e s  i n f e c t i e u s e s  trEs p r é j u d i c i a b l e s  
dans l e s  p remie r s  mois qui  s u i v e n t  l a  na i s s=ce ,  

C e t t e  s r o t e c t i o n  f a i t  i n t e r v e n i r ,  deux t y p e s  de f s c t e u r s .  
Les premiers  q u i  s o n t  a p p o r t é s  d i rec tement  p u  l e  l a i t  

de fenune sont  l e s  f a c t e u r s  chimiques : 

- l e s  immunoglobulines A de s e c r é t i o n  ; 
- 13; l a c t o t r a n s f e r r i n e  ; 

- l e  lysozyme. 

Ces f a c t e u r s  a g i s s e n t  en  synerg ie .  

Les seconds,  q u i  s o n t  i n d i r i t s  par l e  l z i t  de femme, s o n t  

l e s  f a c t e u r s  mic rob iens  de c r o i s s a n c e .  

En e f f e t ,  1% présence  d'une souche de b i f i d o b s c t é r i u m  : 

Bif idobac te r iwn  b i f idum l i m i t e  considérablement  l a  mor- 
b i d i t é  chez c e s  d e r n i e r s  (GYORGY 57 ). 

L'un des  f a c t e u r s  de c r o i s s a n c e  de c e t t e  souche e s t  1s 

N-acétyl-glucosamine qu i  s e  t rouve  sous  forme l i é e  d m s  
l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  du l a i t  -de fenune : thème p a r t i c u l i è -  

rement é t u d i é  dans  n o t r e  l a b o r a t o i r e .  

Lfhyuo thèse  a v a i t  é t é  émise que Bi f idobac te r ium bi f idum 

d e v a i t  posséder  un  équipement enzymatique c a ~ z b l e  de li- 

b é r e r  l a  N-acétyl-glucosamine i n d i s p e n s a b l e  à sa c r o i s s a n c e .  

En e f f e t ,  ~ i f i d o b a c t é r i u m  bif idum c o n s t i t u e  une s o u r c e  

impor tan te  en  exoglycos idases .  Le microorganisme renferme 



notamment une -D-galactoside-galactohydrolase ( S C  3 .2 .  

1.23) ac t ive  su r  l e  lac tose  : ou l a c t a s e ,  pouvant Pré-  
sen te r  un i n t é r ê t  i n d u s t r i e l  e t  économique pour l e s  in-  

d u s t r i e s  ~ r o a l i m e n t a i r e s  . 
Dans ce b u t ,  nous avons envisagé l ' immobil isat ion de 

1' a c t i v i t é  l ac ta s ique  de Bif idobactérium bif idum a f i n  

de pouvoir hydrolyser en continu l e  l ac tose  contenu d a n s  

l e  l a i t  e t  l e s  lactosérums. 





1 LACTOSE ET LACTOLYSATS 



Le l a i t ,  p r i n c i p a l e  source de l a c t o s e ,  e s t  -paru il 

y a  quelque c inq  cent  m i l l i o n s  d l  années avec l e s  

premiers maamif è res .  

L'homme qui e s t  apparu il y a t r o i s  mi l l i ons  d 'années 
consommait uniquement l e  l a i t  maternel  e t  c ' e s t  seu- 

lement récemment ( d i x  m i l l e  ans )  qu l il a  a ~ s r i s  2 
domestiquer l e s  animauxo 

L a  première i n d i c a t i o n  h i s t o r i q u e  de l ' u t i l i s a t i o n  du 
l a i t  de vache dans l1 al imenta t ion  humaine a p p a r a î t  s u r  
un bas  r e l i e f  mésopotamien à -Al-Ubaïd datant  de t r o i s  
m i l l e  deux c e n t s  ans avant ~ é s u s  C h r i s t ,  

Alors que l l a g r i c u l t u r e  s ' e s t  étendue de par  l e  monde, 
s ' adap tan t  aux c l ima t s  e t  aux condi t ions  de c u l t u r e ,  
il e s t  surprenant  de n o t e r  que 1 !élevage pour l a  p r o -  

duc t ion  du l a i t  s o i t  r e s t é  l i m i t é  à c e r t a i n e s  zones 

( DEIJiIONT -35 - ) O  

Les peuples d'Extrême Or ien t ,  l e s  Ind iens  d'Amérique, 

l e s  Noirs d 'Afrique Equa tor ia le  n 'on t  jamais u t i l i s é  
l e s  animaux pour 1s product ion l a i t i è r e  (P-UGE e t  a l  
-129 - ) .  

Un grand nombre d 'é tudes  ont  c l a i r e r e n t  montré que 

cor ré lu t ivement ,  c e s  popula t ions  ne possèdent p l u s  de 
l a c t a s e  i n t e s t i n a l e .  Celle-ci  d i s p a r a î t  après l a  
période de sevrage,  comme chez de nombreux a u t r e s  

mammifères. La non consommation de l a i t  par  c e s  po- 
pu l a t i ons  q u i  représen ten t  60 p. 100 de 1s popula t ion 

mondiaie ( SINOONS -154-) e s t  généralement a t t r i b u é e  

à l l i n t o l é r a n c e  au l a c t o s e  (PLIUMER -133-) . 



-4ussi I f h y d r o l y s e  du l a c t o s e  en  g a l a c t o s e  e t  g l u c o s e  

dans l e  l a i t  p e r m e t t r a i t  d ' é q u i l i b r e r  l a  r a t i o n  a l i -  

menta i re  de c e s  p o p u l a t i o n s  i n t o l é r a n t e s  au l a c t o s e  
générslement  d é f i c i e n t e s  e n  a l i m e n t a t i o n  p r o t é i q u e .  

Le g a l a c t o s e  p a r t a g e  avec l e  g l u c o s e ,  l e  systkme 
de t r a n s p o r t  a c t i f  i t r a v e r s  l a  nembrEe i n t e s t i -  

n a l e ,  il e s t  p a r  conséquent  rapidement absorbé .  

L e  t a u x  de g a l a c t o s e  sanguin ,  con t ra i r ement  à 

c e l u i  du g lucose ,  n t e s t  p a s  c o n s t a n t .  11 n t e s t  

pas  s u j e t  à une i n f l u e n c e  endocr ine  i m p o r t a n b  e t  

immédiate comme l ' e s t  l e  g lucose  (MC DONALD e t  

TlnLLI*MS -114-1 

Lfaccumula t ion  de g a l a c t o s e  sangu in  condu i t  à l a  

f o r m a t i o n  de g s l a c t i t o l  q u i  provoque une o p a c i f i -  

c a t i o n  du c r i s t a l l i n  ou  c a t a r a c t e  (D.LFiILQVIST e t  al-32-) . 

a) I n g e s t i o n  de g a l a c t o s e  

La ga lac tosémie  e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a o t i t é  

de g a l a c t o s e  ingérée .  Au d e l à  d t u n  c e r t e i n  s e u i l ,  

l e  g a l a c t o s e  s e  r e t r o u v e  dans l e s  u r i n e s  e t  l a  

g a l a c t o s  u r i e  e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  
absorbée (STEITSTM -161-1. 

L'  a d m i n i s t r a t i o n  de g a l a c t o s e  s e u l ,  e s t  t o u j o u r s  
' s u i v i  d 'une augmentat ion de l a  c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  

e n  l a c t a t e  e t  en a c i d e  u r i q u e  (Mc DONALD e t  :rTIILLIA3JS 

Des e f f e t s  comparables s u r  l e s  t a u x  de l a c t a t e  e t  

d t  a c i d e  u r i q u e  o n t  été remar-6s ap rès  1 i n g e s t i o n  

de f r u c t o s e  ('flOOD e t  ALBERTI -188-), 



b) Inges t ion  simultanée de glucose e t  de galactose 
sous forme l i b r e  ou l i é e  

La galactosémie va r i e  t r è s  faiblement lorsque 1s 

quant i té  de glucose ingérée e s t  identique à c e l l e  

duga lac toae  ( f i g  1 p. 7 ). 

Ce f a i t  peut prévenir  l t a 9 p a r i t i o n  de l é s ions  pa- 

thologiques qui apparaissent l o r s  de galactosénies  
c l in iques ,  quand l e s  individus nomsux ingèrent du 

lac tose  ou du l ac tose  hydrolysé. 

La réponse e s t  identique chez l e s  s u j e t s  i n t o l é r a n t s  

au l a c t o s e  -déficience primaire ou secondaire en 

lac tase-  (sTENSTAM -161- ; 'Jt'ILLI-AMS e t  Uc DONN4LD 

-187 -) . 
Des études p lus  récentes  r é z l i s é e s  p a r  LESTRADET e t  

MONTEIEUIL en 1984 (104) montrent que l ' i n g e s t i o n  de 

quant i tés  importantes de galactose sous forme de 

l a c t o l y s a t  ou de l a c t o s e ,  en une p r i s e  unique de 
25 g de ga lac tose  au cours d'un repas,  n l en t ra ine  

pas l r a p p a r i t i o n  de galactose sanguin chez l e s  su- 
$ts dlexpérience.  Par contre ,  une légère  galectosu- 

r i e  appara î t  s i x  à douze heures aprgs l ' i n g e s t i o n ,  

Le taux de g a l a c t i t o l  dans l e  sang r e s t e  f a i b l e  e t  
ne dépasse pas 0,5  mg p a r  l i t r e  de sérum. 

Le galactose seul  ce stimule pas ou peu l a  sec ré t ion  
d'insuline. Lors de 1 adminis t ra t ion de galactose e t  

de glucose, l a  régula t ion  de 1% glycémie en t r s ine  

une augmentation de 1 ' insulinémie accompagnée t r è s  

certainement par  une augmentation de l t u t i l i s a t i o n  

d u g a l a c t o ~ e ~  En e f f e t ,  LESTRADET e t  COURPOTIB (103) 

démontrent q u ' i l  n'y a pas de v a r i a t i o n  de l a  galac- 

tosémie. 



Temps s g r g s  1 ' i n g e s t i o n  (min )  

f i g u r e  1 : e f f e t  de l ' i n - e s t i g c  du q l u c o s e  c l f 2 ? r 5 s  

fLc E?~:&D e t  ; ' /ILL1 "dJS (114) ,sur l n  co r , ce r , t r%t ion  

s é r i q u e  e~  lactose, s3rks l ' i n g e s t i o ~  de c e l u i - c i  

!s,5 g/Kg!. 



2 ) Pathologie 

Il e x i s t e  p lus ieurs  formes d l i n t o l é r m c e  au l a c -  

tose  e t  au galactose (DA.HLQVIST - 3 1  -). 

a )  ~ é f i c i e n c e  primaire en l a c t a s e  i n t e s t i n a l e  

  activité lac tas ique  d i spa ra î t  chez l ' e n f a n t  vers 
l ' â g e  de t r o i s  à six acs, a l o r s  que l 1 z c t i v i t é  des 

au t res  saccharidases e s t  conservée. 

Ceci permet de d é f i n i r  deux types de population : 

- LAD : l a c t a s e  a c t i v i t y  disappeared subjec ts  ; 

- LA2 : l a c t a s e  a c t i v i t y  p e r s i s t a n t  subjec ts .  

Les s u j e t s  LAD sont l e s  plus nombreux (60 p .  100).  

La pers i s tance  de 1 ' a c t i v i t é  ?_sc tas ique  chez 1 ' adulte 
semblerait ê t r e  dQe à une mutation qui s ' e s t  produite 

il y a quelques m i l l i e r s  d'années, 

Cette mutation a f f e c t e r a i t  un gEne de régula t ion  

qui supprimerait l a  production de l a c t a s e  après un 
c e r t a i n  âge. 

Ceci in t e rv iendra i t  à des âges d i f f é r e n t s  suivant  
l e s  .populations (V-G-4VITLYA e t  al -171-). 

b) Déficieiice secondaire en l a c t a s e  i n t e s t i n a l e  

L'absence d ' a c t i v i t é  lac tas ique  chez lThomme e s t  dûe 

aux maladies en térocyta i res  ( g a s t r o e n t é r i t e s  , agre- 

s s ions toxiques, déf ic ience n u t r i t i o n n e l l e ) .  



Les au t res  a c t i v i t é s  ssccharidasiques sont également 
d f e c t é e s  ( D - m Q V I S T  - 30 0 ) .  

Ces deux déf ic iences  sont l e s  p lus  r4pandues. 

C )  ~ é f i c i e n c e  congénitale en l a c t a s e  i n t e s t i n a l e  

. . L 1 a c t i v i t é  lac tas ique  e s t  absente d8s l a  naissance 

(EoLZEL e t  31. -72.). 

d )  In to lérance  sévère au l ac tose  

Il ne s ? a g i t  pas d'une déf ic ience en lac-tase mais 
d'une maladie qui perméabilise l a  paroi  stomacale. 

Une lactosémie apyaraî t  e t  dans ce ces l e  l a c t o s e  
semble a v o i r  un e f f e t  toxique. 

S i  l e  l a c t o s e  e s t  i n t r o d u i t  directement dans l ' i n -  
t e s t i n  g r b l e ,  au niveau du duodénum, il e s t  digér6 
normalement (BERG e t  a l  - 7 - E! -) , 

-4bsorption défectueuse en glucose e t  en ga lac tose  

Le système de t ranspor t  de ces  sucres  à t r a v e r s  l a  
muqueuse i n t e s t i n a l e  e s t  défectueux (LINDQVLST 

e t  aï. -105- ; MESJ?/ISSE e t  ai -115.) 

f )  Les galactosémies 

Il y a blocage de l lanabolisme du galactose à 

d i f f é r e n t e s  étapes ( f i g .  2 p. 11 1. 

Les formes class iques  de g,dactosémie sont : 

- Le d é f i c i t  h é r é d i t a i r e  en galactokinsse 
(GITZELM-UTN -49 - ; DAHLQVTST e t  sl -32 -) : 



Appari t ion d'une g a l a c t o s u r i e ,  d'une ca t a -  

r a c t e  provoquée p a r  l e  g a l a c t i t o l  formé à 
p a r t i r  du ga l ac tose ,  accumulé e t  transformé 

p a r  l f i n t e m é d i a i r e  de l f a l d o s e  réductase  

en g a l s c t i t o l  ( f i g u r e  2 p . 1 1  , @ ) *  

~ r o v o q u é e  p a r  un d é f i c i t  en galactose-1-phos-bate 

u r i d y l  t r a n s f é r a s e ,  au niveau des c e l l u l e s  hé- 

pa t iques  e t  des hématies. Les symptômes son t  

i den t iques  au d é f i c i t  h é r é d i t a i r e  en ga lac to-  

k inase  ( f i g u r e  2 p. 11 , @ ) 



3-galac tose  4 > D - g a l a c t i t o l  
% l à o s e  r é à u c t s s e  

AT? 

O g s l a c  t o  k inase  k AD? 3,exose-l-?iosphate u r i d y l  r;rmsf orose  (1) 
D-gal lc~ose-1-phosphete  UDP-galactose f, 'I 

UTP D-glucose-1-phos-hate I 
I 

galac tose-1- inosphs te  1 

u r i d y l  t r m s f  é r a s e  l 

plycogène 1 
UDP -3 

I 
1 .  

1 
UDP-3-galactose .$ - - - - - - - - - - - - - - - - -*  

-T.a + 

UDP-glucose-4-é?im6rase 

2J.UE , H + 

UDP-4-céto-D-glucose 

i q 4 9 ~ , 5 '  

UDP-glucose-4-Bpimérase 
M-yJ t 

UDP-glucose 

f i g u r e  2 ; nétabol isrne du g a l î c t o s e  (LZHil INGER -101-) -- 

(1): p r é s e n t e  dans l e  f o i e  du f o e t u s  



B - ASPECT ECOITOMIQUE 

La  s u r p r o d u c t i o n  de l a i t  e t  de p r o d u i t s  s e c o n d a i r e s  
comme l e s  l sc tos6rums  conduisent  à l a  recherche  de 
nouveaux débouchés pour  l e s  p r o d u i t s  de 1 ' i n d u s t r i e  

l a i t i è r e .  

L 'hydro lyse  du l a c t o s e  dans l e  l a i t  p e r m e t t r a i t  l e  

développement de nouveaux marchés notamment en c e  

q u i  concerne 1 ' a l i m e n t a t i o n  des p o p u l a t i o n s  i n t o l é -  

r a n t e s  au l a c t o s e  ( c e  qu i  correspond à 60 p, 100 de 
l a  p o p u l a t i o n  mondia le) .  

La  q u a n t i t é  de l ac tosé rum p r o d u i t e ,  que c e  s o i t  des  

l ac tosé rums  de f romager ie  ( lac tosérum doux) ou de 

c a s é i n e r i e  ( l ac tosé rum a c i d e ) ,  e s t  de l ' o r d r e  de 
1 , 5  m i l l i o n s  de tonnes  p e r  an, ce  q u i  cor respond à 
100 000 t o n n e s  de l a c t o s e .  

Le l a c t o s é r u i i ,  qu i  r e p r é s e n t e  90 p.  100 du volume du l a i t ,  

a été j u s q u ' à  p r é s e n t  inemployé e t  j e t é  a p r è s  l a  fa-  

b r i c a t i o n  du fromage. Une f a i b l e  p r o p o r t i o n  de c e s  
l ac tosé rums  s e r v a i t  a p r è s  séchage, à 1' a l i m e n t a t i o n  

animale.  Récemment, t o u t e f o i s ,  des  procédés  de f i l -  

t r a t i o n  s u r  g e l ,  d l u l t r a f i l t r a t i o n ,  d'osmose i n v e r s e ,  

d l é l e c t r o d i a l y s e ,  de p r é c i p i t a t i o n  p a r  des  po lyé lec -  
t r o l y t e s ,  o n t  éié m i s  au p o i n t  e t  pe rmet t en t  de  récu- 

p é r e r  l e s  -1ac toglobul ine  e t  4- lac ta lbumine  s a n s  l e s  

d é n a t u r e r ,  a i n s i  que l e  l a c t o s e  (CHEFTEL e t  a l  - 2 4  -1. 

Mais l a  q u a q t i t é  de lactosérum. u t i l i s é  r e s t e  f a i b l e ,  
L 'hydrolyse  du l a c t o s e  peut  conduire  à l a  v a l o r i s a t i o n  
de c e s  sous-produi ts .  De p l u s ,  l e  l ac tosé rum r e j e t é  
e s t  un f a c t e u r  important '  de p o l l u t i o n ,  il correspond 
e n  France e t  p a r  an à I a  p o l l u t i o n  engendrée p a r  une 
aggloméra t ion  de 1 3  à 1 4  miXlions d ' h a b i t a n t s  (LEIOIR 



Le Conseil  s u u é r i e u r  d t3ggikne  Publicue n ' a v a i t  délivz-4 

qu'une a u t o r i s a t i o n  p r o v i s o i r e  d t  a d d i t i o n  de l a c t o l g -  
sats e t  l i m i t é e  à c e r t a i n s  a l iments  (première a u t o r i s a -  

t i o n  l e  16 j a n v i e r  1980 prolongée pour d i x  h u i t  mois 
l e  2 2  septembre 1981),  

C e t t e  r é se rve  s e  j u s t i f i a i t  par l a  t o x i c ~ t é  b i e n  connue 
du g a l a c t o s e  qu i  possède un e f f e t  ccrtarsctogène l i é  à 

l a  formation du g a ï a c t i t o l  quand l e  g a l a c t o s e  a p p a r a î t  
l i b r e  dans l e  sang. 

Il a é t é  démontré que l a  c a n s o m s t i o n  de 50 g  de l a c t o -  
l y s a t ,  i n g é r é  au cours  d ' u n  repas  e t  non pas  à jeun ,  
n t e s t  s u i v i  à aucun moment de l ' a p p a r i t i o n  du gaLatose 
dans l e  plasma. 

Aussi ,  l e  Conse i l  Suuér ieu r  d'Hygiène P u b l i  cue 

a  déc idé  d ' a u t o r i s e r  l e  27 m a r s  1984, l ' emplo i  des  
l a c t o l y s a t s  e n  c o n c e n t r a t i o n  d é f i n i e  dans l e s  p r o d u i t s  

s u i v a n t s  : 

- b i s c o t t e r i e ,  p a n i f i c a t i o n  f i n e  2 p.lC0 
- s a l a i s o n n e r i e ,  c h a r c u t e r i e ,  p l a t s  c u i s i n é s  2 p . l C o  

- b i s c u i t e r i e ,  p a t i s s e r i e  i n d u s t r i e l l e  5 9.100 
- d e s s e r t s  l a c t é s  5 n.100 

- crEme g lacée ,  g l a c e  a l i m e n t a i r e ,  so rbe t  5 p.100 

11 f a u t  donc s ' a t t e n d r e  à v o i r  s e  développer en France,  
dans un a v e n i r  proche, l ' i n d u s t r i e  des l a c t o l y s a t s  e t  

il e s t  hors  de doute que l e s  procédés d 'hydrolyse du 
l a c t o s e  pa r  l e s  l a c t a s e s  se ron t  p r é f é r é s  à 1 'hydrolyse 
chimique qui  e s t  grande consommatrice d  ' énergie  (BR-IDLEY 
e t  SMITH -15 - 1 6  -). 



D - TECHI~OLOGIB -GIKENT.UXE ET LACTOSB IKD20LYS3 

L'hydrolyse du l a c t o s e  dans l e  l a i t  ou l e s  l a c t o s é -  
rums permet d'augmenter l e  pouvoir suc ran t  (PS 0,3-  
0,4 pour l e  l a c t o s e  à PS 0 ,7 -0 ,8  pour  l e  l e c t o l y s a t )  
t o u t  en conservant  l a  même r s t i o n  c a l o r i q u e  (COUGELIB 
e t  sl -28- ; REP3LIUS -1410). 

Le s i rop  s u c r é ,  à ?=tir de l s c t o s é r u n  kydro- 

l y s é ,  peut ê t r e  u t i l i s é  comme source de g l u c i d e s  e t  
dans c e r t a i n s  c a s  comme source de p r o t é i n e s  dms l e s  
p r o d u i t s  de boulanger ie ,  de c o n f i s e r i e ,  dans Les 
boissons  s u c r é e s  non a l c o o l i s é e s ,  dans l e s  crémes 
g l a c é e s ,  dans  l e s  d e s s e r t s  l a c t é s  e t  en  a l imen ta t ion  

a ~ i m a l e  à l a  p l a c e  de l a  mélasse (-3J3RAHMSEB - 2 - ; 
B~kRXT - 5 - ; BONJEUT -13 - ; DICK3R -36 - ; OLSOi? 

-126 -1 . 
Les  lactosérums à l a c t o s e  hydrolysé peuvent également 

s e r v i r  de m i l i e u  de c u l t u r e  pour l a  product ion  de l e -  
vure  de boulanger ie  (MAUCH -113-) ou s e r v i r  de s u b s t r a t  
pour  l a  f a b r i c a t i o n  d ' é t h a n o l  à 1 l a i 6 e  de Szccharonyces 
c e r e v i s i a e  (HAGERDAL - 67-GE- ) .  

L ' u t i l i s a t i o n  de l a i t  5 l a c t o s e  hydrolysé augnente 
l a  r a p i d i t é  d ' a c t i o n  des p r é s u r e s  e t  des  ferments  
l a c t i q u e s  l o r s  de l a  f a b r i c a t i o n  d e s  fromages e t  cles 
y a o u r t s  (SKlfhL-4 -156- ; SODIm e t  a l  -11 - ; -BR-S-:XSEN 

- 2 - ; G~NTXER ~ ~ B U E ( G E B  - 55 - ; RIDHA e t  al -143- ; 

GCCDA e t  a l  -151-). 

L'hydrolyse d u  l a c t o s e  permet d ' é v i t e r  l e  phénomène 
de l a  c r i s t r t l l i s a t i o n d u  l a c t o s e  observé  en m i l i e u  
concentré ,  La s o l u b i l i t é  des  p r o d u i t s  d 'hydrolyse e s t  

beaucoup p l u s  é l evée  que c e l l e  du l a c t o s e  ; e l l e  passe  
de 18 p. LOO à 50 p. 100 de mat ière  sèche. 



Il e s t  donc p o s s i b l e  d '  augmenter l a  q u a n t i t é  de ma- 
t i è r e  sèche du p r o d u i t ,  ce qui  permet d ' env i sager  l e  
t r a n s p o r t  s u r  de longues d i s t a n c e s  (mFELIUS -141-) . 

Le produi t  d 'hydro lyse  t end  à ê t r e  p l u s  s e n s i b l e  aux 
r é a c t i o n s  de MAILLARD (111). Un c o n t r ô l e  p r é c i s  de l a  
température duran t  1' évaporat ion,  1 atomisa t ion  ou l e  
t r a n s p o r t  e s t  n é c e s s a i r e  pour é v i t e r  une p e r t e  impor- 
t a n t e  de l a  v a l e u r  n u t r i t i o n n e l l e  du produi t .  11 a é t 6  
montré. que àu l a i t  UHT à l a c t o s e  hydrolysé r e s t e  con- 
forme à l a  l é g i s l a t i o n  en vigueur  pendant une ? & r i o d e  6e 
t r o i s  mois à température ambiante (ABDULINA e t  a l  
- 1 -). Des p r é c a u t i o n s  supplémentaires  devront ê t r e  
p r i s e s  pour l e s  pays t ropicaux.  

E - HYDROLYSE DU L-4CTOSE 

I n t r o d u c t i o n  

Le l a c t o s e  e s t  un p r o d u i t  - de l a  glande mammaire : 
c ' e s t  un d i s a c c h a r i d e  composé d'une molécule de D- 

g lucose  e t  d 'une molécule de D-galactose. 

Sa masse molécu la i re  e s t  de 342 d a l t o r s .  

/3-D-galactosyl-(1-4)-o'/p-D-glucose ou l a c t o s e  



Le 1acto.se e s t  s o i t  sous l a  fo rne  o< , s o i t  soiis 1 2 .  

forme p s u i v e n t  l a  na tu re  du glucose.  

Ces d e u  isomères sont  p r é s e n t s  dans l e  l a i t  e t  s o n t  
en é q u i l i b r e  ; il y 3. 6 2 , 2  p. 100 de f - l ac tose  e t  
37,7 p. 100 d 1  ac - lac tose .  

f a i t ,  dans l e  l a i t ,  double é q u i l i b r e  

l a c t o s e  anhydre ( & O U / + )  l a c t o s e  hydraté  (d ou p ) 

e - l a c t o s e  a p - l a c t o s e  

Le l a c t o s e  n ' e s t  p a s  ent i i rernent  l i b r e  d a n s  l e  l a i t ,  

Il. s e  r e t r o u v e  assoc ié  aux p r o t é i n e s  dans une p r o p o r t i o n  
v o i s i n e  de 11 p. 100 (LUQUET e t  LIXCOZ-:!SKI - 110 -)  . 
L'hydrolyse du l a c t o s e  condui t  à l a  formation de ga- 
l a c t o s e  e t  de glucose l i b r e .  C e t t e  hydrolyse peut  SVre 
r é a l i s é e  p a r  voie  chia ique  ou erzy?iatiqxe. 

FIydrolyse ac ide  

Sous l ' a c t i o n  d'un ac ide  f o r t ,  à chaud, l e  l a c t o s e  e s t  
hydrolysé en  g a l a c t o s e  e t  glucose.  La méthode ne s e u t  

ê t r e  u t i l i s é e  pour hydrolyser  directement  l e  l a c t o s e  
du l a i t  ou du lactosérum, c a r ,  il y a d é n a t u r a t i o n  
des p r o t é i n e s ,  brunissement non enz~ymatique d ' o ù  l a  

n é c e s s i t é  d ' u t i l i s e r  des  o e m é a t s  d l u l t r s f i l t r a t i o n  
- I (ROBBERTSON e t  al -144-145-1. Uze teneur  e levée  e z  s e l s  

e n t r a i n e  une p e r t e  de l ' e f f i c a c i t é  de l ' a c i d e .  

Pour é v i t e r  ce problème, une & m i n é r a l i s a t i o n  préa-  
l a b l e  du lactosérum e s t  n é c e s s a i r e ,  généralement réa-  
l i s é e  p a r  é l e c t r o d i s l y s e  ou s u r  r é s i n e  échangeuse 
d ' ions.  (GOTTSCHICK - 54 - ; LAITGDON - 96 0). 



Après hydrolyse a c i d e ,  l a  c o l o r a t i o n  brune e t  l e s  

saveurs  d i s a g r é a b l e s  qui  appara i s sen t  n é c e s s i t e n t  

une étape de d é c o l o r a t i o n  s u r  charbon a c t i v é  

(BOER e t  ROBBERTSON - 1 2  - ; JOHANSSON -78 - ; 
ROBBERTSON e t  a l  -145-1 ou l ' u t i l i s a t i o n  de b i s u l -  

f i t e  de sodium qui  r a l e n t i t  l ' h y d r o l y s e  e t  a f f e c t e  

1s saveur (GEKAS e t  LOPEZ - LEIV:: -4.8 - ) .  

Le m a t é r i e l  u t i l i s é  e s t  t r è s  c o Q t ~ u x  c ô s  il d o i t  

pouvoir r e s i s t e r  aux cond i t ions  de p ress ion ,  d l e c i -  

d i t é  e t  de tempéra ture  6levée.  

- .  

Les méthodes d 'hydrolyse  chimique du l a c t o s e  s e  

sc indent  en  deux groupes (GEKAS e t  LOPEZ - LEIVA - -)  : 

- l 'hydrolyse  ac ide  homogène 

E l l e  s e  f a i t  de ?H 1 à 2 à des  tempgratures  de 

100 à 150°C en "ba$cht'. 

L ' abaissement du pH s e  r é a l i s e  généralement 

avec de l ' a c i d e  su l fu r ique .  

- l ' h y d r o l y s e  ac ide  hétérogSne 

Z l l e  n é c e s s i t e  1 ' u t i l i s a t i o n  de r é s i n e s  f o r t e -  

ment a c i d e s  ( s u l f o n é e s )  t r è s  r é s i s t a n t e s  à l a  

cha leur .  L 'hydrolyse peut s e  r é a l i s e r  en con t i -  

nu. 

Des exemples de ?rocédés d'hydrolyse ac ide  du 

l a c t o s e  sont  ? r é s e n t é s  dans l e  t ab leau  1 p.  18 . 
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L'hydrolyse du l a c t o s e  e s t  c a t a l s l g s é e  p a r  des  ez- 
zymes appe lées  l a c t a s e s  q u i  coupent l a  l i a i s o n  p( l -4)  
du l a c t o s e ,  3 l l e s  sont  t r è s  rd3andues dans l e  monde 
v i v p ~ t  e t  en p a r t i c u l i e r  c'iiez l e s  inicroorgmismes, 
Ce s o n t  des 13-2-gdactoside-gaLsctohydrolases 

( 3 C  3.2.1.23) ou f -D-galactosidases ( c f .  t a b l e a u x 1 1  

? .20et  III p.21 

L a  stoechiornètr& de l a  r é a c t i o n  e s t  t e l l e  qu'une 
mole de l a c t o s e  donne rarement une mole de g lncose  
e t  de g a l a c t o s e .  

En e f f e t ,  l e  t a u x  de convers ion  e s t  t r è s  rarement 
de 100 p. 100 c a r  des phénomènes d ' i n h i b i t i o n  de 
l1enz7yme p a r  l e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n  peuvent in-  

t e r v e n i r .  L f  enzyme peut p a r f o i s  c a t a l y s e r  l a  r d a c t i o n  

inver se .  Ce s o n t  des r é a c t i o n s  d î t e s  de t ransglyco-  -. 
s i d a t i o n s ,  l e  g z l a c t o s e  peut  s e  polymériser  ou ê t r e  
g r e f f é  s u r  du l a c t o s e  pour  f o m e r  des 0 1 i g o s a c c h ~ -  
r i d e s  (AmJsTRU2 - 4 - ; SHUKL-4 -156-) , 

L'hydrolyse enzymatique du l a c t o s e  peut s ' e f f e c t u e r  
de deux maniEres : par  l ' i n t e n i é d i s i r e  de l a c t a s e s  

l i b r e s  ou immobilisées, 

a )  ' ~ ~ d r o l ~ s e  du l a c t o s e  p a r  des enzymes l i b r e s  

Ces enzymes s o n t  a j o u t é e s  dans l e  l a i t ,  l e s  l a c t o -  
sérums, l e s  j u s  l a c t o s é s  e t  l e s  perméats d l u l t r a Î i l -  
t r a t i o n ,  E l l e s  hydrolysent  l e  l a c t o s e  dans des  con- 
d i t i o n s  p r é c i s e s .  

Les p r i n c i p a l e s  l a c t a s e s  l i b r e s  u t i l i s é e s  dans 1 in- 
d u s t r i e  sont  regroupées dans l e  t a b l e a u  I V  p.  22 , 



Tableau II : 

Sources p o s s i b l e s  de p-D-galactosidases  
(GELAS e t  LOPZZ-LEIT/.\ -@ - )  

P l m t e s  : 

pêche 

a b r i c o t  

amande 

g r a i n  de k é f i r  

Douton de rose  sauvaage 

g r a i n e  de l u z e r n e  

g r s i n  de café 

Animaux : 

i n t e s t i n  

ce rveac  e t  t i s s u  non adipeu 

Es~~ltrrrc/i iu coli 
Bucillrrr r~irpuri~riro~i 
Tlirrr~iiis ui/iiuricirs 
.Srrcprococriir lucrb 
Srr~~prucuccii.s rltcr~tiopltrlir~ 
Lrtciuhircilli~r htrl~urtciis 
Lrrcrohucillirs Iieli~criciis 
Rucillirs sp. 
Bucillirs circcrlu~rs 
Bucillrtr srrrrro~l~rrrtiuplrtI i~~~ 
Lurruhucillits sporogrticj 

Levures : 

Champignons : 

\ i.iirosporo crussu 
A sprrgillits jocridus 
Asprrgiiiits nigcr 
.4spcrgilliis j7ui'ir.r 
. isprrgi l l i t~  nry:or 
~spcrgr// its phooiicis 
Mircur pocilltir 
.Wricor niiclici 
Scopctloriopsis 
Al~rrriarta polnii 
;'trrl.ulorio i~rur,qu(rli~ 
Ftisuritrrtr niot i i l i fon~~r 
.4Iicr1iurio ulirrtturu 



Tableau III : 

p r é p a r a t i o n s  c o r n e r c i a l e s  de . l a c t a s e r  

( G Z X S  e t  LOPEZ-LEIVA - 48 -1 

4-wer f f i l lus  n i g e r  

B a t e r  L a b o r a t o r i e s ,  Chicago,  Il . ,  USA. 

~ a i n j l b d  Food Labs ,'Yaukeshs~, . J i . ,  US.4. 

Kyows Bakko Xogyo Co., Ja2on.  

Gis t -Srocades ,  S e c l i n ,  France .  

' J a l l e r s t e i n  Co., Morton Grove, Il . ,  USA. 

GB Fe rmen ta t i on  I n d u s t r i e s ,  I n c . ,  Il., USA. 

K1u:yvororngces l a c t i s  : 

Gis t -Srocades ,  Ho l l ande ,  ( X a x i l s c t ) .  

N u t r i t i o n a l  Biochemica l s  Co.Ltd., C leve l and ,  USA. 

Tokyo Tanabe Co .L td . ,  Jason .  

Kluyveronyces  Îragilis : 

Kyowa Hakko Kogyo Co., Japon.  
S i g n a  Chen ica l s  Co, ,  S t .Louis ,  USA. 

lTovo ,4/S., Danemark, (Lactozym) . 
S s c h e r i c h i a  c o l i  : 

CF S o e r i n g e r  Gbmh, X a m h e i n ,  Allemagne de 1 o u e s t .  

'!forthington 3 iocSemica l  Corp.,  F r e e h o l d ,  USA. 

P r é p a r a t i o n s  à p z r t i r  de l e a i r e s  : 

B r i t i s h  Drug House Ltd . ,  Londre,  Grande Bretagne.  

DEBI, C a s s i n a  de P e c c h i ,  Mi lan ,  I t a l i e .  

S t u r g e s  Enzymes L t d . , ( H g d r o l a c t . ) ,  Grande Bretagne.  

N i l e s  ~ a b o r a t o r i e s ,  ( Godo, ) , USA. 

P r é p a r a t i o n  à p a r t i r  de champignon : 

M i l e s  ' L a b o r a t o r i e s ,  USA, (Takamine).  



Tableau  I V  : 

P r i i i c i p a l e s  l a c t a s e s  s o l u b l e s ;  u t i l i s é e s  dons l l i n d i i s t r i e  . 
(GEKAS e t  LOPEZ-LEIVA -*-, SPROSSLER e t  PLlllNER -160, LUQUET e t  LINCZOWSKI -lli)-) 

o r i g i n e  

Kluyveromyces 

l a c t i s  

Kluyveromyces 

f r a a i l i e  

A s p e r g i l l u s  

nlger 

s o c i é t é  

Gist-Drocodes 

(Ho l l ande )  

NOVO 

( Danemark) 

G i s  t-Brocades 

( F r a n c e )  

condi t ionnement  
e t  dénominat ion  

commerciale 

-poudre : 

M m i l a c t  20 000 

11 11 40 000 

- l i q u i d e  : 

b!turilac t L 2000 
I I  

i l  8 ,  LX 5000 

- l i q u i d e  

Lactozyrn 750 L 

I I  I l  1500 L 

-poudre 

L a c t a s e  L i  

( n ' e s t  p l u s  

cornmercial ieée)  

pH op timwn 

7  

( 5 , 5  à 7 )  

7,2 

(h,c> à 7 , 2 )  

( 3 , 5  à 4 , 5 )  

ternpkrature 

op t ima le  

3S°C 

(4OC à 35OC) 

47OC 
ma i s  u t i l i s o -  

t i o n  à 40°C 

c a r  l a  s t a b i -  

l i t é  e s t  p l u s  

grande .  

55°C 

(37OC à 55OC) 

e f f e c t e u r s  

a c t i v a t i o n  p a r  Mn': lia'. 

i n h i b i t i o n  p a r  ~ a ' f  

a c t i v a t i o n  p a r  ~ n * :  K+ . 
i n h i b i t i o n  p a r  l e  g a l a c t o s e .  

f o r t e  i n h i b i t i o n  p a r  l e  . 

g a l a c t o e e .  



Cet te  méthode d i f f i c i l e m e n t  c o n t r ô l a b l e  ne permet 

pas  une hydrolyse  en con t inu  e t  n é c e s s i t e  des ré-  
a c t e u r s  de dimensions importantes .  

Les enzymes c e  peuvent ê t r e  r é u t i l i s é e s  e t  se. r e -  
t rouvent  en q u u i t i t é  non nég l igeab le  dans l e  pro- 
d u i t ,  ce qui  l ê u r  l a i s s e  l a  p o s s i b i l i t é  de r é a g i r  

u l t é r i eu rement  . 
Lta r rê t  de 1s r é a c t i o n  enzymatique s e  f a i t  généra- 
lement p a r  chauffage ,  c e t t e  o p é r a t i o n  peut ê t r e  pré- 

j u d i c i a b l e  à 13 q u a l i t é  du p rodu i t  a i n s i  qu'à 1' sp-  

p l i c e t i o n  de procédés u l t é r i e u r s  de t ransfor rna t ior  

( PINOCCHIL?O e t  a l  - 42 - )  .. 
Les taux de convers ion  obtenus s o n t  de l ' o r d r e  de 
20 p. 100 pour l a  l a c t a s e  6' i s ~ e r ~ i l l 1 ~ s  n i g e r  e t  de 
70 p. 100 à 90 p o  100 pour l e s  l a c t a s e s  de Kluyvero- 
myces f r a g i l i s  e t  de Klugveromyces l a c t i s .  

b )  Hydrolyse du l a c t o s e  p a r  l e s  enzymes immobilisées 

S i  de nombreux t y p e s  de suppor t s  o n t  é t é  u t i l i s é s  pour  
l t i m m o b i l i s a t i o n  d ' a c t i v i t é s  l a c t a s i q u e s ,  t r è s  peu de 
renseignements concernant  l e s  i n s t a l l a t i o n s  p i l o t e s  
de c e s -  r é a c t e u r s  s o n t  cornus ( t a b l e a u  V p. 24  ) . 

Nous exposerons cependant brièvement deux procédés 

s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  u t i l i s é s  : 

W )  Le procédé d 'hydrolyse CORNING 

L a  l a c t a s e  d'A. n i g e r  e s t  f i x é e  s u r  s i l i c e  après  
s i l a n i s a t i o n  e t  t r a i t e m e n t  à l a  g lu tara ldéhyde .  Ce 



Tableau V : 

Lac tases  in .xobi l i sées  commercialisées 
(GEKlS e t  LOPEZ-LEIVA - 48 - )  

. 

s o c i é t é  

S n m p r o g e t t i  

Corning 
Glas s 

Connect icut /  

Lehigh 
U n i v e r s i t i e s  

Valio 
Labora to r i e s  

système 

Lactase de l e v u r e  inc lu -  
s e  dans des  f i b r e s  de 
t r i a c é t a t e  de c e l l u l o s e .  

Rydrolyse en "ba tch"  du 
l a c t o s e  contenu dzns l e  

l a i t .  

Lactase d'A. n i q e r  inmo- 

b i l i s é e  s u r  b i l l e  ~e  si- 
l i c e .  
~ ~ d r o l i s e  en l i t  f i x e  
d 'un  perméat d 1 u 1 3 r a f i l -  
t r a t i o n  de lectos6run.  

Lactase d'S. n i q e r  ad- 

sorbée s u r  aluii ine po- 
reuse.  
Hydrolyse en l i t  f l u i d i s é  
du perméat d 1 u l t r a î i l t r z -  

t i o n  de lactosérum. 

Lactase d ' i .  n i g e r  ad- 
sorbée s u r  r é s i n e  phéno- 
l ique(Duo1i te  ZS 7 6 2 ) .  
Hydrolyse du perméat 
d l u l t r ô f i l t r s t i o ~  de 
lactosérum. 

a p ~ l i c a t i o n  

I n d u s t r i a l l a  
C e n t r s l a  l s t ~ e r i s  
d i  1fiila.m ( I t a l i e )  

- Semi- 

i n d u s t r i e l l e  
ULN Conde (? rance )  
Dairy Cres t  ( m )  
Kroger (USA) 

I n s t a l l a t i o n  
 ilote 

(USA) 

1 



S u i t e  du T a b l ê m  V : 

* 

s o c i é t é  

R o h  GmSh 

(PL-GXER e t  al 
-131 -) . 

11 

Sumirno t O 

h e r a c e  Corp.  

1 
1 

s y s  t Sae ; + p l i c a t i o n  

Lac t a s e  d  '-4, o r y z a ~  
l i g e  c o v a l e n t i e l l e m e ! ~ ~  
à des b i l l e s  aacropo- 
r e u s e s  de p l e x i g l a s  
( PL3XXZrn L-U ) . 
Sydrolyse en  l i t  f i x e  
du l ac tos4run  acide.  

Lactase de K. l a c t i s  
i A m o b i l i s é e  s u r  b i l l e s  
de p l e x i g l a s  
( oLxaXzm LY . 
Hydrolyseen l i t  f i x e  
du l a c t o s é n m  doux e t  
du l a i t .  

Lactase d'A. o g z a e  
l i é e  cova.lentiellement - 
s u r  des b i l l e s  de r é s i -  
rie. 
Yydrolyse du l a c t o s é -  
nun e t  du l a i t .  

Lactase  d'A. oryzae 
i rmobi l i sée  covalen- - 

t i e l l e m e n t  s u r  f e u i l l e s  
de PVC-silice ; 
Hydrolyse l e  l a e t o s é -  

mn. 

I n s t a l l a t i o n  
g i l o t e  

( -Ulernsgne de 
1 ' o u e s t )  

~t : 11 

I n s t a l l a t i o n  
 ilote 

(Jagon)  



procédé en l i t  f i x e  s ' app l ique  au per;néat d ' u l t r a -  
f i l t r a t i o n  de lactos.érum, l a  d é m i n é r a l i s s t i o n  e s t  

c o n s e i l l é e  & 50 p. 100. 

Le p e m é a t  e s t  e n s u i t e  a c i d i f i é  à pz 3 ,5  - 3 , 1 ,  l a  
même charge d'enzyme peut opére r  durant  500 jours  
en t r a v a i l l a n t  20 h p a r  jour.  Pour un temps de con- 

t a c t  de 5 à lornin-, l e  taux  d 'hydrolyse a t t e i n t  
80 2. 100 (LUQU3T e t  LINCZ0'2lSRI -lm-). 

La l a c t a s e  d lAsperg i lus  oryzae e s t  f i x é e  s u r  S i l l e s  

de p l e x i g l a s  (polymère méthzcryl ique avec des  grou- 
pement s époxy). 

Ce prûcédé e n  l i t  f i x e  s l z p p l i q u e  zu l e c t o s é ~ ~ m ,  
ac ide  de p ré fé rence ,  mais également au l a c t o s é r m  
doux e t  au l a i t .  

Ce t t e  l a c t a s e  inpnobilisée posskde un p% ogtinum de 
4,5 , e t  à pH 6 , 5 ,  e l l e  ne perd que 60 p. 100 de son 
a c t i v i t é .  La température d ' u t i l i s a t i o n  peut  ê t r e  

comprise e n t r e  30°C e t  4O0C pour l e  lactosérum ac ide  
e t  55OC pour l e  l a i t  e t  l e s  l a c t o s é , m s  doux, ce  

qui  empêche l a  c r o i s s a n c e  microbienne. 

Exemples d ' u t i l i s a t i o n  : 

Sur du lactosérum p u r i f i é  (pH 4,5 ; 3 a c t o s e  à 5 p. 100)  

à 350C avec un ne t toyage  du r é a c t e u r  p a r  des s e l s  

d l m o n i u m  q u a t e r n a i r e  ( 0 , l  3. 100)  tous  l e s  t r o i s  
j ours .  

70 tonnes de l ac tosé rum,  c ' e s t  à d i r e  3 , 5  tonnes 

de l a c t o s e  s e r o n t  hydrolysés  à 90 p. 100 en moyenne 



p a r  kg de plexazym L A 1 en 60 jours .  

Le temgs de demi-vie du r é a c t e u r  e s t ,  d m s  ces  

c o n d i t i o n s  ,de 150 j ours .  

- L'hydrolyse du l a c t o s e  contenu dans du l a i t  pas -  

t e u r i s é  ou s t é r i l i s é  e t  non écrémé conduit  au trai-  

tement de 1 2  tonnes de l a i t  en  30 2ours avec un t a u x  
d 'hydrolyse  moyen de 80 p. LOO e t  2 une ternpérqture 
de 50-5S°C pour 1 kg de plexzzym L A l. 

Le temps de demi-vie du r é e c t e u r  e s t  de 1 'ordre  

de 70 à 90 j o u r s  (PL-UIaR e t  a l  -132-). 

8 )  Le plexazym L Y 

La l a c t a s e  de K. l a c t i s  e s t  immobilisée comme'gour 
l e  plexezym L -4 1. 

Ce procédé en  l i t  f i x e  s ' a p p l i q u e  au l a i t  e t  au 
lac tosérum dom, c a r  c e t t e  l a c t a s e  i m o b i l i s 6 e  pos- 
sède un FH optimum de 6 , 5  e t  e s t  compléternent inac-  
t i v é e  à pH 5,5.  Sa température opt imale d ' a c t i v i t é  
e s t  de 40°C e t  c e t t e  enzyne es* s e n s i b l e  au c,alcium 
e t  à l a  cha leur .  

E l l e  ne peu t  ê t r e  employée qu'à des  t e n ~ é r a t u r e s  

basses .  

Exemple d ' u t i l i s a t i o n  : 

Sur  du l a i t  s t é r i l i s é  à 1 , 5  p. c e n t  de rnatiEre g r e s s e  
g r a s s e  : e n  30 j o u r s ,  1 3  tonnes de l a i t  s e r o n t  t ra i -  
t é e s  p a r  kg de plexazym L Y à un t aux  d 'hydrolyse  

moyen de 8 5  p. 100 e t  à 7OC, un net toyage du réac-  
t e u r  é t a n t  r é a l i s é  t o u s  l e s  ;jours p a r  une s o l u t i o n  
d'eau o r jgénée  à 0 , l  p. 100. 



Dms c e s  c o n d i t i o n s ,  l e  temps de demi-vie du réac-  
t e u r  e s t  de 50 j o u r s  environ. Une Daisse d1ac-  

t i v i t é  de l'enzyme d o i t  ê t r e  envisagée lo r sque  l ' o n  
rneur u t i l i s e  du l a i t  en r a i s c n  d'une te,  

? l u s  é l e v é e  en c a l c i u n  (PLAILE2 e t  a l  -132-). 

Avantages e t  inconvénients  des enzynes immobilisées 3our 

l l h y d r o l y s e  du l a c t o s e  

L ' u t i l i s a t i o n  de r é a c t e u r s  à enzTpes  i m o b i l i s é e s  
permet une r é u t i l i s a t i o n  de l r e n z y p e  a i n s i  qu'une 
s é p a r a t i o n  f a c i l e  e n t r e  l e  p rodu i t  e t  l e  c a t a l y s e u r  

biologique.  

L  l immobi l i sa t ion  permet une product ion  en con t lnu  ou 
e n  "batch", une g r m d e  d i v e r s i t é  e x i s t e  qumt à l a  

t a i l l e  des r g a c t e u r s .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  un c o n t r ô l e  
p l u s  p r é c i s  d e s  c o n d i t i o n s  de travsil de l'enzyme -eut  
ê t r e  e f f e c t u é .  Cependant, 1 ' i n n o b i l i s a t i o n  e n t r a i n e  -- 
une p e r t e  d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de l 'enzyme, uc  enc r s s -  
sement du r é a c t e u r  p l u s  ou moins prononcé en f o n c t i o n  

d e s  s u b s t r a t s  ( l a i t  e n t i e r ,  demi écrémé, l a c t o s é r u ~ ) .  

L ' u t i l i s a t i o n  de l a i t  ou de d é r i v é s  l a i t i e r s  n é c e s s i t e  
de t r a v a i l l e r  t a n s  des  c o n d i t i o n s  s t é r i l e s  ou v o i s i n e s  
de  l a  s t é r i l i t é .  

L-es coûts  du suppor t  e t  de' 1 l ~ i L n ~ o b i l i s ô t i o n  r ie son t  

p a s  n é g l i g e a b l e s ,  s u r t o u t  s ' i l  e s t  n é c e s s a i r e  d ' e f f e c t u e r  
un  début de p u r i f i c a t i o n  du systbme enz~ymatique. 





A - INTRODUCTION 

L a  t r m s f o m s t i o n  ou l a  synthkse de c e r t z i n e s  subs t3nces  
p a r  vo ie  chimique n é c e s s i t e  générzlement de nombreuses 

é t a p e s  r é s c t i o n n e l l e s ,  souvent dii'f i c i l e s  à. met t re  en 
oeuvre i n d u s t r i e l l e m e n t  e t  f o r t  onéreuses,  C f e s t  pour 
c e t t e  r a i s o n  quo s ' e s t  développée depuis  quelques =nées 
une techgologie  de t r m s f o r m a t i o n  Tor voie  b io log ique ,  k 
1 a i d e  d f  enzymes, de c e l l u l e s  b a c t é r i r n n e s ,  v é g é t s l e s  e t  

même d ' o r g a n i t e s  s u b c e l l u l a i r e s ,  immobilisés ou non. 

En e f f e t ,  t o u t e  une s é r i e  d ' é t a p e s  r é a c t i o n n e l l e s  ?eu t  
ê t r e  e f f e c t u é e  p a r  des c e l l u l e s  judicieusement c h o i s i e s ,  

à c o n d i t i o n  que c e l l e s - c i  s o i e n t  p lacées  dans un m i l i e u  
ad6 quat  . 
L f  immobi l i sa t ion  de c e l l u l e s  ne n é c e s s i t e  p a s  1 e x t r o c t i o z  

des  enqynes i n t e r v e n a n t  dans 1% b i o t r m s f o m a t i o n  e t  2er- 
niet également une s é p a r a t i o n  e n t r e  1s pnuse coritensrit l r  
s u b s t r a t ,  l e  p r o d u i t  e t  l z  phase s o l i d e  ou n ivesu  de Io- 
q u e l l e  s e  t rouve  l ' a c t i v i t é  c a t a l y t i q u e .  

Les méthodes d l  immobi l i sz t ion  c e l l u l a i r e  sont  s imples  e t  
fac i lement  r é a l i s a b l e s  dans I i n d u s t r i e .  

3 - TYPES D ' ~~~1OBILIS.4TIOPT CELLUL-UilE 

1) I n c l u s i o n  

L1irnmobil isat ion de c e l l u l e s  p a r  i n c l u s i o n  s e  c l a s s e  
en  c i n q  c a t é g o r i e s  : 1 l i n c l u s i o n  pa r  p r é c i p i t a t i o n ,  

dans un g e l  de p o l y é l e c t r o l y t e  s t a b i l i s é  p a r  des  i o n s  

m u l t i v a l e n t s ,  p a r  ~ o ~ o l y m é r i s a t i o n  , -'rr polym6risa t ion  

e t  p a r  m i c r o e n c a ~ s u l a t i o n  



Les p r o d u i t s  e t  l e s  s u b s t r a t s  i n t e r v e n a n t  devront  ê t r e  

de p e t i t e  t a i l l e  a f i n  de p é n é t r e r  à t r a v e r s  l a  s t ruc -  

t u r e  du support  ou d ' e n  s o r t i r .  

2) I n c l u s i o n  pa r  p r é c i p i t a t i o n  

L a  r é t i c u l a t i o n  d 'une  s o l u t i o n  de polymère contenant  

des  c e l l u l e s  en suspension peut s ' e f f e c t u e r  p a r  pré-  
c i p i t a t i o n  du polymère en cnangeant l e s  cond i t ions  du 

m i l i e u  (YH, tempéra ture ,  s a l i n i t é ,  s o l v a n t ) .  

Les l i a i s o n s  formées sont  de type ion ique ,  hydrogène, 

hydrophobe. 

Les polymères l e s  p l u s  employés sont  p résen tés  dans l e  
t a b l e a x  VI p .  32 . 
C e t t e  r 6 t ~ c u l a t i o n  e s t  souvent r é y r e r s i b l e  e t  n é c e s s i t e  

p a r f o i s  une o p é r a t i o n  de t m ô g e  p a r  des  agen t s  b i -  
-.. 
f o n c t i o n n e l s  t e l  que l a  g lu tara ldéhyde .  

Un des cas-remarquable e s t  l l i m o b i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  

dans un g e l  de carmghénane qui se  c o n s t i t u e  en  présence 

d'une f o r t e  c o n c e n t r s t i o n  en ch lo ru re  de potassium. 

Des zones Ce jonc t ions  s e  forment e n t r e  l e s  molécules 

de carrsqhénane provoquant a i n s i  l a  g é l i f i c s t i o n  se lon  
l e  schéma suivant  : 

c  srraghenane 

double h é l i c e  , 

K C 1  

d 
c e l l u l e s  



Tableau V I  : 

Exemples d ' i n c l u s i o n s  p a r  p r é c i p i t a t i o n  de polymères, 

polymère 

w 

c  arraghénane 

11 11 

agar  

agarose 

6 - c e l l u l o s e  

g e l a t  i n e  

polys tyrène  

* 

agent  réc ci pi tant 

ref ro id issement  

K C 1  

K C 1  

tannage p a r  l a  

g é l a t i n e - g l u t  a r a l -  

déhyde 

ref ro id issemznt  

re f ro id issement  

passage d'une phase 

organique à une pha- 

s e  aqueuse 

ref ro id issement  e t  
g l u t  üraldéhyde 

passage d'une phase 

organique A une pha- 

s e  aqueuse 

c e l l u l e s  

E. c o l i  

Saccharomyces 

phaec hromogenes 

Rhodopseudomonas 

Saccharomyces 

c e r e v i s i a e  

I I II 

Streptomyces 

v io laceon ige r  

Candida 

t r o p i c u l i s  

r é a c t i o n  

( s u b s t r a t / p r o d t i i t )  

product ion  d ' ac ide  

aspa r t ique  

g lucose / f ruc  t o s e  

product ion  d  'hydrogène 

saccharose/glucose 

f r u c t o s e  

sascharose/glucose 

f r u c t o s e  

g lucose / f ruc tose  

dégradat ion  du pliéno1 

ré fé rence  

(170 1 

(163 ) 

( 4 3  ) 

(37  1 

(109 1 

(146 ) 

(65 ) 



b )  I n c l u s i o n  dans  un g e l  de p o l y é l e c t r o l y t e  

Des s o l u t i o n s  Ce p o l y é l e c t r o l y t e s  contenent  des c e l l u l e s  

er. suspension s o n t  g é l i - i é e s  p a r  c o n t a c t  svec une solu-  

t i o n  d '  ions rnu l t iva len t s .  

Les ? o l y é l e c t r o l y t e s  l e s  p lus  l u g e m e n t  u t i l i s é s  

( t a b l e s u  V I 1  ?. 34 ) sont  l e s  a l g i n a t e s  qui  se g e l i f i e n t  

rr. sresence de cslcium se lon  l e  schéma s u i v m t  : 

s l g i  .nat e  calcium 

Ce s o n t  des méthodes douces qui  ne provoquent p a s  de 

c h u t e s  import3ntes  de l ' l c t i v i t é  enzymatique mais ne 

s o n t  u t i l i s a b l e s  que lorsque  l e  m i l i e u  con t i en t  s u f f i -  

s a m e n t  d ' i o n s  m u l t i v a l e n t s  qui  g e n e t t e n t  d f  é v i t e r  1s 

* d & ~ l é t i o n  or, i o r s  de l a  -r2';rice. 

3n aucun cas  l e  g e l  ne peut ê t r e  a is  en présence d ' a g e n t s  

c h é l a t e u r s .  



Tableau VI1 : 

Exemples d ~ i n c l u s i o n s  dans un g e l  de p o l y é l e c t r o l y t e .  

r é a c t i o n  

dégradat ion  du 

phénol 

g lucose / f ruc tose  

. product ion 

' d 'é thano l  
, 

g lucose / f ruc tose  

glucose/f  ruc  t o s e  

c e l l u l e  

Candida t r o p i c a l i s  

Saccharomyces 

phaechromogenes 

Saccharomyces 
c e r e v i a i a e  

Saccharomyces 

phaechromogenes 

II II 

l 

polymère 

a l g i n a t e  

a l g i n a t e  

( tannage  p a r  l a  g l u t a -  

raldéhyde ou g e l a t i n e -  

araldéhyde) 

a l g i n a t e  

enrobé pa r  du PJ3I ou 

du PVA 

e thyl -succ inyl  

c e l l u l o s e  
/ 

copolymére de 2-méthyl 

-5-vinylpyridine- 

méthyl a c r y l a t e  e t  d 'a-  

c i d e  méthacrylique 

(MPM - 47) 

r é fé rence  
4 

( 6 5  ) 

(163) 

(180) 

(163)  

( 163) 

* 

c o n t r e  i o n  

~ l '  *" 

c a'+ 

c a++ 

1~g" 

Ca++ou M ~ + +  



c  ) I n c l u s i o n  p a r  copo lynér i sa t ion  

C ' e s t  une r é t i c u l a t i o n  chimique de polymkres ou CS 

pol:p.hres e t  de c e l l u l r s .  

C e t t e  tec 'mique permet de former des  p z r t i r u l e s  t r è s  
r é s i s t a n t e s  aux c o n t r s i n t e s  mécaniques, dotées  d 'une 

c e r t a i n e  é l a s t i c i t é ,  ?oreuses ,  i n e r t e s  e t  contensnt  une 

grande q u m t i t 6  de c e l l u l e s  (KLEIX e t  ;Tl.?tGiER - E 9  - )  . 

De nombreux polymères e t  agents  oontants on t  é t6  u t i l i s é s  
( t a b l e a u  VTII p.36 ).. 

L a  copolymér isa t ion  f  z i t  i n t e r v e n i r  des  composés qu i  
diminuent l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques suppor tées  p a r  l e s  
c e l l u l e s .  Ce s o n t  d'une p a r t  l e s  agents  b i f o n c t i o n n e l s ,  
d ' a u t r e  p u t  l e s  rad icaux l i b r e s  formés l o r s  de l a  r s s c -  
t i o n  de copolymérisat ion.  

Un exemple type  de c o p o l y n é r i s a t i o n  e s t  l ' inclus ,  i o n  dans 

un polymère de po lyazé t id ine  qu i  s e  forme par séchage,  
chauffage ou changement de pH d'une s o l u t i o n  aqueuse 
de prépolym&re de po lyazé t id ine  (PQ) contenant  des  c e l -  
l u l e s  b a c t é r i e n n e s  en suspension. 

Le P-Co peut r é a g i r  avec des f o n c t i o n s  a ~ i n e s  p r ima i res  
e t  secondai res  ( p a r  exemple une a u t r e  molécule de P.Q), 
carboxyliques,  hydroxyles  e t  t h i o l s .  Les r é a c t i o n s  s o s t  

. r ep résen tées  dans  11 f i g u r e  3 p. 37 . 
d)  ' Inc lus ion  par polymér isa t ion  

L a  po lymér i sa t ion  s ' e f f e c t u e  2n présence de c e l l u l e s  e t  

de monomères p r 4 c u r s e u r s  du pol:ynère. 

C ' e s t  une technique  qui  p résen te  l e s  avantagk O S  e t  l e s  
inconvénients  de l a  cogolymér iss t ion  e t  q u i  n é c e s s i t e  



Tableau VI11 : - 
Exemples d ' i n c l u s i o n s  p a r  copolyni8r i su t ion .  

polyinère 2 
polyacry lamide  

hydraz ide  

p o l y a c r y l a n i d e  

hydraz ide  + a l g i n a -  

t e  de ca l c ium e n l e -  

vé e n s u i t e  p a r  une 

s o l u t i o n  de s e l s  de 

phosphate  

po lyu ré thane  

r é s i n e  époxy I 
po lyé thy lène  g l y c o l  

dime t h e c r y l a t e  

polyvif iyl  a l c o o l  

po lyé  thylèniinirie 

p o l y a z é t i d i n e  

c o l l a g è n e  

f ib r i i iogène  

-g lyoxal  

- g l u t  a r a ldéhyde  

- p o l y v i n y l a l c o o l  oxydé 

p a r  l e  p é r i o d a t e  

-g lyoxal  

agent  r é t i c u l a n t  

1120 ii f r o i d  

c e l l u l e  

polyamine 

i r r a d i a t i o n  UV 

- ac ide  3-mercapto 

p rop ion ique  

-ac ide  a c r y l i q u e  e t  

e x p o s i t i o n  A l a  l u m i è r e  

-g lu t a r a ldéhyde  

- p o l y a c r o l é i n e  en  p ré sence  

de b i s u l f i t e  

séchage 

g l u t a r a l d é h y d e  e t  

séchage 

thrornb i n e  

Saccharomyces 

c l a v u l i g e r u s  

Pseudomonas s p  

E. c o l i  

Saccharomyces 

c e r e v i  si- 

A r t h r o b a c t e r  

s imp lex  

I I  II 

B. c o l i  -- 

Saccharomyces 

phtiechroiriogenes 

K-562 

( c e l l u l e  ariiinule) 

r é a c  t ior i  r é f  érerice 

( s u b s t r o t / p r o d u i  t )  

p r o d u c t i o n  d l a n t i -  1 ( 44.) 
b i o t i q u e  

dég rada t io r i  du phénol ( 10) 

a c y l a t i o n  de l u  

p 6 n i c i l l i n e  

mélasse  de s u c r e  de 

carie/éthariol  

hydrocor4.isoiie/ 

p r e d n i l o s o n e  

I I  I I  

p r o d u c t i o n  d  a c i d e  

a s p a r t i q u e  

g lucose / f  r u c  t o s e  



Réact ion  avec l e s  fonc t ions  m i n e s  : (Ex : a u t r e  PA?) 

Réact ion  avec l e s  f o n c t i o n s  czrboxyliques : 

Réact ion  avec l e s  f o n c t i o n s  hydroxyles 

P U  + HO-R -) Cl- +NH-CH2-CH- CH^-O-R 
I 

1 
OH 

Réact ion  avec l e s  fonc t ions  t h i o l s  

P .  + HS-R - C ~ - + ? ~ ~ - C H ~ - C H - C H ~ - S - R  

f i g u r e  3 : polymér isa t ion  du p r 6 p o l ~ p è r e  de p o l y a z é t i d i n e  
e t  r éac t ion .  avec l e s  a u t r e s  f o n c t i o n s  chimiques 

. (WOOD e t  CALTON -189-) 



un c o n t ô l e  r igoureux de l a  p o l y n é r i s a t i o n  a f i n  d ' é v i t e r  
l e s  p e r t e s  r é a c t i o n n e l l e s  p a r  empèchement d i f f u s i o n n e l .  

L1 i n c l u s i o n  de c e l l u l e s  dans un g e l  de p o l y s c r y l ~ ~ i d e  
e s t  l ' u n e  des niéthodes l e s  p l u s  u t i l i s 6 e s  ( f i g u r e  4 3 - 3 9  1. 

s a c r y l m i d e  s ' e f f e c  tue  s e l o n  l e  sch6ma r e a c t i o n n e l  re?ra-  
s e n t é  dm-s l e  t a b l e a u I I p . 4 0  , e n  7r'sence de 5,?l,i: ' ,li1- 

tétrunéthy16t:lylknediamine ( T E )  e t  de pe r su l f  a t e  d l  a7i- 

nonium corne c a t a l y s e u r s  de l a  r é a c t i o n  de p o l y n é r i s ~ t i o n .  

Lorsque l a  e s t  e f f e c t u é e  en  présence d ' m e  

suspens ion  de c e l l u l e s  c e l l e s - c i  s e  r e t rouven t  i n c l u s e s  
dans un  réseau  extrèmement dense de polyacrylamide. 

Une membrane semi-perméable entoure une n i c r o g o u t t e  de 

suspens ion  c e l l u l a i r e .  Les c e l l u l e s  ne peuvent s ' é c h a ~ p e r  
à t r a v e r s  l a  membranemais c e l l e - c i  permet l e  passage Be 

- l e t i t e s  molécules ( s u b s t r a t  e t  p rodu i t  de l a  r 6 a c t i o n  

enzymatique) . 
C ' e s t  une technique qui  a é t é  t r è s  peu dkvelop?ée c a r  
l e s  p a r t i c u l e s  formées s o n t  t r è s  f r a g i l e s  e t  l e  c o n t a c t  
avec l e s  s o l v a n t s  org~zniques provoque une b a i s s e  de l'se- 

t i v i  t 6 enzy~mat i que. 

Diff  6 r e n t s  polymères ont  é t é  u t i l i s é s  ( ~ u ' h G b S H ~ ~ h  e t  a l  

-121 -)  : l e  nylon,  l e  p o l y e s t e r  i n s a t u r é ,  1 1ac6 ty l -bu ty l  
c e l l u l o s e ,  l e  -01ystyrène poreux. 

Voic i  un exemple de microencapsulat ion de c e l l u l e s  p a r  

du nylon  6,10. Une suspension de c e l l u l e s  e s t  formée dans 
une s o l u t i o n  dlhexaméthylène diamine p u i s  un g o u t t e  à 

g o u t t e  e s t  r é a l i s é  dans une s o l u t i o n  organique de ch lo ru re  



TE&ED 

e t  

persulf ate d ' ammonium 

figure 4 : formation d 'un  gel de polyacryl3mide . 



Tableau I X  : 

Exemples d ' i n c l u s i o n s  pur  polym6r8isution. 

prépolymère 

( c a t a l y s e u r )  

acrylamide e t  bisacrylamide 

(TEMED, p e r s u l f a t e )  

acrylamide e t  bisacrylamide 

( i r r a d i a t i o n  8 ) 

a c r y l  amide 

( i r r a d i a t i o n  8 )  

acrylamide e t  bisacrylamide 

(TEMED, pe r su l f  a t e )  

en présence d ' a l g i n a t e  

a c r y l m i d e  e t  bisucrylamide 

(TEIViED, pe r su l f  a t e )  

en présence de xanthane 

. 

r é a c t i o n  

( s u b s t r a t / p r o d u i t )  

g lucose / f ruc tose  

saccharose/glucose 

f r u c t o s e  

II II 

saccharose/ajmalicine.  

succharose /serpent ine  

c e l l u l e  

Saccharomyces 

phaechrornogenes 

Saccharomyces 

c e r e v i s i a e  

II II 

Câtharanthus 

roseus  

1 I II 

r é fé rence  

(163 1 

( 37 1 

( 37 

( 9 5  1 

( 9 5  > 



de sébacyle .  En quelques minutes ,  il s e  forme une r i n e  
membrsne de nylon a u t o u r  de l a  gout te  s e l o n  l e  schéns  

r é a c t i o n m l  r e 3 r é s e n t é  à l a  f i g u r e  5 9.42 . 

Les c e l l u l e s  microbiemes e x i s t e n t  d l n s  l e u r  environceaent  

n a t u r e l  2 l ' i t a t  adsorbé (jlUBAGY3 e t  BAV-LwO -36 - )  e t  l e u r  
com?orteaent physiologique s e  n o d i f i e  l o r s q u r e l l ê s  sont  
d6sorbées.  

L ' i . m o b i l i s a t i o n  gaz a d s o r t i o n  permet de r e c r é e r  en  p a r t i e  
l fenvi ronnement  de l a  c e l l u l e .  Les suopor t s  u t i l i s i s  sont  

d ' o r i g i n e  organique,  minéra le  ou n a t u r e l l e  ( t a b l e a u  X 3.43 ) . 

11 e s t  p a r f o i s  d i f f i c i l e  de d é f i n i r  l a  r e l a t i o n  qu i  e x i s t e  

e n t r e  l e  support  e t  l e s  c e l l u l e s  (KLEIN e t  *JyiGIEII -&9-). 
Ce sont  souvent des  i n t e r a c t i o n s  qui f o n t  i n t e r v e n i r  con- 
jointement  p l u s i e u r s  ?hénomènes p h g s i q ~ e s  d i?  G r e n t s  
( l i a i s o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s ,  hydrophobes, de ty7e hydro- 
gkne, e tc . . .  ). 

C ' e s t  gour  c e l a  que l a  q u a r t i t é  d e - c e l l u l e s  iwnobi l i s6es  
dé-end de l a  n a t u r e  du supoor t  pour une c e l l u l e  donr-6e 
( t a b l e a u  XI 9 - 4 4  ) e t  inversement.  

La technique d f  immobi l i sa t ion  p a r  adsorpt ion '  possède c e s  

l i m i t e s  ; d'uce ?a r t ,  l e s  l i a i s o n s  e n t r e  l e  support  e t  
l e s  c e l l u l e s  ne s o n t  p a s  suff isanment  f o r t e s ,  un r e l z r -  

gage de c e l l u l e s  dans l e  m i l i e u  e s t  t o u j o u r s  observé ,  
d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  c a ? a c i t é s  des  supuor ts  sont  f a i b l e s .  

Ce?endant c e t t e  méthode e s t  simple. Il n ' y  a  p a s  O U  peu 
de p e r t e s  d ' a c t i v i t é  enzymatique au moment de 1 ' imqo5i- 
l i s a t i o n .  



c h l o r u r e  de sébacgle  

O O O 
il I I  I I  - - - -  - -lm- ( ~ ~ 2 ) 6 - m - C -  (CEi2)10-C-NH- (CH2)6-Xi-C-XE - -  .- - - 

nylon 6,10 

membrane de nylon 

c e l l u l e s  

f i g u r e  5 : m i c r o e n c ~ p s u l a t i o n  de c e l l u l e s  p a r  une 

membrane de nylon  6,10 . 



Tableau X : 

Exeriiples d i i m m o b i l i s a t i o n s  de c e l l u l e s  p a r  adso rp t ion .  

r é f é r e n c e  

( 26 ) 

( 7 9  ) 

(155 )  
( 166)  

( 6 6  - 119)  

(121 )  

( 27 

(151 )  

( 27 

( 106) 

r é a c t i o n  

( s u b s t r a t / p r o d u i t  ) 

l ac tosérum/uc ide  l a c t i q u e  

s accha rose /g lucose  

f r u c t o s e  

g l u c o s e / f r u c t o s e  

7 - ~ ~ C ~ / c é p h a l é x i n e  

g lucose / é thano l  

mélasse  de s u c r e  de cane 

/ é t h a n o l  

mÔut/6thmol  

d e g r a d a t i o n  du phénol  

mÔut/éthanol 

saccharose/capsicum 

C 

suppor t  

g é l a t i n e  

c e l l u l o s e ( m o d i f i é e )  

séphadex(modif i é e  ) 

CM/DEAE/TEAE c e l l u l o s e  

b i l l e s  de v e r r e  

s i l i c e  

b r i q u e  p i l é e  

charbon  a c t i v é  

p o l y c h l o r u r e  de v i n y l  

mousse macroporeuse de  

po lyuré thane  

c e l l u l e  

L a c t o b a c i l l u s + l e v u r e  

A s p e r g i l l u s  oryzne 

Streptomyces  sp  

Achromobac t e r  s p  

Saccharomyces c e r e v i s i a e  

II 11 II 

. 81 II 11 

Pseudomonas s p  

Saccharomyces 

c a r l s b e r g e n s i s  

Capsicum f r u t e s c e n s  



Tableau X I  : 

3 6 t e n t i o n  de Sscchsro-7ces c a r l s b e r g e n s i s  

s u r  d i f ~ é r e n t s  su-porVs (E(LZ92T et; 71A?G?Y2 - 89 - ) .  

, na tu re  du support  

b o i s  ( copeaux) 

polychlorure de v i n y l  

Dowex 1 x 8 ( a c é t a t e )  

Duoli te  -4 162 ( a c é t a t e )  

Duolase SP3 

~ p n é r o s i l  :IO 3 C l 5  

i 

nasse séche de m i c r o o r g ~ i s r n e s  

(ng) p a r  g r m e  de support .  



3 )  Immobil isat ion c o v a l e n t i e l l e  en s u r l z c e  d 'un ~ o l y n i è r e  

La f i x a t i o n  c o v d e n t i e l l e  de c e l l u l e s  s u r  des sui iports  
v a r i é s  3. é t é  rGalisée oans de nombreux c a s  ( t a b l e a u  XII 

9 - 4 6  1. 

L1avantege d'une t e l l e  méthode e s t  que l e s  c e l l u l e s  
s o n t  t r è s  Feu re l a rgukos  dîx'ls l e  z i i l i eu ,  d ' o u  u r i  
rilus grslide s t ~ ~ ~ i l i t é  du r é a c t e u r .  . 

Toutefo is ,  c e t t e  méthode conserve l l i n c o a v é n i e n t  d 'un  
f a i b l e  r q g o r t  a c t i v i t é / p o i d s  du s m p o r t  corne pour 

l l i m m o b i l i s a t i o n  p a r  ' adsorpt ion .  

Les c o n d i t i o n s  auxquel les  son t  soumises l e s  c e l l u l e s  
s o n t  souvent f a c t e u r s  de p e r t e  d ' a c t i v i t é  e n z ~ p a t i q i i e .  
Les c o n t a c t s  avec l e s  s o l v a n t s  organiques,  m e c  des  

r é a c t i f s  chimiques qu i  i n t e r a g i s s e n t  p a r f o i s  au n i -  
veau des s i t e s  a c t i f s  provoquent souvent des p e r t e s  
impor tantes  d ' a c t i v i t é  enzymatique. 

Voic i  un exem9le type d'une méthode u t i l i s é e  pour f i x e r  
des  c e l l u l e s  s u r  un support  : DUltQm e t  BAYJ.iit0 ( 3 6  ) 

o n t  inmobi l i sé  des c e l l u l e s  de Saccharomyces c a r l s -  
be rqens i s  s u r  b i l l e s  de v e r r e ,  s e l o n  l e  schéma réoc- 

t i o n n e l  r e p r é s e n t é  à l a  f i g u r e  6 p. 47 , poxf  p rodu i re  

4 )  Immobi l i sa t ion  p a r  r é t i c u l a t  i o n  chimique ou ~ h y s i q u e  

Le t ab leau  HI1 p. 48 montre quelques exemples da c e  ty-e 
d l immobi l i sa t ion .  

a)  ~ é t i c u l a t i o n  chimique 

Les c e l l u l e s  son t  r é t i c u l é e s  e n t r e  e l l e s  p a r  l 1 i n t e r -  



Tableau X I I  : 

Exemples d ~ i m m o b i l i s u t i o n s  c o v a l e n t i e l l e s  de c e l l u l e s  e n  s u r f a c e  d ' u n  support .  

r é f é r e n c e  

( 46 

( 77 ) 

( 122) 

( 38 

r é a c t i o n  

( s u b s t r a t / p r o d u i t  ) 

g lucose / é thano l  

a c t i v i t é  L -h i s t i -  

d ine  ammoniolyasi que 

g lucose /  a c i d e  

u rocan i  que 

prodi ic t ion 

d ' é t h a n o l  

c e l l u l e  

Saccharomyces 

c e r e v i s i a e  

Micrococcus 

l u t e i l s  

- I s p e r g i l l u s  - 

n i g e r  

Saccharomyces 

c a r l s b e r g e n s i s  

agent  de couplage 

t r i c h l o r o - S - t r i a z i n e  

carbodi imide  e n  m i l i e u  

aqueux 

g lu t a ra ldéhyde  

s i l u n i s a t i o n  e t  g l u t a -  

riildéhyde 

r . 

suppor t  

f i b r e s  de c e l l u l o s e  

carboxyméthyl c e l l u l o s e  

polymère de g l y c i d y l -  

mé thac ry la t e  

b i l l e s  de v e r r e  

P 



silice 8 -aminopropyltriéthoxysilane 

f i g u r e  6 : immobilisation de cellules s u r  billes de 

verre  ( D W D  e t  NAVV4RR0 -38 -) ., 
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médiaire d ' a g e n t s  bifonctio?s.els (a ldéhydes  e t  Coapo- 

L 'agent  s o n t a n t  lo ? l u s  c o u r m e n t  u t i l i s é  e s t  l a  g l u t s -  
rs ldéhyde qu i  r 6 a g i t  avec l e s  f o r c t i o n s  amines des c e l -  
l u l e s  de manière S former un réseau  t r idiniensionxel  

selon l e  schéma r é a c t i o n n e l  r e p r 8 s e n t é  à l a  f i y r e  7 

b )  ~ 6 t i c u l a t i o n  physique 

La r é t i c u l a t i o n  s e  f a i t  r>ar f l o c u l a t i o n  des c e l l u l e s ,  
c e t t e  technique n é c e s s i t e  de l a  p a r t  des  c e l l u l e s  l a  

. c a p a c i t é  de former des  ag réga t s  en  c u l t u r e  don* l a  f o r -  

mation peut  ê t r e  i n d u i t e  e t  s t a b i l i s é e  p a r  1 t a d j o n c t i o n  
de polymère dans l e  mi l i eu .  

La compaction de c e s  ag réga t s  peut ê t r e  r é d i s é e  e t  

coxduire  a i n s i  à l a  format ion  de ,orsnulés (IlZTZ e t  

L l i-ortance de 1 t ù w i o b i l i s a t i o n  p a r  r é t i c u l a t i o n  ghy- 

s ique  s t a c c r o l t  au niveau des  technologies  i n d u s t r i e l -  
l e s  " légères1 ' ,  c a r  e l l e  conduit  B une f o r t e  coccen- 

t r s t i o n  de c e l l u l e s  p a r  u n i t é  de volume (BLXIN e t  

Lorsque l ' o n  compare l t i . m o b i l i s a t i o n  dlenzynes à 
l l i m m o b i l i s a t i o n  c e l l u l a i r e ,  c e t t e  à e r n i k r e  o f f r e  g lu-  
s i e u r s  avantages : 

- E l l e  ne n é c e s s i t e  p a s  l ? i s o l e m e n t  e t  l a  p u r i f i -  
c a t i o n  des  enzynes, c e s  deux opéra t ions  sont  

onéreuses  e t  provoquent une p e r t e  importante  



L a  g l u t a r a l d é k ~ d e  se  t rouve,  en so lu t ion  aqueuse, sous 
l a  forme d'un polymère qui r é a g i t  avec l e s  fonct ions  
amines se  trouvant à l a  surface  des c e l l u l e s ,  de manière 
à former un réseau tr idimensionnel  . 

I réseau 
N 

II t r idimensionnel  

f i g u r e  7 : r é t i c u l a t i o n  de c e l l u l e s  p a r  l a  glutsraldéhyde . 



d ' a c t i v i t é  enzymatique. 

- L ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  souvent  p l u s  s t a b l e .  

Cependant, il e s t  d i f f i c i l e  de comparer 1 ' a c t i -  
v i t é  de l'enzyme s o l u b l e  ou f i x é e  c e l l e  l o -  
c a l i s é e  au niveau des  c e l l u l e s .  

Tou te fo i s ,  c e r t a i n e s  l i m i t e s  s ' imposent  : 

- Les c e l l u l e s  contiennent souvent dl  a u t r e s  a c t i -  
v i t é s  enzymatiques qu i  peuvent provoquer des  
r é a c t i o n s  seconda i res  n u i s i b l e s  e t  pouvmt  mo- 
d i f i e r  l e s  s u b s t r a t s  ou l e s  p r o d u i t s  de l a  réac-  
t i o n  enzymatique p r i n c i p a l e .  

- Des 5 r o t 8 a s e s  i n t e r n e s  3uz c e l l u l e s  neuvent dé- 

n a t u r e r  l e s  enzymes. 

Comparée à 1 ' u t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  l i b r e s ,  l ' i n v e s t i s -  

sement n é c e s s a i r e  pour t r ans fo rmer  un p rodu i t  p a r  des  

c e l l u l e s  immobilisées e s t  beaucoup p l u s  f a i b l e ,  c s ~  11s 

volumes de r é a c t e u r s  sont  t r $ s  r é d u i t s  e t  l ' absence  de 
c e l l u l e s  dans l e  - rodu i t  de l a  t r a ~ s f o m a t i o n  ne néces- 
s i t e  p a s  d l i t a L e s  supplérnectaires pour  l e s  en leve r ,  ce  
qu i  dans l e  c a s  de 1s t rans fo rmat ion  de p rodu i t s  b io lo -  
g iques  complexes ( l a i t )  e s t  impossible .  

L a  s t a b i l i t é ,  dans l e s  c o n d i t i o n s  op t ima les ,  des  

a c t i v i t é s  enz:ymatiques des  c e l l u l e s  immobi l~sées -  e s t  
t r è s  v a r i a b l e  ( t a b l e a u  X I V  p. 52 ) . 

l u l a i r e s  e s t  un c a s  p a r t i c u l i e r  qu i  dépend, d'une p a ~ t ,  

de l a  na tu re  de l a  c e l l u l e ,  d ' a u t r e  p a r t ,  Ge l a  bio- 
t i = s f o r z z t i o n  r r ^ f e ~ ' - - ~  uuVe 2 t  ?es c o c d i t i o z s  dans l e s -  
q u e l l e s  c e l l e - c i  d o i t  ê t r e  r é a l i s é e .  



Tableau X I V  : 

Temps de demi-vie de quelques c e l l u l e s  immobilisées (DURAND e t  NAVARHO - 30 -) .  

b 

microorganisme 

Rhodoapirillum rubrum 

Corgnebac ter ium simplex 

Pseudomonas p u t i d a  

Achromobacter liqui* 

Escher i ch ia  c o l i  

Streptomyces venezuelae 

B a c i l l u s  coagulans - 
AC tinomyces missour iens i s  

Brevibacterium ammoniagenes 

Saccharomyces c e r e v i s i a e  - 
Kluyveromyces marxianus ---- 
Brevibacterium ammoniageizes ---- -- 

immobil isat ion 

g e l  d ' aga r  

col lagène 

polyacrylamide 

I I II 

II II 

col lagène  

II I t 

c e l l u l o s e  

polyacrylamide 

II II 

w II 

II II 

produi t  de l a  r é a c t i o n  

enzgrnat ique 

hydrogène 

a t é r o i d e s  

c i t r u l l i n e  

acide urocanique 

ac ide  6-aminopénici l lanique 

glucose,  f r u c t o s e  

II II 

II II 

acide malique 

6 tlinnol 

é thanol  

coenzyme A 

temps b 

de demi-vie( J )  

498 

594 
120 à 37OC 

140 à 3'7°C 

1 7  à 40°C 

50 

75 
45 à 6 0 0 ~  ' 

60 à 37OC 

10 à 2S°C 

15 à 25OC 

5 à 37°C 
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L s  première i n c l u s i o n  de c e l l u l e s  dans L 1 s l ~ i n . z t e  
f u t  e f f e c t u k e  -sr EiCX3L e t  31 er_ 1975 ( 84 ) . 

Une suspens ion  de c e l l u l e s  dans une s o l u t i o n  d' a l -  

g i n a t e  de sodiuni e s t  ve r sée  gou t t e  à gout te  dsns  une 
s o l u t i o n  de contre- ions.  

De-uis, de nombreuses i n c l u s i o n s  c e l l u l z i r r s  f u r e n t  
rkrs l i sées  s e l o n  c e t t e  méthode ( t a b l e a u  T T  p.  55 ) . 
Le calcium e s t  l e  cont re- ion  l e  p l u s  u t i l i s é  m a i s  

on rencon t re  c e r t a i n e s  techniciues où l e  c81ciun e s t  
remplacé Tar  des  c a t i o n s  t r i v a l e n t s  (HAC"XEL e t  a l  

-65 - ; KLZ.IIJ e t  a ï  -88 - j .  

Ces techaiques permettent  d ' immobil iser  des enzymes 

p a r  l i a i s o n  k l e c t r o s t s t i q u e ,  du f a i t  de l ' a p p a r i t i o n  
de charges  p o s i t i v e s  ~ u p ~ l é n i e n t a i r e s  appor tées  ?ar  

l e  cont re- ion  au niveau de l a  ma t r i ce .  

D' a u t r e s  recherches  e f f e c t u é e s  p a r  V3LIKY e t  'JILLIAXS 

en 1981 (180)  e t  p a r  T:U!T-lliAi e t  a l  en 1984 (1641, COE- 

d u i s i r e n t  à enrooer  l a  b i l l e  d ' a l g i n a t e  p u  des  ?oly- 
mères aminés t e l  que l e  p ~ l y é t h ~ l è n i a i n e  ou l e  30ly- 
p r ~ p ~ l è n i m i n e .  

Ce polymkre d'enrobage permet de s t a b i l i s e r  l e  g e l  
d1  a l g i n a t e  v i s - à - v i s  des  i o n s  phosphates e t  d l  imper- 
m é a b i l i s e r  19 b i l l e  aux g r o s s e s  mol6cules t e l l e s  que 
l e s  p r o t é i n e s .  

B - LXS ALGINATES 

1) S t r u c t u r e  

L 'ac ide  a lg in ique  e x t r a i t  des a lgues  brunes e s t  un 



Tableau XV : 

Inunobil isat ions dans un g e l  d  ' a l g i n a t e .  - 
b i ~ t r ~ s f o m a t i o n  

X s ~ e r g i l l u s  
ac ide  gluconique 

product ion  de :i1.:4+& ?ertir 

Saccharomyces 
c e r e v i s i a e  de s u b s t r a t s  d i v e r s  

Saccharomyces product ion  d f  é thano l  à p a r t i r  

de saccharose 

Klu'p~eromvces 

L a c t o b a c i l l u s  

S t r e ~ t o c o c c u s  
t h e r m o ~ h i l u s  

product ion  d' é thano l  à p a r t i r  

t annophilus  do  c e l l o b i o s e  

Saccharomyces f a b r i c a t i o n  de l a  b i è r e  
c e r e v i s i a e  

- 4 s ~ e r a i l l u s  (examen en a i c r o s c o p i e  é l r c -  
uhoenicus 

( é v a l u a t i o n  d 'un  procédé K T  
s t e2 rg  therno- g râce  zux spores  i n c l u s e s )  

Kluyve romyc e  s product ion  d f  é thano l  à p a r t i r  

rnarxi anus de 1 ' i n u l i n e  



s u i t e  du Tableau XV : 

UICF?OBI3IQ~E e f f e c t u é e  

Z:mo~o nas  product ion  d l é t h a E o l  à -a r t i r  
mobi l i s  (100 
CO-incIus avec de c e l l o b i o s e  
une /3-D-gluco- 
s i d a s e  

+ 

b i o  t r a n s f  ormation 

l?seudononas s p ,  

Candida 
t r o ~ i c a l i s  

b a c t é r i e s  
n i t r i f i a n t e s  

Stregtomyces 
~haechromogenes 

gluco amyl ase 

i n u l  a se  

glucose oxydase 

gluco amylase 

dégradat ion  du phénol en CO2 

e t  220 

11 II 

p roduct ion  de 2 0 3 -  e t  de X02- 

à p a r t i r  de N X ~ '  

i s o m é r i s a t i o n  du g lucose  

hydrolyse du maltose 

dégradat ion  de 1 ' i n u l i n e  

t r ans fo rmat ion  du glucose 
en ac ide  gluconique 

hydrolyse de d e x t r i n e s  

( 1 0  > 

( 6 5  1 

(16e ) 

(163 1 

(164)  

( 8 2  1 

( 8 2  1 

( 8 8  1 
J 



s u i t e  du Tableau XV : 

production d t  i n s e c t i c i d e s  e t  de composés à va leu r  

-hamaceutique ( 3 -17 -18 -19 -20 -21-e0-125-179-IEO) 

O FlG-QJITE S CELLUL S 

mitochondries 

ch lorop las tes  

i lô ts  ?e Langerhms 

( 8 2  

( 8 2  

( 5 2  



coaoljmère d' sc ide  D-rnannuronique e t  o' ncide 

L-guluroni que. 

Sa  s t r u c t u r e  e s t  c o n s t i t u é e  d lé léments  hétéropoly-  

rnériques e t  h o m ~ ? o l ~ ~ é r i r ? ~ e s  r e p r 6 s e n t é s  d9ms l a  

f i g u r e  8 p. 59 ( H2.E e t  a l  - 69 -). 

Les élirnents h o n o g o l p è r i q u e s  son t  de 2eux t y 7 e s  : 
1' zcide p o l y  /ci (1-4)-D-mamuronique doct  le p r o s o r t i o n  
v a r i e  s e l o n  l e s  espèces  d ' a lgues  de I& S. 37 9. LOO 

( tab leauxVI  ?. 60 ) e t  l ' a c i d e  poly  ~(1-4)-L-guluronique  
.dont l a  t e n e u r  v a r i e  de 13 à 60 p.  100, ce d e r n i e r  
i n t e r v i e n t  l o r s  de 1s r é t i c u l a t i o n  g a r  l a  formation 
de zones de jonc t ion  en d ' i o n s  b i v a l e n t s  
ou t r i v a l e n t s .  

Les éléments h~rno~olymér iques  ne s o n t  ?as  s o l u b l e s  
ap rès  t r a i t e m e n t  de l1 a l g i n a t e  p a r  1 ' 9 C l  0 , 3  IL & 

100°C pendant 2 heures  e t  c e c i  cont ra i rement  aux 6 -  
lérnents hé té ropo lynér iques  qui  s o n t  c o n s t i t u é s  à1une  
séquence a l t e r n é e  d 1  acide  p-D-mannuroniqe e t  d '  ac ide  
oc -L-guluroni que : -M-G-Bi-G-M-. 

C e  type de s t r u c t u r e  hé t6ropolynér ique  e x i s t e  chez 

l e s  a l g i n a t e s  provecant  de Laminaria  h : ~ ~ e r S o r e s ,  
Ascophyllum nodosum, Laminaria d i a i t a t a .  Ce?endwt, 
d l  a u t r e s  séquences hétéro?olymériques ont  é t é  mises  
e n  évidence chez C g s t o x i r s  b a r b a t a  : -LI-M-G-M-Ji?-G-, 
a i n s i  que d e s  s t r u c t u r e s  de type : -G-G-Id-G-G-LI- 
chez des a l g i n a t e s  de d i f  f  é r e n t e s  o r i g i n e s  (P.4IBTEITR 

Des é tudes  r é d i s é e s  en s u r  des  a l g i n a t e s  n 'on t  
p a s  permis d ' i n d i q u e r  l a  présence d ' a u t r e s  types  de 
de l i a i s o n  (PAIBTEUB -130-) . 



acide poly ( 1-4) -D-mmuroni que : -X-M-M-~I-?YI-U-M- 

ac ide  poly a(1-4)-L-guluronique : -G-G-G-G-G-G-G- 

oolymère a l t e r n é  d t  acide p -D-ncinnuronique e t  d t  acide 

oc -L-guluroni que : -X-G-M-G-Id-G-M-G-;?a- 

f i g u r e  8 : s t r u c t u r e  de. l ' a l g i n a t e  (FAUG e t  a l  -69  -). 



Tableau XTST : 

D i s t r i b u t i o n  des d i f f  & r e n t e s  s t r u c t u r e s  polymériques 

?revenant dl a igues  brunes  d ' o r i g i n e s  d i v e r s e s  

('riAUG e t  sl - 69 - ) .  

p.100 de 

s t r u c t u r e s  

hé téropoly-  

né ri qxes 

40 

35 

2 1  

25 

25 

27 

38 

35 

52 

es-èce 

( j o u r  e t  mois de 

c o l l e c t e )  

P y l a i e l l a  

S~enna tochnus  

oaradoxus( 15/81 

Cordar ia  

f l a g e l l i f  o m i s (  l 5 / 8  ) 

Dyctgosiuhon 

foenicuïaceus(  9/61 

Scytosiuhon 

ï amenta r i a ( l9 /6 )  

Desmaretia 

acue ïe ta (  9/61 

B e l v e t i a  

c m i c u l s t a ( 9 / 4 )  

Fucus 

s e r r a t u s (  26/61 

Asco~hyllum 

nodosum( 3/5 ) 

p.100 de s t r u c t u r e s  r a g p o r t  

M 
5 

( 1 )  

0 ,75  

193 

0 , g  

O ,85 

1 ,15  

O ,85 

1 , 5  

193 

1 ,85  

homopo1:périques 

ac ide  

goly-D- 

mzrxWro- 

n i  que 

- 18 

32 

28 

25 

35 

23 

- 37 

34 

35 

ac ide  

-017-L- 

guluro-  

n i  que 

42 

33 
l 

5 1  

50 

40 

50 

25 

3 1  

- 1 3  



s u i t e  du Tableau XVI : 

(1) : l e  r appor t  de l a  teneur  en  ac ide  poly-D-rnannuroniqüe 

s u r  l a  t e n e u r  en  acide poly-L-guluronique : 

v a r i e  également su ivan t ,  l l é?o que de 1 l année 
G 

pendant l a q u e l l e  sont  r é c o l t é e s  l e s  a lgues ,  l e u r  

l q c a l i s a t i o n  géographi-e e t  l l k e  de c e s  algues.  

p.100 de 
s t r u c t u r e s  

hétéropolg-  

mériques 
' 

34 

26 

25 

p.100 de s t r u c t u r e s  
h o m o ~ o l p é r i q u e s  

rappor t  
X 
G 

( 1 )  

1 ,45  

1 ,35  

0,65 

i , 5 6  

s c i d e  

?oly-D- 
rnumuro- 

n i  que 

43 

43 

1 5  

espèce 
( j o u r  e t  mois de 

c o l l e c t e )  

L m i n s r i  s 

d i q i t a t a (  15/11 

L m i n a r i a  

h ;y~erborea (  16/2 ) 

-fronde s- 

L m i n a r i  a 
h y ~ e r b o r e a ( 1 6 / 2 )  

-vésicules-  

Macrocyst is  

pgr i f  e r a  

zc ide  

poly-L- 

guluro-  

n i  que 

2 3  

31 
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L ' a l g i n a t e  e s t  un exemple d t h é t 6 r o g l y c m e  de s t r u c t u r e  
t r è s  i r r é g u l i è r e  qu i  peut  ê t r e  modif ié  l o r s  de sa 

synthèse p a r  1 'environnement e t  p a r H l  ' i n 2  o r n a t i o n  
génét ique" (P-UXTEUR -130-) . 

2 )  Les s e l s  de sodium d ' a c i d e  a l g i n i c u e  

Ils forment d m s  l ' e a u  des s o l u t i o n s  extrêmement 

visqueuses.  La v i s c o s i t é  de c e s  s o l u t i o n s  e s t  fonc- 
t i o n  du type d t  a g i n a t e  u t i l i s é ,  de sa concen t ra t ioc ,  
du pH e t  de l a  t e m ~ é r a t u r e ,  

a) Or ig ines  des  a l g i n a t e s  e t  v i s c o s i t é  

La v i s c o s i t é  des s o l u t i o n s  d l d g i n a t e  de sodium 
v a r i e  for tement  s e l o n  l ' e s p è c e ,  l e  l i e u  de r é c o l t e ,  

l t % e  des  aigues.  

Cependaxt l e s  a l g i n a t e s  cornmercia.lisés réoondent 

à des c r i t è r e s  de v i s c o s i t é  e t  d e . p u r e t 6  c o n s t m t s .  

b)  Masse molécula i re  e t  v i s c o s i t é  

La masse molécu la i re  de ce  polymère peut  a t t e i n d r e  
150 000 d a l t o n s ,  ce  qui  correspond à un degré de 
polymér isa t ion  de 800. 

Dans c e  c a s ,  une s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  de sodium ( S a t i a l -  

g ine  S G  800, CECA S A )  à 1 p. 100 possède une v i s c o s i t é  
de 490 cp ( + ou - 90 cp)  à 20 O C  e t  à pH 7. 

Les a l g i n a t e s  de f a i b l e s  masses rnoldcuïaires  
( 15 000 d a l t o n s )  o n t  une v i s c o s i t é ,  en  s o l u t i o n ,  
beaucoup p l u s  f a i b l e .  



Dans ce  d e r n i e r  c a s ,  une s o l u t i o n  d f  a l g i n a t e  de sodium 
( S û t i a l g i n e  SG 150, CECA SA-, masse rnoLéculaire : 

28 OC0 d a l t o n s )  à 1 p, 100 possède nne v i s c o s i t é  de 
80 cp ( + ou - 25 CD ) à 25 O S  e t  2 pU 7. 

c )  V i s c o s i t é  des  s o l u t i o n s  en f o n c t i o n  de 1s con- 
c e n t r s t i o n  en s l g i n a t e  de s o d i - m  e t  du pH de 13 

s o l u t i o n  

La v i s c o s i t é  augmente tr4s fortement  avec 1 2  con- 
c e n t r a t i o n  en  a l g i n a t e  ( f i g u r e  9 p .  64 ) .  Il e s t  
t r g s  d i f f i c i l e  de r é a l i s e r  des s o l u t i o n s  aqueuses 
contenant  p l u s  de 5  p. LOO dl a l g i n a t e  (P/V). 

La v i s c o s i t é  ne v a r i e  pas  pour une c o r c e n t r a t i o n  

donnée dans l e s  zones de pH al lant  de pH 5  2. pH 9 
( f i g u r e  10  p. 65 ) .  

Les g e l s  d ' a l g i n a t e  

a)  l a  g é l i f i c a t i o n  

- En ?résence  d'une concen t ra t ion  s u f f i s a n t e  en ca- 

t i o n s  b i v a l e n t s  ou t r i v a l e n t s  ( ~ a + + ,  pe+++, Y 

?bfc, CU+', ~ a + + ,  e t c . .  . ) ,  l e s  s e l s  sodiques d 'a -  
c i d e  a l g i n i q ü e  s e  g é l i f i e n t  (THIELE e t  H-XLLICB 

-166- ; PlUL e t  VIGXXIS -131-1. 

La format ion  de g e l s  e n  présence d ' i o n s  calcium 

dépend principalement  du taux  de s t r u c t u r e s  norno- 
polymériques du type poly-L-guluronique (SMISROD e t  

H,LUG -157- ; SKISROD, SXUG e t  '~'~ITTIBGTOB -158-1. 

En g é n é r a l ,  l e s  a l g i n a t e s  r i c h e s  en ac ide  poly-L- 
guluronique forment des  g e l s  f  orternent r é t i c u l é s  

e t  c a s s a n t s  qui  son t  s t a b l e s  à l a  chaleur .  

Par c o n t r e ,  Les g e l s  r i c h e s  en  ac ide  poly-D-mannu- 
sonique s o n t  glus é l a s t i q u e s ,  moins s t a b l e s  à l a  



0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3 ,5  

pourcentage d '  z l g i n a t e  de sodium 

f i g u r e  9 : v i s c o s i t é  d'une s o l u t i o n  en  f o n c t i o n  
de sa concen t ra t ion  en  a l g i n a t e  de 
sodium (SAND3'ûR.D e t  BAIRD -147-). 
( a r  : a l g i n a t e  de sodium de f o r t e  v i s c o s i t é  
(b) : a l g i n a t e  de sodium de f a i b l e  v i s c o s i t é  



f i g u r e  10 : v i s c o s i t é  d 'une s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  de sodium 
e n  f o n c t i o n  de son pH (SANDFORD e t  BAIRD 4 4 7  0 ) .  

( a )  : s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  de, aodium de vis- 
c o s i t é  moyenne à 1 , 5  p,100 . 

( b )  : s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  de sodium de f a i b l e  

v i s c o s i t é  à 2 p.100 . 



c h a l e u r ,  m a i s  r é s i s t e n t  mieux à l a  congéla t ion-  
décongéla t ion .  

Une f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  en  c a l c i u n  p e m e t  de sts- 
b i l i s e r  l e s  g e l s  d ' a l g i n a t e  r i c h e s  en s t r u c t u r e  

poly-D-mannuronique . 
L ' a l g i n a t e  s e  l i e  avec un poids c o n s t m t  de cont re-  
ion .  Par  exemple, 1 ' a l g i n a t e  p r o t a n a l  LF 10/60 335 

s e  g é l i f i e  oLvec 0,065 g de calcium ?sr g r z m e  de 
g e l  sec q u e l l e  que s o i t  l a  concen t ra t ion  e n  c a l c i u , ~  
de l a  s o l u t i o n  u t i l i s é e ,  à c o n d i t i o n  que l e  c a l c i u n  
s o i t  en excès  (CEBETIi,U e t  a l  - 23 - )  . 
Lorsque 19 s o l u t i o n  de calcium e s t  de f a i b l e  concen- 
t r a t i o n ,  13 f i x a t i o n  du c d c i m  s u r  l ' a l g i c a t e  e s t  
for tement  coopérs t ive .  Ce la  suggère q u ' i l  s e  p rodu i t  
un réarrangement des  molécules de manière 3. a x p e n -  

t e r  L a  f i x a t i o n  du calciluin, 

La m i c r o g r q h i e  é l e c t r o n i q u e  des g e l s  d '  a l g i n a t e  
montre q u ' i l  e x i s t e  des  zor-es de Jonct ion .  Ce sont  

d e s  segments c o n s t i t u é s  de p l u s i e u r s  c h f i n e s  pa ra l -  
1 è l e  s de po ly  a<-L-guluroniques maintenues p a r  l e s  
i o n s  calcium ( f i g u r e  Il p. 67 ) .  Il y a une r e l a t i o n  
d i r e c t e  e n t r e  l a  r i g i d i t é  du g e l  e t  l ' a f f i n i t é  de 
l ' a l g i n a t e  à f i x e r  c e s  ions .  I l  semble r s i t  que l e s  
g e l s  r i g i d e s  possèdent des  zones de jonc t ion  i m -  

p o r t a n t e s  (P.lITLTTSB -130-) . 

b )  s t a b i l i t é  des g e l s  d ' a l g i n a t e  

Les b i l l e s  d 1  a l g i n a t e  son t  chimiquement e t  b io lo-  

giquement i n e r t e s ,  des c e l l u l e s  peuvent ê t r e  inc lu -  
s e  s à 1 ' i n t é r i e u r  du g e l  (CX3i3THAW e t  al - 23 - )  . 



calcium, 

1 
a c i d e  poly-L-guluroni que --)' 

\ .*-O O-. - 

f i g u r e  bl : s t r u c t u r e  des  g e l s  d ' a l g i n a t e  de c a l c i u n  

(REES -140-) 



Les b i l l e s  d ' a l g i n a t e  sont  t r è s  r é s i s t a n t e s  2 
l a  &?leur  e t  peuvent ê t r e  fac i lement  s t é r i l i s é e s ,  
e l l e s  nladh&re,zt  jas e n t r e  e l l e s  e t  ne sont  p a s  

thermorévers ib les .  E l l e s  son t  t r è s  s t a b l e s  e n t r e  

25 2 e t  2.H 1 2  à 30°C, e z t r e  8OC e t  95OC à -F.' 7 ,  daqs 

du fu'aC1 1 N e t  drr t r i t o n  X 100 à. 1 i .  100 ( P / v ) .  

Après congé la t ion ,  l e s  b i l l e s  gs rden t  l e u r  iat  é g r i -  
t g  à c o n d i t i o n  de l e s  d é c o ~ g e l e r  l e n t e n e n t .  

E n  aucun c a s ,  il n ' a  é t é  n e n t i o m é  o e  des g e l s  
< ' a l g i n a t e  aieri t  6 t h  dégradés p a r  des  S s c t 6 r 2 r s  
( CHXETILU1 - 22 - ) . 
C e r t a i n s  i o n s  ne permet tent  ?as h format ion  e t  dé- 
t r u i s e n t  l e s  g e l s  d ' a l g i n a t e  : c  ' e s t  l e  c a s  du ma- 

gnésium e t  du g o t a s s i u n  qui  s e  l i e n t  for tement  à 
l a  matr ice .  

Les ions  phosphates  e t  l e s  c h é l a t e u r s  ( 3 ~ ~ ~ 4 )  dé- 

t r u i s e n t  l e  g e l  p a r  décomplexation de l1 a l g i n a t e .  
Cependant, l ' e f f e t  s o l u b i l i s a n t  de c e s  agen t s  e t  

de c e s  i o n s  e s t  - r é v e r s i b l e  p a r  a d d i t i o n  d ' i o n s  

c a l c i u i  (CPIEETE-AN e t  a l  - 23 -).  

Les g e l s  d ' a l g i n a t e  de calcium son t  s t ~ b l e s  dans l e  
l a i t  (PR~VOST - e t  al - 136 -). 

c )  P o r o s i t é  e t  d i f f u s i o n  d m s  l e  g e l  

La p o r o s i t é  des g e l s  d é c r o i t  lo r sque  l ' o n  augmente 
l a  teneur  e n  a l g i n a t e  ou en ch lo ru re  de calcium, 

niais e l l e  n ' e s t  p a s  a f f e c t é e  p a r  l f i n c l u s l o n  de 
c e l l u l e s  (CJBETHAM e t  a l  - 2 3 - ) .  



Pour des b i l l e s  contenant  5 p. 100 (P/V) d ' a l g i -  
n a t e  ( p r o t a n a l  LT 10/60 3DH)  84  p. 100 du volume 
i n t e r n e  e s t  a c c e s s i b l e  au saccharose pour des 
b i l l e s  dont l a  t eneur  e n  a l g i n a t e  e s t  de 1 p.  100 
(?/Y), 99 p. 100 du volune i n t e r n e  de l a  5 i l l a  e s t  
%ccess ib le .  Ceci  montre q u ' i l  e x i s t e  un t r è s  2 e t i t  
nombre de p o r e s  ou d 'espaces  i n a c c e s s i b l e s  à l ' i n -  
t é r i e u r  du g e l .  

L'étude de l a  d i f f u s i o n  ds s u b s t r a t s  dans un g e l  
d ' a l g i n a t e  à d i f f é r e n t e s  concen t ra t ions  a é t é  r é s -  

l i s é e  p a r  TAUTXX e t  a l  (165) ,  l e s  r é s u l t a t s  sont  
p résen tés  dans l e  t a b l e a u  X V I I  p. 70 . 
ElLe montre que l a  d i f f u s i o n  de s u b s t r a t s  de masse 
n o l é c u l a i r e  2 x 104 d a l t o n s  e s t  l i b r e  dans ce  type 

de b i l l e s .  Ceyendant, il e s t  b i e n  connu que l a  
s t r u c t u r e  e t  1s masse molécula i re  des  a l g i n a t e s  
s o n t  d i f f é r e n t e s  s u i v a n t  l a  n a t u r e ,  l ' â g e ,  l e  l i e u  
de c o l l e c t e  d e s  a lgues  a i n s i  que l a  méthode d 1 e x t r î c -  
t i o n  des a l g i n a t e s .  

Tou te fo i s ,  c e s  r é s u l t a t s  donnent de bonnes i n f  or-  
mations en c e  qu i  cozcerne l e s  p o s s i b i l i t é s  d lüne  
t e l l e  ma t r i ce  vis-à-vis  du s u b s t r a t  u t i l i s é ,  du 

p r o d u i t  de l a  bio-transformation e t  de l e  p a r t i c u l e  
ou de l 'enzyme à i n c l u r e .  

L a  d i f f u s i o n  de l 'hémoglobine e t  du ?TAU) dans un g e l  

d ' a l g i n a t e  n ' e s t  en  r i e n  n o d i f i é e  p a r  des  coacentra-  
t i o n s  d i f f é r e n t e s  en calcium ou en  baryum a l l a n t  de 

0,125 N: à 0 , 5  % (KIERST~UJ e-5 ,WILLY - 8 4 - ) .  

d )  Compress ib i l i t é  des  b i l l e s  d l  a lg ine$e  en r g s c t e u r  
à l i t  f i x e  

La corn-action des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e ,  soumises à des  

p ress ions  d i f f é r e n t e s ,  e s t  mesurée par l a  p r o p o r t i o n  
d'espace l i b r e  :ce q u i  e s t  l e  r a p p o r t  du volume mort 



Tableau X V I I  : 

Etude de l a  d i f f u s i o n  de s u b s t r a t s  en f o n c t i o n  de l 'eura masses molécula i res ,  

de l ' e x t é r i e u r  v e r s  l ' i n t é r i e u r  des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  e t  inversement(T~NAK~ e t  a l  -165-). 

( l ' a l g i n a t e  u t i l i s é  provient  de l a  s o c i é t é  BDH chemicals Ltd) 

s u b s t r a t  

glucose 

L- t r y p  tophane 

a - l a c  talbumine 

a l  bumine 

/3-globuline 

f ibr inogène  

i 

masse molécula i re  

( d a l t o n )  

180 

20 4 

15600 

69000 

156000 

3$1000 

2 c o e f f i c i e n t  de d i f f u s i o n  (x 10-~  c m  /min) à 30°C 

dans l ' e a u  

4,OB 

490 

0 , 6 1  

0,42 

0,27 

0 ,12  

de l ' e x t é r i e u r  v e r s  de l ' i n t é r i e u r  ve r s  

1 i n t é r i e u r  1 ' e x t é r i e u r  

a l g i n a t e  

2  p.100 

4 , l O  

4 , O O  

0 , 6 1  

pas  de 
d i f f u s i o n  

- 

- 

a l g i n a t e  

4  p.100 

- 
- 
0 , 6 1  

- 
- 

- 

a l g i n a t e  

2  p.100 

4,lO 

- 

0 ,61  

0 , 2 1  

O ,  1 2  

090 

a l g i n a t e  

4 p.100 

- 

- 

- 

0,054 

0,04 

- 



du r é a c t e u r  p a r  r q p o r t  au volurne t o t a l  du r é a c t e u r  : 

' O - e .  - - 
V t  

C e t t e  étude a é t é  r é a l i s é e  p a r  CLWESHM~I ( 22 ). 

Les r é s u l t a t s  s o n t  p r é s e n t é s  d3xs l a  f i g u r e  12 p. 72 . 
Il a g p a r a i t  que l e s  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  s e  déforment 

l o r s q u v o n  appl ique  une p r e s s i o n  s u f f i s a n t e  s u r  Le 
hau t  du r é a c t e u r .  

Les t e n e u r s  importari tes en c e l l u l e s  des  b i l l e s  d ta lg inaCe  
d imiment  l a  r é s i s t a n c e  à l a  p r e s s i o l  a l o r s  que l f é 1 6 v a -  
t i o n  du pourcentage dl a l g i n a t e  1 augmente. 

Le d é b i t  du s o l v a n t  à t r a v e r s  l e  r é a c t e u r  e s t  cons tan t  
j u s q u T à  une v a l e u r  de e  = 0,04. Lorsque l 'écoulement  s e  
f a i t  du bas v e r s  l e  hau t ,  l e s  b i l l e s  son t  moins s e n s i b l e s  
à l a  p r e s s i o n  que l o r s q u e  lTécou lement  s e  f a i t  dans 
l ' a u t r e  sens  ou l o r s q u e  l e  d é b i t  e s t  nul. 

Pour un r é a c t e u r  de 7 , 5  cm de h a u t e u r  e t  de 2 , 2  cm de 

d i m è t r e  contenant  des  b i l l e s  à 5 p .  100 (P/V) d ' a l q i n a -  
t e  e t -  20 p. 100 (P/V) de c e l l u l e s  de l evure ,  ce r é a c t e u r  
e s t  soumis 5 l 'écoulement  du bas v e r s  l e  hzut  d r u c e  solu? 
t i o n  de szcchzrose  à 55 p .  100 (P/V) à un d é b i t  de 25 
m l /  h. DPAS ce .  c a s ,  Le d é b i t  r e s t e r a  c o n s t a i t  ( e  = 0,I) 

pendant 110 j o u r s  e t  pour une p r e s s i o n  mesurée en bas 
2 du r é a c t e u r  de 300 Kg/m . Ce qui correspond 5 l a  p r e s s i o n  

exercée pa r  une colonne d 'eau  de 30 cm de hauteur .  

L a  c o m p r e s s i b i l i t é  des b i l l e s  e s t  modif iée p a r  13 tenpé- 
r a t u r e  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  en saccharose  de 1 2  s o l u t i o n  

qui  s ' écou le  ( f i g u r e s  13  e t  14 p 7 3 ) .  



4 2 p r e s s i o n  ( 10 Kg/m ) appliquée 
en hau t  du r é a c t e u r .  

f i g u r e  1 2  : p r o p o r t i o n  d 'espace l i b r e  e n t r e . l e s  b i l l e s  

d f  a l g i n a t e  de calcium en fonc t ion  des con- 
t r a i n t e s  de p ress ion  exercées  s u r  l e  haut  
d f u n  r é a c t e u r  rempli  de b i l l e s  (CHEETHAM - 22 -)  . . 

courbe 

O 

A 

O 

dimensions du 
r é a c t e u r  
(h.D en  cm) 

7 , 5  0 2,2 

11 11 

I f  I I  

pourcentage 
d '  a l g i n a t e  

(P.V> 

5 
5 

3 9 1 

pourcentege de 
c e l l u l e s  de l evure  

(P.V) 

20 

50 
20 



température en O C  

f i g u r e  13 : e f f e t  de l a  température s u r  l e  compres- 

s i b i l i k é  des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  de calcium 
en r é a c t e u r ,  l e s  mesures sont  r é a l i s é e s  
pour e.= 0,1 (CHEETHAM - 2 2  - ) .  

c o n c e n t r e t i o n  en saccharose 
> 

en pourcentage ( P l  V) 

f i g u r e  1 4  : e f f e t  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en saccharose 
s u r  l a  c o m p r e s s i b i l i t é  des  b i l l e s  d 1  a l g i n a t e  
de calcium en r é a c t e u r ,  l e s  mesures sont  
r é a l i s é e s  pour e= O ,l (CHEETHAM - 22 - )  . 



La température diminue l a  r é s i s t a n c e  à l a  com- 
9 r e s s i b i l i t é  qui  r e s t e  cependant s t a b l e  e n t r e  
30°C e t  70°C. Ceci n l e n t r s i n e r a  donc pas de mo- 
d i f i c e t i o n s  majeures dans l a  tenue d'une colon-  
ne de b i l l e s  d ' a l g i n a t e  u t i l i s é e  dans c e t t e  zone 
de tem9érature.  

Les t r è s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en saccharose aug- 
mentent l a  r é s i s t a n c e  2 l a  coinpression des b i l l e s  
e n  colonne. La t a i l l e  des b i l l e s  n ' a  p a s  d ' e f f e t  
s u r  l lécoulement  d ' u n  r é a c t e u r .  

La composition des  g e l s  n ' e s t  pas a f f e c t é e  p a r  l e s  
f o r c e s  de compression (CHEETX-4.M e t  a l  - 23 -)  . 

C - EllXOBA4GE DES BILIXS D '  AGG12J..4TE 

L'enrobage s l o f f e c t u e  p a r  a g i t a t i o n  l e n t e  des  b i l l e s  

dans une s o l u t i o n  sciueuse de polymEre basique r m e -  ' 

néeau pH optimum de 1 ' a c t i v i t é  enzymatique irnmobi- 
l i s é e  p a s  i n c l u s i o n  dans 1 ' a l g i n a t e .  

Les polymères qui  o n t  é t é  u t i l i s é s  son t  : 

- polyéthylénimine ( P X )  
- polypropylénirnine (DI) 

- p o l y v i n y l m i n e  ( PVB) 

- po lgé thy lén in ine  p m t i e l l e m e n t  qua te rn i sé  (C.?TI) 

- poly-L-lysine 

Un t e l  t r a i t e m e n t  condui t  à un enrobage en s u r f a c e  

de l a  b i l l e  pa r  un polymère. 



Le polyéthylènimine e s t  l e  polymère obtenu à g a r t i r  
de l16thYlènimine  ( f i g u r e  15 p.76 1. 
Le QPEI e s t  obtenu en  t r a i t a n t  l e  PSI p a r  l e  bromure 
de rnéthyl, son degré de q u a t e r n i s a t i o n  e s t  de 30 p.lO0. 

L'enrobage des b i l l e s  p a r  l e  PEI >ennet de s t a b i l i s e r  

p a r t i e l l e m e n t  l a  m a t r i c e  dl a l g i n a t e  v i s - à - v i s  des  
i o n s  phosphate (K3LIHY e t  YCiLL1:WS -1EO-) e t  de 

ma in ten i r  l e s  p r o t é i n e s  à l ' i n t é r i e u r  de l a  b i l l e .  

Le &PEI permet grgce à s e s  charges ~ o s i t i v e s  de 
ma in ten i r  p l u s  fermement l e s  à l ' i n t é r i e u r  

des b i l l e s  d ' a l g i n a t e  - f igure  16  2, 76 - (TAITAKA 

e t  a l  -164-) . 
D - CONCLUSION 

Les a l g i n a t e s  d l m o n i u m ,  de c e l c i u n ,  de sotassiuni ,  
de sodium sont  u t i l i s é s  en  France 2epuis de nornbreu- 
s e s  années comme  additif.^ a l i m e n t a i r e s  sous  l a  ré-  
fé rence  E 401, 

Le t r a i t e m e n t  des  denrées  a l i m e n t a i r e s  , t e l l e s  que l e  

l a i t  e t  l e s  lac tosérums,  p a r  des  c e l l u l e s  non pa- 

thogènes i n c l u s e s  d m s  l ' a l g i n a t e  e s t  donc $oss i -  
b l e  e t  sans  danger pour  l e  consommateur. 

L ' immobi l i sa t ion  p a r  i n c l u s i o n  dans 1 z l g i n a t e  e s t  
une technique s imple,  f a c i l e  à met t re  en  oeuvre,  
peu coûteuse,  qui  ne provoque pas  de p e r t e s  d 1 a c t i -  
v i t 6  enzymatique e t  e s t  poss ib le  i n d u s t r i e l l e m e n t .  

Cependant, l ' u t i l i s a t i o n  de ce type  d 1 i , m o b i l i s a -  
t i o n  r e s t e  l i m i t é e  p a r  l a  t a i l l e  du s u b s t r a t  e t  du 
produi t .  Ceux-ci doivent  pouvoir p é n é t r e r  e t  s o r t i r  
fac i lement  du g e l  a f i n  q u ' i l  n ' y  a i t  p a s  de p e r t e s  
d '  a c t i v i t é  p a r  empêchement d i f  fus ionne l ,  



monomère : 

figure 15 : structure du polyéthylènimine et de 
1 éthylèninine son monomère. 

Q, 
k 

'al 
50 

temps (h) 

figure 16 : effet de l'enrobage des  billes dlalginate 
par le PEI e t  le QPEI sur Ilactivité dtune  

glucoamylase incluse dans la matrice 
(TAXAKA et al -1649). 



L'enrobage p a r  un polymère basique peme t  de s t a b i -  

l i s e r  l e  ge l  d ' a lg ina te  vis-à-vis des ions phosphates,  
de maintenir  l e s  p ro té ines  à l ' i n t é r i e u r  du g e l  
e t  p ô r  conséquent de l i m i t e r  l a  d i f fu s ion  de sub- 
s tances  de masses moléculaires élevées vers  l ' i n -  
t é r i e u r  des b i l l e s .  





B - BIOLOGIE DES BIPIDOBXCTERIES 

Les b i f i d o b s c t é r i e s  ont  une mor?nologie, une physio- 
l o g i e  c a r s c t d r i s t i q u e ~ .  

I 

On l e s  t rouve ,notmment Bi f  idobac te r iuq  bifidum, au 
niveau de l ' i n t e s t i n  chez l ' e n f a n t  e t  l t s d u l t e ,  i l s  

sont  p r 4 s e n t s  égalernent dans l e  vagin  e t  l a  bouche, 

C e r t a i n e s  es-èces ou c e r t a i n s  b io tgoes  son t  s o é c i i i -  
ques des  animaux. 

1) C l a s s i f i c a t i o n  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des b i f  i d o b s c t é r i e s  dans 1s l i t t é -  

r a t u r e  e s t  souvent d i f f i c i l e  car besucou? d ' e n t r e  
e l l e s  s e  confondent 9vec l e s  ba tonnets  gr3m posi-  
t i f ,  b i f i d e s  ou non e t  a sporu lés ,  On l e s  re t rouve  

notamment dans l e  genre S a c i l l u s  p u i s  dalzs l e  
genre L a c t o b s c i l l u s .  

D u r ~ m t  l a  première moi t i é  Oe ce s i g c l e ,  l ' i n t é r ê t  

des  chercheurs  s e  f o c a l i s a  s u r  c e s  microorganismes 
t rouvés  chez l'homme e t  désignés sous l e s  noms de 

E a c t o b a c i l l u s  b i f i d u s  e t  L a c t o b ~ c i l l u s  a c i d o ~ h i l u s ,  
é c a r t a n t  momentanément l e s  recherches s u r  l a  

c l a s s i f i c a t i o n ,  

En 1957, DEHEERT (34  ) présen te  une c l s s s i f  i c a t i o n  
( t a b l e a u  X I I  ?, 80  ) basée s u r  l a  fermenta t ion  de 
v i n g t  quat re  g l u c i d e s  f a i s a n t  a p p a r a î t r e  c i n q  

espèces  de b i f  i d o b a c t é r i e s .  Ce t t e  c l a s s i f i c a t i o n  

f u t  étendue p a r  REUTER ( 1 4 2 ) ,  en 1964, p a r  
l ' a d j o n c t i o n  de t r o i s  a u t r e s  espèces e t  d 'un  
c e r t a i n  nombre de v a r i a n t s ,  
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E n t r e  1965 e t  1968, SCLlLDOVI e t  TROVATELLI (le ) 
d'une p a r t ,  TiTiIES e t  a l  (182-183) d 1 3 u t r e  p u t  décou- 

v r e n t  une nouvel le  voie  de f e m e n t a t i o n  des hexoses 
chez l e s  b i f i d o b a c t é r i e s  que l ' o n  ne t rouve p e s  

dans l e  genre Lac tobac i l lus .  VEERK-UlP (172) en 1969 
démontre l ' e x i s t e n c e  d'une même voie  f e n i e n t a i r e  

chez L a c t o b a c i l l u s  b i f i d u s  v a r i é t é  ~ e n n s g l v e n i c u s .  

Durant c e t t e  p é r i o d e ,  l ' é t u d e  de l a  c o r n ? o s i t i o ~  
en  bases  de l ' A D N  e f f e c t u é e  p a r  SEB-GD e t  a l  ( 1 5 2 ) ,  

GASSER e t  Id-UTDEL ( 47 ) ,  c o n f i m e  l e s  t r a v m x  
e f f e c t u é s  au-aravant p a r  ':I'3XlER e t  SXELIGER (1&5)  ; 

c  ' e s t  à d i r e  que l e s  membres du 'genre B i f i d o b a c t e r i u n  
s o n t  homogènes e t  b i e n  d i s t i n c t s  du genre Lactoba- 

c i l l u s  ou d 1  a u t r e s  genres  qu i  sembleraient  -parentés .  

EXTERKATE e t  VEERKm ( 39 ) notent  que l e s  b i f i d o -  

b a c t é r i e s  d i f f è r e n t  également p a r  l e u r  composition 

en  phospholipides.  

SNYDEB e t  a l  (159)  examinant l e s  types  sé ro log iquês  
des  b i f i d o b a c t é r i e s ,  des actinomyces, des  noca ra ias  
e t  d l  a u t r e s  genres ,  montrent que l e s  b i f i d o b a c t é r i e s  
o n t  une i d e n t i t é  séro logique  b i e n  d i s t i n c t e  des 
actinomyces,  des  c o ~ j n é b a c t é r i e s  e t  des a u t r e s  
b a c t é r i e s  f i l m e n t e u s e s  gram p o s i t i v e s  t e s t é e s .  

En 1969, IUTSUOK-1 (lie), a p r è s  a v o i r  é t u d i é  ur, g r m d  

nombre de p i f  i d o b a c t é r i e s ,  propose une c l a s s i f  i c a t i o n  
basée  s u r  l e s  c a r a c t è r e s  physiologiques e t  biochimi- 

ques , q u ' i l  compare avec c e l l e  de liEUTER (142) .  
La dénomination f a i t e  p a r  EUTER f u t  conservée p a r  

MITSUOKA. 11 d é c r i t  guss i  deux nouvel les  espèces : 

B. ~seudolonqum e t  B. thermophil1m. 



KOCH e t  a l  ( 90 ) , en 1970, é t u d i e n t  l a  composition 
de l a  p a r o i  bac tér ienne  e t  montrent l ' e x i s t e n c e  d 'un  
type p a r t i c u l i e r  de muréine t:ypique de B .  bifiOum 
e t  t rouvé  dans aucune a u t r e  espèce de b i f  i d o b a c t é r i e s .  

?zr une a2proche d i f  f k r e n t e  , KXINDLER ( 8 1 ) 6 t u d i e  

l e s  d i f f é r e n t s  types  de muréine des  S i f i d o b a c t é r i e s  
e t  r e s t e  en accord avec IR c l a s s i f i c ~ l t i o n  de -%UT33 
(142) .  K:'dTDLXR ( 8 1  ) sugg5re que l a  d i s t i n c t i o n  du 

genre Bif idobacter iwn s e  f a s s e  s u r  l e  p r i n c i p e  de l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  de l a  muréine. EXTELWXTE e t  a l  ( 41 ) ,  

en  1971, ~ r o p o s e n t  que l a  c a r a c t é r i s a t i o n  des  d i f f é -  
r e n t e s  espèces  s e  f a s se  s u r  l e  même s r i n c i p e ,  l a  

fe rmenta t ion  des  g luc ides  r e s t a n t  l a  base de c e t t e  
c a r a c t é r i s a t i o n .  

En 1971, SCARDOVI e t  al (149)  p résen ten t  üne nouvel le  
c l a s s i f i c a t i o n  des  b i f  idobac t é r i e s  qui inc lu6  t r e n t e  
quz t re  espèces  e t  bioty-es.  Les a u t e u r s  p r o j o s r n t  
que B.  i n f a n t i s ,  B ,  l i b e r o r u n  e t  B. l a c t e n t i s  s o i e n t  
f u s i o n n é s ,  s u r  l a  seule  base  de l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  
f e r m e n t a i r e s ,  e n  une s e u l e  espèce : B. i n f a n t i s  e t  
que B. breve,  B. 'ruminal e t  3. the rmo~hi lum l e  s o i e n t  
en B. breve. Ils remarquent des s i m i l i t u d e s  e n t r e  

5 .  ~seudolonqum e t  3. globosun, I ls  notent  Sgalement 
l a ' p o s s 5 b i l i t é  de 1 ' e x i s t e n c e  de t r o i s  nouvel les  
e spèces  : B. den t iuq  , B. catenulatum e t  B. anoulatum. 

Mais d e s  éléments l e u r  m a q u e n t  j o u r  confirmer c e s  
deux hypothèses.  

En 1972, HOLDEUAN e t  MOORE ( 70 ) su ivan t  t o u j o u r s  l e  
même p r i n c i p e  de c l a s s i f i c a t i o n  que SCAiRDOVI e t  a l  

(149 ) , proposent  l e s  modi f i ca t ions  s u i v m t e s  : 

- 5 ,  i n f a n t i s  e s t  en f a i t  composé de quat re  sous- 
e spèces  : B. i n f a n t i s  ss i n f a n t i s ,  B. i n f a n t i s  ss 

l iberorum,  B. i n f a n t i s  ss l a c t e n t i s  etWB. . infan- 
t i s  o the r t l .  



- B. a d o l e s c e n t i s  e s t  d i v i s é  en qua t re  groupes : A ,  

B ,  C ,  D s u r  l a  base des  t ravzux de' FEUTER (142) .  

I l u s i e u r s  esyèces  d l o r i g i n e  an ina le  désignges ?Zr 
S C ~ ~ B E O ~ ~  e t  a l  (149) ne s o n t  p a s  i n c l u s e s  d m s  c a t t e  
d e r n i è r e  c l a s s i f i c a t i o n .  P a r  c o n t r e ,  B. dentilun, 
3. conutum e t  B. e r i k s o n i i  y appara i s sen t ,  

I d e n t i f i c a t i o n  

d) C 3 s a c t é r i s t i j e s  g é n é r a l e s  

3. bifidum, d l a p r è s  PREVOT ( 1 3 4 ) ,  e s t  un b â t o n l e t  
a sporu lé ,  inmobile,  dépourvu de c i l s  e t  gr=  

p o s i t i f .  D'une longueur  de 2  & 5,um, d'une 
é p a i s s e u r  de 0 , 5  à 0 , 7  p m ,  s e s  contours  s o n t  

i r r é g u l i e r s  ( f i g u r e  17 p, E 4 ) a 

Les b i f i d o b a c t é r i e s  peuvent a v o i r  des  apparences 
v a r i é e s  en Y , en V ou en  forme de s p a t u l e  
(RASIC e t  KURMit'nT -137-). 

Le calcium joue un r ô l e  important  dans 1è 9160- 
morphisme e t  l a  r é g u l a t i o n  de l a  d i v i s i o n  

- c e l l u l a i r e  (XOJIXA e t  a l  - 9 1  -92  -). 

GLICX. e t  a l  ( 50 ) on t  démontré que 1' l p p a r i t i o n  
de formes "anormalesr1 chez 3. b i f i d u n  va r ,  -enn., 
r é s u l t a i t  d'une d é f i c i e n c e  en o l igosacchzr ides  

~ - a c é t ~ l é s  q u i  sont  e s s e n t i e l s  pour l a  c r o i s s a n c e  
e t  l a  synthèse de l a  p a r o i .  



figure 17 : microscopie électronique de B. bif i d m ,  
grossissement : x 36 000 . 



p )  C a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  p a r o i  

L a  p a r o i  des  b i f i d o b z c t é r i ~ s  c o n t i e n t  un pept ido-  
glpcane (muréine) composé d '  ac ide  nurunique, de glu-  
cosânine,  d ' a l a n i n e ,  d ' a c i d e  glutamique, d l o r n i t n i a e  
ou de l y s i n e  e t  de deux aut-r 'esscides m i d s  qui  peu- 

vent  ê t r e  l a  g lyc ine ,  l a  s é r i n e ,  l ' acide a s p s r t i q u e  
ou l a  thréonine  (ClJlIli~ e t  a l  - 29 -;mEL%WP e t  sl-177-). - 

Les pept idoglycanes de B.  bifidurn cont iennent  un 
t é t r a p e p t i d e  c o n s t i t u é  de L-alanine , dl ac ide  D-gluta- 
mique, de L-orni thine e t  de D-alanine e t  d t u n  dipe?- 
t i d e  c o n s t i t u é  de L-sér ine e t  d l  ac ide  a s p a r t i q u e  
(RASIC e t  KURM~WX -1.37-) . 

8 Composition en l i 2 i d e s  e t  phospholipides 

Des é tudes  s u r  B. b i f i d u i  var. Benn- ont  montré que 
l ' a b s e n c e  de l a i t  humain dans l e  mi l i eu  de c u l t u r e  
e n t r a i n a i t  une modi f i ca t ion  de l a  teneur  en  l i p i d e s  
e t  phospholipides a i n s i  qu'une modi f i ca t ion  morpho- 
logique des  b a c t é r i e s  (EXTEMATE e t  VEERKW - 3 9  -, 
- 41 - ; V3ERR.W -173-, -174-, -175-, -176- ; 

VEERK-4hP e t  SC? im -178 - )  . 
6 )  Composition en bases  de lt.LDl? 

Le pourcentage de guaniae e t  c y t o s i n e  ( G  + C )  v a r i e  
de 5'7,2 à 64,5 p. 100 pour  l e s  espèces du genre  S i f i -  
dobacterium e t  moins de 50 p. 100 pour l e s  espèces  
du genre L a c t o b a c i l l u s  ( y J E W R  e t  SPXLIGEB -1E5- ; 

SEB.4LD e t  a l  -152- ; GASSER e t  EIMDEL - 47-).  - 
La composition en bases  de 11.4Dn' ne peut cependant 

p a s  ê t r e  u t i l i s é e  comme c r i t è r e  pour l a  d i f f é r e n c i a -  
t i o n  des espèces de b i f i d o b a c t é r i e s  c a r  l ' é c a r t  du  
pourcentage de(G + C) e s t  f a i b l e  ( S C . m a  e t  a l  -149-) . - 



b ) Physio logie  

O<) Condit ions atmosphériques de c r o i s s a a c e  

Les b i f i d o b s c t é r i e s  sont  =aérobies  s t r i c t e s  mais 

peuvent t o u t e f o i s  t o l é r e r  l 'oxygène en présence de 
gaz carbonique. La s e n s i b i l i t é  à l ' o l ~ ~ g è n e  e s t  t i l ~  
v a r i a b l e  s u i v a n t  l e s  souches (TJRI%S e t  STOUTlIXGB 

-184-1. 

Fraîchement i s o l é e s ,  des  souches de 3. b i f i d u .  s o n t  
anaérobies  m a i s  après  p l u s i e u r s  t r a n s f e r t s  dans l e  
l a i t ,  e l l e s  peuvent n o n t r e r  une c e r t a i n e  t o l é r a n c e  
à l 'oxygène (OaL.4 e t  JSNSEN -128- ; HR.A.3OVB - 7 3  - ) .  

/3) Température e t  pH de c r o i s s v l c e  

Les b i f i d o b a c t é r i e s  d t o r i g i r ? e  humaine &t une teripé- 

r a t u r e  de c ro i s sance  comprise e n t r e  36 e t  36 O C .  

Cependant quelques souches d  o r i g i n e  peuvent 

c r o î t r e  à des .  températures  s u p é r i e u r e s  à 46OC. 

B i f i d o b a c t e r i m  bifidum a un pH opt imal  de c r o i s s a n c e  
compris e n t r e  6 e t  7 ,  à p a r t i r  de pH 5 , 5  aucun déve- 
loppement ne s e  p rodu i t  (.SASIC e t  KUROaQ$":? - 137-) . 

8 )  N u t r i t i o n  

D'un p o i n t  de vue n u t r i t i o n n e l  l e s  b i f i d o b a c t e r i e s  
sont  t r è s  hétérogènes,  Cer ta ines  souches peuvent 
u t i l i s e r  des  s e l s  d t  armnonium comme source d t  azote  
a l o r s  que d ' a u t r e s  n é c e s s i t e n t  de 1 'azote  organique. 

B. bididum var .  penn. n é c e s s i t e  pour sa c r o i s s a n c e ,  
des  o l i g o s a c c h a r i d e s  N-acétylés e t  de 1 ' ac ide  panto- 

thénique a l o r s  que l a  souche T i s s i e r  n t  en a pas be- 

soin. 



A) C a r a c t é r i s t i q u e s  biochimiques 

Le genre  S i f idobac te r ium e s t  séparé  en p l u s i e u r s  
espèces en f o n c t i o n  de l e u r s  beso ins  n u t r i t i o n n e l s  e t  
de l e u r s  sptidirdes à fermenter  l e s  o l i g o s ~ . c c h d r i d e s  

- Fermentat ion des o l i g o s a c c h a r i d e s  

Les b i f  i d o b a c t é r i e s  s o n t  des b a c t g r i e s  sacchzro7_?~- 
t i q u e s ,  t o u t e s  l e s  souches fermentent  l e  g lucose ,  
l e  g a l a c t o s e  e t  l e  f r u c t o s e .  Le glucose e s t  f e r -  
menté v i a  l e  f r u c t o s e  -6-phos~hate  en ac ide  a c é t i -  
que e t  en ac ide  L-lact ique ( f i g u r e  II p. 88) .  

De p e t i t e s  q u a n t i t é s  d ' a c i d e  formique, d ' é t h a n o l  
e t  souvent d  ' acide succ in ique  sont  produi tes .  

Les a u t r e s  oligosacchsrides(tableau h I X  i .  6 9  ) e t  
l e s  . a l c o o l s  sont  ferment 6s d i f  f i r e m e n t  su ivant  
l e s  e spèces  e t  l e s  b i o t y p e s  de b i f i d o b a c t é r i e s .  
La fe rmenta t ion  des o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  des  e l c o o l z  
a é t é  é t u d i é e  par  I E U T  e t  aï (123,124 ) e t  BERGSY 

( 9  1 .  

- Autres  c a r a c t é r i s t i q u e s  

Les b i f i d o b a c t é r i e s  s o n t  c a t a ï a s e  négat ive sauf 

pour B. indicum, e l l e s  produisent  de l ' i n d o l e  e t  
ne l i q u é f i e n t  pas l a  g é l a t i n e  (RXSIC e t  KURMAITN 

-137-1 . 
Les b i f  i d o b a c t é r i e s  montrent en généra l  une f a i b l e  
a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  vis-à-vis  du l a i t ,  mais il 
y a des  d i f f é r e n c e s  c o n s i d é r a b l e s  s e l o n  La souche. 



2 (g lucose )  
2 ( ATP) 

2 ( XDP) 
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2( ATP) 
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2 (  1 ,3  -di-hospho-glycérate) 

f i g u r e  18 : voie  de fermenta t ion  du glucose chez l e s  
i l i f i d o b a c t é r i e s  (GoTTsHALK - 53.). 

1) hexokinase e t  glücose-6-phosphate deshydrogénase 
2)fructose-6-phosphocétolase, 3 )  t r a n s a l d o l a s e  
4 )  t r a n s c é t o l a s e ,  5 )ribose-5-phosphate isornérase 

8 )  a c é t a t e  k i n a s e ,  9) enzymes' de l a  chaîne-dlEmbden Meyerhof 
10 ) l a c t a t e  déshydrogénase 
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Six souches de b i f i d o b a c t é r i e s  a c i d i f i a n t e s  
i s o l é e s  de l a  bouche ou de 1 ' i n t e s t i n  de 1 lhomme 
montrent une a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e ,  vis-à-vis  
des  p r o t é i n e s  du l a i t ,  comparable à c e l l e  de 
S t r e ~ t o c o c c u s  l a c t i s  (BORISOVA e t  SLIVKO -14 -). 
Les a u t r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  biochimiques de B.  - 
bifidum s o n t  p résen tées  d m s  l e  t ab leau  XX p.91 . 

B - ISOLEMENT ET CULTUTiE DE BIPICOBACTERIUM BIFIDUM 

Lt iso lernent  de c e r t a i n e s  souches de Bif idobac-  
t e r ium bifidum, à p a r t i r  de f é c è s  de n o u r r i s -  
sons en  bonne s u l t é  e t  a l imentés  au l a i t  de 
femme e s t  un important  c r i t è r e  de s é l e c t i o n  

e t  fréquemment l e  s e u l  poss ib le  (RASIC e t  
KURMANX -137-1. 

2 )  Cu l tu re  

a) Aspect 

Il e s t  important  que l e  mi l ieu  de c u l t u r e  a i t  
l a  c a p a c i t é  de subven i r  aux besoins  n u t r i t i o n -  

n e l s  des  b a c t é r i e s ,  q u ' i l  possède un pouvoir  
tampon e t  un pH déterminé. 

b )  Besoins  en subs tances  n u t r i t i v e s  e t  e n  
f a c t e u r s  de c r o i s s a n c e  

Les b i f  i d o b a c t é r i e s  son t  nu t r i t ionne l l ement  
hé térogènes .  C e r t a i n e s  souches n é c e s s i t e n t  de 
1 ' a z o t e  organique a l o r s  que pour d l  a u t r e s  

l ' a z o t e  sous forme minérale  l e u r  s u f f i t .  



Tableau X X  : 

CsrrsctSres biochimiques de Bi f idobacterium bif idum 
d1aprés  SEEE3NS e t  i i  ( 6 ) e t  P S V O T  (135) .  

c a t a l a s e  

réduct ion des n i t r a t e s  

production d l indole  

fermentat ion du glyc.éro1 

coagulat ion des proté ines  

l i q u é f a c t i o n  de l a  gé l a t ine  

coagulat ion des proté ines  du l a i t  + (gaz - )  

t rouble  de 1 'eau peptonée 



Bifidobacteriurn b i f i d u n  r e q u i e r t  de 1' azote  orgm-i- 
que. La ?résence de lsrit h u ~ a i n  n ' e s t  g ô s  n é c e s s a i r e  
à sa cro issance .  Cependant son absence dans l e  m i l i e u  
de c u l t u r e  e n t r s i n e  chez 3. bifidum des modi f i c s t ions  
morphologiques, une augnenta t ion  de 12 t e n e u r  en l i p i -  

des  e t  ghosgholipides,  une augnentat ion dg taux d f a c i -  
d e s  g r a s  i n s a t u r é s e t  à cha înes  c o u r t e s ,  e t  une d in iau-  

t i o n  de l a  q u a n t i t é  d t o l i g o s a c c h a r i d r s .  (GX'X-43 î t  
LOIEZ-13IVX - 4 8  - )  . 
Les pr inc ipaux f a c t e u r s  de c r o i s s v l c e  k s i l i s é s  s o ~ t ,  
d 'une p a r t ,  1 ' acide  pantothénique ( p r é c u r s e u r  du coen- 
zyme A )  que l ' o n  apporte  sous Î o m e  de peptone (SYORGP 
e t  ROSE - 62 - ; GYLLEitBERG e t  TTIWLX - 56 - ; ,SAiYNXUD 

-138 -1, d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  f a c t e ! ~ r s  b i f i 6 i g è n e s  I qui  
s o n t  l e s  o l igosacchzr ides  contenant u e  l a  F-acétyl 
glucosamine que 1 'on t rouve  dms l e  l a i t  de f emrne, 

(GYoRGY e t  a l  -58 - , -59 - , - B O  -,-61:-,-63 - , - 6 4 -  ; 

E('cTEiZi e t  al -94  -).  - 

Les f a c t e u r s  b i f i d i g h n e s  II de n a t u r e  pep t id ique ,  -- 

dont  l ' a p p o r t  e s t  r é a l i s é  p a r  un hydrolysa t  protéa-  
s i q u e  de casé ine  (RAYTAUD -138- ; RJ.YB-ND e t  3IZZIXI 
-139-). ZYAJiIX e t  a l  (190)  e t  HISZX e t  a l  ( 8 5  ) a- 
j o u t e n t  au mi l i eu  20 p. 100 de l a i t  dont l e s  p r o t é i n e s  
o n t  é t é  k jd ro lyskes  par l a  pe-sine. 

D ' à u t r e s  a ü t e u r s  (SZliE?TTLHA e t  SUTGDbXOTJ.< -153-) u t i l i -  

s e n t  de l ' e x t r a i t  de m a l s  au taux de 0,10 ô 0,25 p. 100 
dans l e  l a i t  s t é r i l e .  Dans c e s  cond i t ions ,  l e  taux  de 
m u l t i p l i c a t i o n  des b i î i d o b a c t é r i e s  e s t  doublé ou 

t r i p l é .  



c )  P o t e n t i e l  dfoxgdo-r6duction e t  c o n d i t i o n s  d ' anaé rob ie  

La c u l t u r e  de 
f a i b l e  potent  
s t a n c e s  abais 

re ,  rend p o s s i  
a o i ~ s  maérob 

Bif  idobacterium b i f  idüm n é c e s s i t e  u 
i e l  d lor jdo-réduct ion .  L  ' s d d i t i o n  dr 

s a n t  ce p o t e n t i e l  dms l e  mi l i eu  dr 

b l e  1 ' u t i l i s a t i o n  de techniques  p lus  
i e s  en m i l i e u  l i q u i d e  ou gé losé .  

n  
sub- 

c u l  tu -  

ou 

Les s u b s t m c e s  u t i l i s é e s  son t  : l ' a c i d e  ascorbique,  
l e  s u l f u r e  de calcium, l e  ch lo rhydra te  de c y s t é i n e ,  
l e  glucose qu i  en  mi l i eu  a l c a l i n  e t  à chaud forme des  

réductones q u i  s o n t  t r è s  r é d u c t r i c e s ,  l e  g l u t a t h i o n ,  
l ' a c i d e  pyruvique, l e  s u l f i t e  de sodium, l e  t h i o g l g c o l -  
l a t e  de sodium e t  des fragments d 'organes  - in fus ions  
de cerveau de veau, mouton ou boeuf, de coeur  de boeuf ,  
de r e i n s  de l a p i n  ou de f o i e  de veau- ( ~ x S I C  e t  HmiiELSi 

-137-). 

L a  c u l t u r e  de 3 i f i d o b a c t é r i ~ u n  Sifidum peut  ê t r e  
e f f e c t u é e  sous un f l u x  con t inu  de gaz carbonique 

exempt d'oxygène (HUBGXTE -75 -)  ou sous une atmos- 
phère de gaz carbonique e t  d' .azote (10/90 p.  100 en 
volume) (OP DEN C - W  e t  a l  -127-). 

d )  Pouvoir tampon e t  main t ien  du pH 

Le maint ien  du pH l o r s  de l a  c u l t u r e  e s t  important 
pour l a  product ion  d ' ac ide  p a r  l e  microorganisme. 
Il e s t  recommandé l o r s  de l a  c u l t u r e  de ne pas descea- 

d r e  à des pH i n f é r i e u r s  à 5 a f i n  de p r é v e n i r  l e s -  dom- 
mages i n f l i g é s  aux c e l l u l e s  bac té r i ennes  e t  à l a  pro- 
d u c t i o n  dl ac ide .  

L ' e f f e t  d e s t r u c t i f  des a c i d e s  s u r  l e s  b a c t i r i e s  peut  
ê t r e  é v i t é  p z r  l ' u t i l i s a t i o n  de s u b s t r a t s  non fermen- 

tesc ib les ;  d i u n  m i l i e u  de c u l t u r e  contenant  une q u a n t i t é  de 



g l u c i d e  j u s t e  n é c e s s a i r e  ou égalenent p a r  l ' u t i l i s a t i o n  
de carbonate  de calcium Gour n e u t r a l i s e r  l a  product ion  
d l  ac ides .  L ' a d d i t i o n  de substances pour  l a  n e u t r a l i s a -  
t i o n  des  a c i d e s  peut  ê t r e  i n p o r t m t e  -Our l e s  mi l ieux  
de c u l t u r e  con tecan t  uze f o r t e  concen t ra t ion  en g luc ide .  
Les ac ides  p r o d u i t s  peuvent ê t r e  n e u t r a l i s é s  p a r  des 
s e l s  de phosphate qui tunyoment  l e  m i l i e u  (RASIC e t  
HUR.MiQm -137 - ) . 







La souche de S i f idobac te r ium bifidu-n fraîchement  i s o l é e  
des  s e l l e s  de n o u r r i s s o n  al imenté au l a i t  maternel ,  nous 
e s t  fourn ie  p a r  l o n s i e u r  l e  p r o f e s s e u r  3O'dOXD ( IEB de . 

pharmacie de l f u n i v e r s i t 6  de LILLE II ), 

E l l e  e s t  c u l t i v é e  en  bou i l lon  cervezu-coeur ( I c s t i t u t  

P a s t e u r  Product ion ) complément6 en c n l o r h y d r s t e  de 
c y s t é i n e  ( 1,BRCL ) e t  en e x t r a i t  de l e v u r e  ( I n s t i t u t  

P a s t e u r  Product ion ) . 
La composition du m i l i e u  de c u l t u r e  e s t  l a  s u i v a ~ t e  : 

( q u a n t i t é s  exprimées en g p a r  l i t r e  d ' eau  d i s t i l l é e )  

- i n f u s i o n  de c e r v e l l e  de veau déshydratée 

- i n f u s i o n  de coeur  de boeuf déshydratée 

- peptone 10 

- glucose 2 

- ch lo ru re  de sodium 5 

- phosphate disodi-e 2 9 5  

- ch lo rhydrs te  de c y s t é i n e  0 , 3  

- e x t r a i t  de l e v u r e  

Le pH du m i l i e u  e s t  r m e n é  à 7 , 2  avec de Lrr soude con- 
c e n t r é e ,  p u i s  il e s t  autoclavé à 12S0C oendant 45 min 
e t  ensemencé, 

Bif idobacter ium b i f  idwn e s t  une b a c t é r i e  anaérobie ,  sa 

c ro i s sance  e s t  f a v o r i s é e  p a r  un bas  o o t e n t i e l  d'oxydo- 
r éduc t ion  qui e s t  obtenu d'une p a r t  g râce  au ch lo rhgdra te  
de c y s t é i n e  e t  p a r  l a  formation de réductones  obtenues 



à p a r t i r  du g lucose ,  l o r s  de l l a u t o c l a v a g e  du mi l ieu  
d ' a u t r e  g a r t .  

Une - r é c u l t u r e  e s t  d 'abord r é a l i s é e  à 37 O C  en f l3con  
de 1 l i t r e ,  Après 48 ki d ' i n c u b a t i o n  à 37 O C ,  1s p r o -  

c u l t u r e  e s t  t r m s f é r é e  s t é r i l e m e n t  d m s  un f lgcon t e  
tyge e r l e m e g e r  de 5  l i t r é s  c o n t e m a t  3 ,5  l i t r e s  de 
m i l i e u  de c u l t u r e  tempéré à 37 O C .  L ' incuba t ion  e s t  
e n s u i t e  r é a l i s é e  d ~ a s  l e s  rnêmes c o n d i t i o n s  que l a  jr6- 
c u l t u r e .  

P u i s  l a  c u l t u r e  e s t  cen t r i fugée  à 15  000 g pendant 30 m i r i  

à 4 O C ,  l o r s q u l i l  s ' a g i t  de q u a n t i t é s  qui n 'excèdent p a s  

10 l i t r e s ,  Pour des  volumes p l u s  Lapor tants  une c e n t r i -  
f u g a t i o n  en c o n t i n u  e s t  r é a l i s é e  à 18 000 g  à un d é b i t  
de 10  l i t r e s  p a r  heure e t  à 4 O C .  

Les c e l l u l e s  s o n t  u t i l i s é e s  t e l l e s  q u e l l e s  ou - rès  
l y o p h i l i s a t i o n ,  



II IX)SAGES E T  C,ILRXCTEIIISATIOB DU SUBSTRAT ZT 
DES P W D U I T S  DE LA 33ACTIOIT 



A. - DOSXGE DU L:ICTOSE D-LITS LE LAIT ET LES LXCTOSERLThS 

~ é r i v é  de l a  méthode de SbT;"PQ'BX e t  3C7nLL ( 1 5 2 ) ,  

1 ' acide  3 , 5 - d i n i t r o s a l i c y l i q u e  e s t  r é d u i t  à chaud 
e t  en m i l i e u  basique p a r  l e  l a c t o s e ,  d o m a t  i;ae 
c o l o r a t i o n  brune qui  e s t  mesurée p a r  s p e c t r o ~ k o t o -  

rnétrie à 540 nm. 

Le schéma r é a c t i o n n e l  e s t  présenté  dans 1s f i g u r e  

19 p.100 

2 ) -  R é a c t i f s  

S o l u t i o n  1 : s o l u t i o n  aqueuse de fer rocyanure  de 
potassium (dlercl-<) à 15  g pour 100 m l .  

S o l u t i o n  2 : s o l u t i o n  aqueuse d ' a c é t a t e  de z inc  
(Merck) à 30 g pour 100 rd.. 

b )  S o l u t i o n  de 3 , 5 - d i n i t r o s a l i c y l a t e  

5 g d ' a c i d e  3 , 5 - d i n i t r o s a l i c y l i q u e  s o n t  d i s sous  

à chaud dans 100 mi. de soude 2  M. 

150 g de t a r t r a t e  double de sodium e t  de potassium 

son t  d i s s o u s  à chaud dans 250 m l  d ' eau  d i s t i l l é e ,  

Les deux s o l u t i o n s  s o n t  e n s u i t e  né langées  e t  zom- 

p l é t 6 e s  à 500 m l  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  



équat ion  de  la r e z c t i o n  

f o n c t i o n s  
r é d u c t r i c e s  

f i g u r e  1 9  : schéms r é a c t i o n n e l  du dosage du l a c t o s e  

p a r  l a  méthode au d i n i t r o s a l i c y l a t e  
(SUIDYIER e t  HOTX3LL - 162  -) .  



3 )  Mode o n é r a t o i r e  

a )  Déféca t ion  

Dans une f i o l e  jaugée on i x t r o d u i t  : 20 m l  de l a i t  

ou de l a c t o s é m ,  2 ml de s o l u t i o n @  e t  2  ml de 
s o l u t i o n @  .le mélange e s t  complété à 200 m l  avec 
de l1 eau d i s t i l l é e ,  2  m l  d 'eau d i s t i l l é e  sont  
r a j o u t é s  de manière à compenser l e  p r é c i p i t é  obtenu,  

Après a g i t a t i o n  e t  repos  de 10 à 15 min, l e  melange 
e s t  f i l t r é  s u r  pap ie r  whatman 3 de façon S o b t e n i r  
un f i l t r a t  c l a i r .  

b )  Dosage 

3 ml de f i l t r s t  sont  a j o u t é s  e t  mélangés 2  m l  de 
l a  s o l u t i o n  de 3 , 5 - d i n i t r o s a i c y l a t e  ,puis p o r t é s  
5  min exactement au b a i n  marie  à 100 OC e t  r e f r o i d i s  
sous e w  c o u r s t e  . 1 5  nl d'eau d i s t i l l é e  sont  
r a j o u t é s .  

La d e n s i t é  op t ique  de l a  s o l u t i o n  e s t  mesurée 

à 540 m. 

La réponse e s t  l i n é a i r e  jusqu l à des c o n c e n t r a t i o n s  
en  l a c t o s e  de 4 TIIN. Le tgmoin u t i l i s é  e s t  l e  l a c t o s e .  

B - DOSAGE ETTZYldAI'IQUE DU GLÜCG SE 

La méthode u t i l i s é e  e s t  c e l l e  à l l h e x o k i n a s e  / 
gluco se-6-pho sphate  deshydrogénase (3oehr inger  
Mannheim). 



Le glucose e s t  t ransformé en ?résence dVL'iTP en 
glucose-6-phosphate, ce d e r n i e r  e s t  e n s u i t e  o q d é  

en présence de BIAD??+ en î c i d e  6-phosphogluconique 

avec product ion  de H ~ I D D P X , X ' ~ U ~  e s t  niesuré p a r  

spec t ropho toné t r i e  à 340 m. 

Le schéma r é a c t i o n n e l  e s t  prgsenté  dsns  l a  f i g u r e  

20 p. 103 . 

s o l u t i o n @  : tampon t r i é t h a n o l m i n e  (17,7 g/100 m l )  
pH 7 , 6  (i'vERCK), contenant  : 

- -$TF , 592 mg/100 ml , (Boehr inger)  

c e t t e  s o l u t i o n  e s t  s t a b l e  1 mois à 4  O C  

s o l u t i o n @  : herokinase  è 200 UI/0,7 ml e t  glucose-  
6-phosphate deshydrogénase & 100 U I /  

0 , 7  m l  (Boehringer)  

1 m l  de s o l u t i o n @ e s t  mélangé avec 1 , 9  m l  d l e ~ u  

d i s t i l l é e  e t  0 , l  m l  d l é c h a n t i l l o n  à ana lyse r .  

Une première mesure de d e n s i t é  op t ique  e s t  r é a l i s é e  

à 340 nm, s o i t  E l .  

Aprks a d d i t i o n  e t  mélange de 0,02 m l  de s o l u t i o n @ ,  

l a  r é a c t i o n  s e  déroule  à 20 - 25 O C ,  e l l e  e s t  t e r -  

minée en 10 min. 
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Une seconde mesure de d e n s i t g  opt ique  e s t  e f f e c t u é e ,  
s o i t  ES. 

L a  d i f f é r e n c e  E2 - E l ,  s o i t  A 2 ,  r e - r é s e c t e  l a  qilan- 
+ t i t i  de ?J.IXDPH,H fornée  au c o u r s  de l a  réac t ion .  

OE e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  en g l u c o s e  

p r é s e n t  dans l e  mi l i eu  r é a c t i o m e l .  

C - C~~RO~IIATOGR-QE~IS EIT C O U m  kIIBC% 

5 p l  de lactosérum ou de l a i t  s o n t  déposés s u r  couche 
mince ( h!ERCK, DC rUufoï ien  K i e s e i g e l  60 ) . 
La migra t ion  e s t  e f f e c t u é e  pendant 12 h dans l e  sys-  
tème so lvan t  : n b u t m o l  / acide  acé t ique  / eau d5tns 
l e s  r a p p o r t s  (V/V) 2  / 1 / 1 (HUMBEL e t  COLLJXT - 7 4 - ) .  

Une s o l u t i o n  d l o r c i n o l  ~~~~~~~~e ( 0 , 2  p.100 dans 
H2S04 20 p.100 ) e s t  p u l v é r i s é e  sur 1.e chrornatograa~ne 
préalablement  séché. La r é v é l a t i o n  e s t  r f  Îec tuée  
p a r  chauffage 10  min à 120 OC. 



III ETUDES R.3-4LISEES SUR LES CELLULES 

LYO PEILISEES NO3 INCLUSES 



;i - I I P L T ~ ~ ~ C E  DE LX LYOPHILISATION SUR L'ACTIVITE LXCTI~SIC~U~ 

0 , 3  m l  d'une suspension aqueuse de c e l l u l e s  (10 mg de 

c e l l u l e s  f r a î c h e s )  e s t  s o i t  l y o o h i l i s é  p u i s  r e p r i s  

p z r  1 , 5  m l  d 'eau  d i s t i l l é e ,  s o i t  conservé 4 O C  e t  

r e p r i s  p a r  L,2 m l  d 'eau d i s t i l l é e .  

La suspens ion  ( 0 , l  ml) e s t  incubée 30 min à 37OC e n  

?résence  de tampon pnosphate disodique ( 0 , 2  X) ' 
ac ide  c i t r i q u e  ( 0 , l  X) pH 5  ( 0 , 2  m l )  e t  d 'une s o l u t i o n  

de l a c t o s e  25 ( 0 , l  ml). 
- e  

L ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  par chauffage au b a i n  

marie 3  min à 100°C. Le g lucose  l i b é r é  e s t  mesuré p a r  

dosage enz-matique . Des témoins c e l l u l e s  e t  s u b s t r a t  

son t  r é a l i s é s .  

3 - DETERMINA4TION DES P-Wa'IETIiyfS E27Zm-TIQE3S ET CI;'%TISITS 

Les c o n d i t i o n s  d 'hydrolyse du l a c t o s e  s o n t  d é c r i t e s  

dans l e  tab leau-  R I  p.107. 

1) P r i n c i ~ a u x  ~ a r m è t r e s  enzymatiques e t  c i n é t i q u e s  

(sac a c t i o n  des  e f f e c t e u r s  enzymatiques) 

a )  P r é p a r a t i o n  de l a  s o l u t i o n  tamponnée de l a c t o s e  

Une s o l u t i o n  d ' a c i d e  maléique (L-ABOSI) 0 , 2  hi e s t  a- 

menée au pH voulu p a r  une s o l u t i o n  de soude (PROLX30) 

0 , 8  Ne 

Uce s o l u t i o n  de l a c t o s e  à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s ,  

contenant  du c h l o r u r e  de calcium (PROLABO) 0 , l  31 e t  

de l 'azi .de de sodium (MERCIS) 0 ,04  p. 100 (P/V) e s t  
préparée ,  
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Les deux s o l u t i o n s  s o n t  mélangées à volume é g a l  
e t  l e  pH e s t  v é r i f i é .  

b )  Mode o p é r a t o i r e  

1 m i  de s o l u t i o n  de l a c t o s e  e s t  incubé à des tem- 
p é r a t u r e s  e t  des temps v a r i a b l e s  avec 0 , l  m l  de 
suspension c e l l u l a i r e  homogénéisée (contenant  une 
masse p r é c i s e  de m a t i è r e  sèche) .  

L ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  s e  f a i t  p a r  chauffage au ba in  

marie  3  min à 100°C. Des témoins enzyme e t  s u b s t r e t  
s o n t  r é a l i s é s .  

Le glucose l i b é r é  e s t  e n s u i t e  mesuré par  tosage  en- 
/ 

zymatique 2 l 1hexokinase/glucose-5-phosphate deshg- 
drogénase . 

2 )  Action des e f f e c t e u r s .  

a! Recherche des  e f f e c t e u r s  

0 , l  m l  d 'une suspens ion  de c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
contenant  0 ,194 mg de m a t i i r e  sèche  e s t  préincu-  
bé 10 min à température du l a b o r a t o i r e  en présence 
d'une s o l u t i o n  ( 0 , l  m l )  d f e f f e c t e u r  à une concen- 
t r a t i o n  de 12  mNi sauf  pour l l a z i d e  de sodium qui  
e s t  à 0,02 p. 100,  l ' e a u  de j a v e l  à 3,4Ochloré e t  
l l e a u  omjgénée à 10 volumes, l e  g1ucos.e e t  l e  ga- 

l a c t o s e  à une c o n c e n t r a t i o n  de 1 M. 

La r é z c t i o n  enzymztique e s t  e n s u i t e  e f f e c t u é e  en 

?résence d'une s o l u t i o n  de l a c t o s e  à 4,5  p. 100, 

tamponnée à pH 5 , 7 ,  ne renfermant n i  azide de so- 

dium. n i  ch lo ru re  de calcium. 



L'ensemble e s t  incubé pendant 30 min à 54OC, 
l ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  un c,hauffage 
de 3 min au b a i n  marie à 100°C. Des témoins enzymes 
e t  s u b s t r a t  s o n t  r é a l i s é s .  Le g lucose  l i b é r é  e s t  
dosé F a r  l a  méthode enzymatique. La v a l i d i t é  de 
c e t t e  méthode e s t  v é r i f i é e  en u t i l i s a n t  une solu-  
t i o n  de g lucose  à 4 mhl contenant  l ' e f f e c t e u r  i 
l a  même c o n c e n t r a t i o n  que c e l l e  e x i s t a n t  dans l e  
mi l i eu  r é a c t i o n n e l  u t i l i s é  pour l 'hydrolyse du 

l a c t o s e .  

b )  Ac t iva t ion  de l a  l a c t a s e  p a r  l e  magnésium 

0 , l  ml de suspens ion  c e l l u l a i r e  contenant  0,107 mg 

de mat i è re  sèche e s t  préincubé 10  min à tempéra- 
t u r e  du l a b o r a t o i r e  avec 0 , l  m l  de s o l u t i o n  de 

kIgC12 a l l a n t  de 0 , 1 2  à 3 mM. 

1 ml de s o l u t i o n  tamponnée à pH 5 ,7  de l a c t o s e  ( 6  à 
90 g / l )  ne contenant  n i  ch lo ru re  de calcium n i  a- 
z ide  de sodium, e s t  r a j o u t é .  L'ensemble e s t  incubé 
30 min à 54OC. L ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  
comme précédemment e t  des  témoins enzyme e t  s u b s t r a t  
sont  r é a l i s é s ,  

c )  In f luence  de llEDTh e t  de lfEGTA s u r  l ' a c t i v i t i  
enzymatique en  présence de magnésium e t  de calcium 

0 , 1  ml dvune suspens ion  de c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
contenant  0 , 2  m g  de m a t i è r e  sèche e s t  préincubé 

1 5  min à terngérature du l a b o r a t o i r e  avec 0 , l  m l  

dlEDTA 12 ou O , L  ml d'EGTA 6 d l .  

O ,l ml de s o l u t i o n  de CaCl.2 ou MgCl2 à d i f f é r e n t e s  
concen t ra t ions  e s t  r a j o u t é  dans l e  m i l i e u  qu i  e s t  
de nouveau préincubé à température du 1 a b o r a t o i r e  
pendant 15  min. 



On a j o u t e  e n s u i t e  1 m l  dlune s o l u t i o n  t q o n n é e  
à pli 6 de l a c t o s e  à 4 , 5  p. 100,  ne contenant  ?as 

de c h l o r u r e  de calcium n i  d l a z i d e  de sodium, 1 'en- 
semble e s t  incubé à 4 5 O C  pendant 60 min. 

L1 a r r ê t  de 13. r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  chauffage 
de 3 min a u  b a i n  marie  à 100°C. Le glucose l i b é r é  

e s t  nesuré  p a r  dosage enzymatique. Des témoins 
c e l l u l e s ,  s u b s t r z t ,  sels de calcium ou de magné- 

sium e t  de c h é l a t e u r s  sont  r é a l i s é s .  



I V  I N C L U S I O N  D E S  C E L L U L X S  DUTS L ' A L G I N A T E  DE C.XLCIUP;: 



:A - PROCEDE DE F-XBEIIC-AT103 DES BILLZS 

100 m l  d'une s o l u t i o n  à. 1 p. 100 d ' s d g i n a t e  
'de sodium SIGX-1 tyoe I V ,  présli-blement p o r t é s  & 

é b u l l i t i o n  e t  r e f r o i d i s ,  sont mélmgés de façon 

homoghne avec 1 ,25  g de c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  ou 
5,55 g de c e l l u l e s  f r s l c h e s  ( c e l l u l e s  conservées 
à 4 OC pendant moins Ce 4.8 h, non congelées e t  non 
l y o p h i l i s é e s ) .  

La suspens ion  e s t  l a i s s - é e  -LU repos  s f i n  d ' é l i m i n e r  
l e s  b u l l e s  d f  a i r  formées au cours  de 1 lhomogénéisation. 

2 )  F a b r i c a t i o n  des b i l l e s  

La s u s j e n s i o n  e s t  poussée,  p a r  de l ' a i r  comprimé 
2 à une p r e s s i o n  de 1 Kg/cm , à l ' i n t é r i e u r  C'un tuoe 

de nylon r e l i é  à 1 ' a p p a r e i l  p r é s e n t é  d m s  l a  f i g u r e  
2 1  p.113 . 
-Au s o r t i r  de 1' a g p a r e i l  , l a  suspension s ' é c o u l e  
g o u t t e  à gou t t e  e t  c e l l e - c i  e s t  chassée de l ' e x -  
t r é m i t é  du tube pa r  un j e t  d f  k i r  compriné à ciait 
modulable, de mmière  à r édu i re  l e  d i m è t r e  des 
g o u t t e s  formées. Ce l l e s -c i  tombent dans une s o l u t i o n  
de CaC12  0 , 5  M préalablement p o r t i e  à é b u l l i t i o n ,  
r e f r o i d i e  e t  a g i t é e  lentement .  

Lorsque l e  d é b i t  d ' s i r  comprimé e s t  nul ,  l e  diamètre 
des b i l l e s  obtenues e s t  de 2 , 5  m. L a  t a i l l e  des 
b i l l e s  f ab r iquées  à 1' a i d e  d'un t e l  système e s t  

f o n c t i o n  de I f  inverse  du d é b i t  d  a i r  comprimé. 
Des b i l l e s  de 1 mm de d i m è t r e  peuvent ê t r e  obte- 

nues l o r s q u e  l e  d é b i t  d ' a i r  comprimé e s t  de 25 à 30 
l i t r e s  p a r  minute. 



4 .  
8 '  

4 - m  i I l  
I I ;?-- suspens ion  de c e l l u l e s  

a i r  corn?r~rné 3 c l é b i t  dans  l l s l g i n e t e  à une 

? iodulabi?  p ros s ron  de 1 i(g/c:ii 2 

- $ 

figure 21 : schéma de l ' - p a r e i l ,  r é a l i s é  en  v e r r e ,  
permettant de f s b r i q u e r  des  b i l l e s  d l a l g i n s t e  
de ca lc ium de d i a m è t r e  voulu. 



Les b i l l e s  s o n t  msintenues 20 min dans 13. s o l u t i o n  
de ch lo ru re  de calcium 0 , 5  hl. 

3 - G1TROB-AGE DES BILLSS LE POLY3TI-~EI;?AIII~ 

Procédé d'enrobage 

Les b i l l e s  s o n t  r i n ç é e s  5 l ' e a u  courante p u i s  
i n t r o d u i t e s  dans une s o l u t i o n  de po lyé thy lèn ia ine  
(PEI)  à 1 ou 2  p .  100 ( S D H ) ,  r m e n é e  à p z  6 p e r  de 
l ' a c i d e  chlorhydr ique  concentré.  L' ensemble e s t  
maintenu sous  a g i t a t i o n  l e n t e  à température du l sbo-  
r s t o i r e  pendant 10  min (temps de c o n t a c t ) .  

Les b i l l e s  s o n t  e n s u i t e  r i n ç é e s  5 l f e s u  c o ~ r s g t e  
e t  conservées dans une s o l u t i o n  de CaC12 0 , 5  
contenant  de  1 azide  de sodium à 0 ,O2 p .  100. 

2 )  Etude de l ' en robsge  des b i l l e s  

Qua t re  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  de diamgtre  2,4E ( +  ou - 
0 , l O )  mm s o n t  enrobées de l a  meme manière que pré- 
cédemment, m a i s  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  des s o l u t i o n s  
de PEI v a r i e n t  de 1 à 4 p. 100 (P/V) e t  l e s  temps 
de con tac t  de 5 à 20 min, 

 activité r é s i d u e l l e  des  b i l l e s  e s t  mesurée dans 
l e s  c o n d i t i o n s  expérimentales  d é c r i t e s  page 117. 
L'hydrolyse e s t  e f fec tuge  à pE 6 e t  & 45 O C  pesdant 

une heure s u r  une s o l u t i o n  de l a c t o s e  S 4,5 7 .  100. 

La q u a n t i t é  de glucose l i b é r é  e s t  mesurée par dosage 

enzymatique e t  l a  comparaison des  a c t i v i t é s  &si- 
d u e l l e s  e s t  e f f e c t u é e  p a r  r appor t  à c e l l e  des  b i l l e s  

non enrobées 



C - DETERl!BINATION DE LX QU-uTITE IlAXIM-ALE DE CSLLULZS ' 

QUI PEUT ETRE INCLUSE 

L a  méthode u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  p 120. 

L 'hydrolyse e s t  e f f e c t u é e  à 45 O C  e t  pH 6 avec 

des  b i l l e s  non enrobées e t  à concen t ra t ions  c r o i s -  
s a n t e s  en  c e l l u l e s  l y o p h i l i s 6 e s  exprimées, e n  mg 
de m a t i i r e  sèche (MS) p o u r  10  m l  de s o l u t i o n  
d l  a l g i n a t e  de sodium à 1 p. 100, 

Les dimensions du r é a c t e u r  u t i l i s é  sont  : 
h a u t e u r  S,5 cm e t  diamètre  0 , 9  cn. 

Le d é b i t  de l a  s o l u t i o n  tamponnée de I s c t o s e  2u 

t r a v e r s  du r é a c t e u r  e s t  de 30 ml/h. 



V DETEFOIINAUION DES P ~ ~ - ~ T R E S  E X Z ~ : l T I Q ~ S  
ST CINETIQUES DE LA L.4CTASE DES CELLmES 

LYOPHILISEES IMCLUSES 



Les c o n d i t i o n s  d 'hydrolyse  du l a c t o s e  son t  d é c i i t e s  
dans l e  t a b l e a u  m I  9. 118 . 
1 nrl d'une s o l u t i o n  tamponnée (pH d é t e m i n é )  de 
l a c t o s e  à diTf & r e n t e s  concen t ra t ions  e s t  incubé 

à des tempéra tures  e t  des  temps v a r i a b l e s  avec un 
c e r t a i n  nombre de b i l l e s  d ' a l g i n a t e  de calcium 

enrobées ou non p a r  du polyéthyl&nirnine e t  faSri-&es 
se lon  l a  méthode d é c r i t e  précédemment. 

L ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n  s e  f a i t  p a r  chauffage 3 min 
à 100 OC. Des témoins s u b s t r a t  e t  enzyme immobilisée 
sont  r é a l i s é s .  Le g lucose  l i b é r é  e s t  dosé p a r  voie  
enzymatique. 

Les d iamètres  des  b i l l e s  u t i l i s é e s  sont  de 2 , @  
(+  ou - 0 , l . O )  mm pour l e s  b i l l e s  non enrobées e t  
de 2,50 ( +  ou - 0 ,07)  mm pour l e s  b i l l e s  enro'oées 
p a r  l e  polyéthylènimine . 



Tableau X X I I  : 

~ é t e r m i n a t i o n  des paramètres enzymatiques e t  c i n é t i q u e s  

de l a  l a c t a s e  de c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  dans l ' a l g i n a t e  de calcium 

t-' 
t-' 
Cu 

concen t ra t ion  

en  l a c t o s e  

( g e l - I l  

45 
45 

45 
45 

45 
45 

45 
45 

7 , 2  à 108 

7 , 2  à 108 

nombre 

de b i l l e s  

6  

6  

4 
4 

2 à 8  

2 à 8  

4 
4 

4 
4 

temps 
l 

d'hydrolyse 

(min) 

60 

60 

60 

60 

60 

60 

30 à 150 

30 à 150 

60 

60 

température 

( O c )  

45 
45 

25 à 60 

25 à 60 

45 
45 

45 
45 

45 
45 

PH 

4 , 9  à 6,75  
4 ,9  à 6,75 

6  

6  

6  

6  

6  

6  

6  

6 

enrobage 

des b i l l e s  

sans  PEI 

PEI lp.100 

sans  PEI 

PEI lp.100 

sans  PEI 

PEI lp.100 

sans  PEI 

PEI lp.100 

sans  PEI 

PEI lp.100 

I 

paramètres  é t u d i é s  

pH optimum 

température opt imale 

c i n é t i q u e  de concen- 

t r a t i o n  en enzyme 

c i n é t i q u e  en f o n c t i o n  

du temps 

dé terminat ion  du Km 

- 



VI HYDROLYSE EN COLTTINU DU LACTOSE DE DIFFEEITTES 
ORIGIhTES 



A - SOLUTION TJJdFOl\~E DE LACTOSE 

Les p r inc ipa l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de ces  mmipule t ions  
sont rassem5lées dms l e  tableau XII1 -. 1 2 1  . 
Les b i l l e s  d ' a l g i n a t e  sont fabr iquées  se lon 1s 

méthode d é c r i t e  grécédemment e t  i n t r o d u i t e s  dans 
un réacteur .  Une s o l u t i o n  tzmponnée de l s c t o s e  

e s t  i n t r o d u i t e  g a r  l e  haut du r éac t eu r  2 des C i b i t s  

d i f f é r e n t s  se lon  l e  cas. 

L a  quant i té  de glucose l i b é r é e  e s t  déterminée par 
do sage enzymatique. 

Il e s t  à n o t e r  que l e s  échan t i l lons  de glucose à 
analyser  son t  p ré levés  en s o r t i e  de r éac t eu r  aprés 
passage d'une quant i tg  de so lu t ion  de l a c t o s e  

correspondant à 10 f o i s  l e  volume du r é a c t e u r , e t  
c e c i  dans l e  cas  d 'é tudes  nécess i t an t  l ' é q u i l i b r e  
de l a  r éac t ion  enzymatique, 

L l a c t i v i t é  du r éac t eu r  e s t  exprimée en pourcentagê 

d'hydrolyse du l a c t o s e  ou taux de conversion. 

B - LACTOSERUPbt DOUX DE PROMAGEFUE 

Le lactosérum doux à é t é  fourn i  pa r  l a  s o c i é t é  G-GLIA 

(Steenvoorde, F rance ) .  

Les lactosérums, obtenus après ac t ion  de présures  
s u r  l e  l a i t ,  sont  u t i l i s é s  t e l s  quels  ou aprEs d é l i -  
p ida t ion  p a r  cen t r i fuga t ion .  

Au l a b o r a t o i r e ,  0 ,02 p.100 d laz ide  de sodium sont 
r a jou té s  dans l e  lactosérum qui e s t  ensu i te  ramené 
à pH 6 avec de l ' a c i d e  chlorhydrique concentré,  po r -  

t é  à é b u l l i t i o n  e t  r e f r o i d i  dans des condi t ions  
s t é r i l e s ,  



Tableau X X I I I  : 

Condit ions d 'hydrolyse en  cont inu  du l a c t o s e  contenu dans une s o l u t i o n  tamponnée 

diamètre des  
b i l l e s  (mm) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

enrobage des 
b i l l e s  

s a n s  

sans  

PfiI lp.100 

PB1 2p.100 

PEI lp.100 

PEI lp.lOO 

é tudes  r é a l i s é e s  

in f luence  du d é b i t  s u r  
l e  t aux  de conversion 
( c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s )  

hydrolyse p a r  des b i l l e s  
non enrobées 
( c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s )  

hydrolyse p a r  des  b i l l e s  
enrobées 
( c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s )  

hydrolyse p a r  des b i l l e s  
formées dans une s o l u t i o n  
de CaC12 0 , s  M e t  MgC12 1 M', 
p u i s  enrobées 
( c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s )  

hydrolyse pa r  des  b i l l e s  
enrobées 
( c e l l u l e s  f r a î c h e s )  

J 

d é b i t  
(mi/h) 

10  à 00 

8 , 3  

893 

8 , 3  

'1 , 6  

8 $7 

dimensions 
du r é a c t e u r  
(1 )  en mm 

65 x 9 

7 2  X 9 

72 x 9 

78 x 8 

91  x 9 

65 x 8 

pH 

6 

6 

6 

6 

6 

6 :' 

température 
( O c )  

45 

45 
i 
\ 

45 

45 

45 

45 



Le 1uctoséru.m a i n s i  préparé e s t  ponctionné s t é r i l e n e n t  
e t  i n t r o d u i t  p2 r  1 'ex t rémi té  i n f é r i e u r e  d ' u n  r é a c t e u r  
rempl i  de b i l l e s  d  ' s l g i n a t  e  . 
Les c o n d i t i o n s  d 'hydrolyse s o n t  p résen tées  dans l e  
t s b l e a  nXTV 9. 123 . 
Le pH du lactosérum e s t  v é r i f i é  en cont inu à l a  s o r t i e  
du r é z c t e u r .  L a  c o n c e n t r s t i o p  i n i t i s l e  en l a c t o s e  e s t  
déterminée p a r  1s méthode au d i n i t r o s a l i c y l a t e ,  c e l l e  
du g lucose  l i b é r é ,  p a r  dosage enzymatique 5 l ' hexok i -  
nase / glucose-6-phosohate deshydrogénsse. 

Les b i l l e s  u t i l i s é e s  sont  f a b r i q u é e s  à l ' a i d e  de c e l l u l e s  

l y o p h i l i s é e s ,  e t  sont  enrobées p a r  du p o l y é t h y l i n i n i n e  
à p a r t i r  d'une s o l u t i o n  à 1 P. 100. Les b i l l e s  ont un  
d iamètre  moyen de 1 mm. 

C - L-AIT ENTIER W T  

Le l a i t  e s t  t r m s v a s é  s t é r i l e m e n t  dans un f l a c o n  p a s t e u r  
contenant  de l ' a z i d e  de sodium ( O  ,O2 p.  1 0 0 ) .  
Ce lu i -c i  e s t  r e tourné  e t  u t i l i s é  comme p e r f u s e u r  pour 
a l i m e n t e r  l e  r é a c t e u r  en s u b s t r a t .  Le ?H du l a i t  e s t  
v é r i f i é  e n  con t inu  & l a  s o r t i e  du r é a c t e u r ,  

Les c o n d i t i o n s  d 'hydrolyse s o n t  présentées  dans l e  t s b l e z u  
;C4V p.  123 . 
L a  c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  e n  l a c t o s e  e s t  déterminée 
p m  l a  méthode au d i n i t r o s a l i c y l a t e  , c e l l e  du glucose. 
l i 5 é r 6 ,  p l 2  2 o s q e  enz7yn.rtique. 

. . 

Les b i l l e s  u t i l i s é e s  sont  l e s  mêmes que c e l l e s  mentionnées 
dans l e  p a r w r a p h e  VI, 3, p. 120 . 
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1 CULTURE DE BIYIDOBACTERIUM BIFIDUU 



La c u l t u r e  r é a l i s é e  en b o u i l l o n  cerveau-coeur cgsté'iné 
e s t  a r r ê t é e  48 h  qr&s l'ensemencement. Le ?H i n i t i a l  du 
m i l i e u  e s t  de 7 , 2 ,  en f i n  de c u l t u r e  l e  pH mesuré e s t  de 
4,7 à 4,8. O r ,  dla;près RXSIC e t  KURM:iPJTiT (137), l a  c ro i s sance  
de l a  souche e t  l a  c a p a c i t é  qu 'a  c e l l e - c i  de p rodu i re  des  

a c i d e s  organiques sont  a r r ê t é e s  lo r sque  l e  pH du milie.1: 
e s t  i n f é r i e u r  ou égd à 5. Il a p p a r a i t  donc, que lo r sque  
des c e l l u l e s  de B.  bifidum sont  dans un m i l i e u  de pH 

i n f é r i e u r  à 5 ,  c e l l e s - c i  on t  l e u r s  p o t e n t i a l i t é s  enzymatiques 
endommagées. Il. s e r a i t  soulbsitable de r é a l i s e r  l e s  c u l t u r e s  

en fermenteur  de manière à pouvoir c o n t r ô l e r  l e  pH du m i l i e u  
de c u l t u r e .  

Dans l e s  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  r é a l i s é e  i c i ,  l a  mssse de 

c e l l u l e s  p r o d u i t e  e s t  de 3 ,3  g (+  ou - 0 , 5  g) sar l i k r e  de 
c u l t u r e .  L e  t aux  de mat ihre  sèche,  determiné apr9s  lyophi-  
l i s a t i o n  des  c e l l u l e s  e s t  de 0,78 g ( +  ou - 0 ,12  g )  p a r  
l i t r e  de c u l t u r e .  

I n i t i a l e m e n t ,  des  mesures d l  z c t i v i t é  l a c t a s i q u e  a v s i e n t  é t é  
f a i t e s  s u r  un c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  d'une suspension 
de c e l l u l e s  ap rès  ultrrtsonage r é f r i g é r é .  Pu i s  p a r  l a  s u i t e ,  
des  essais o n t  é t é  r é a l i s é s  s u r  des  c e l l u l e s  l g o p h i l i s é e s  

e t  des  c e l l u l e s  e n t i è r e s .  



II INCLUSION DES CELLULES DANS UN GEL D '  .&GIî?-4TE 



A. - ASPECT DU SITPPORT 

Les particules d'alginate de calcium, contenant des 
cellules, ont une forme sphérique et une couleur blan- 
chatre, Elles sont lisses et d'aspect tr&s homogEnr à 

l'oeil nu (figure 22 p.l.28 1, 

La microscopie électronique d'une coupe de bille d'al- 

ginate (figures 23 et 24 ?. 129 ) montre llhomogé- 
néité du réseau constitué par le gel d'alginate de 

calcium ainsi que la densité importante de 1st surf zce 
de la bille constituée par du polyéthylSnimine. 

Dans le but d'augmenter la demi-vie du réacteur, des 

billes d'alginate ont été par goutte 5 goutte 
dans une solution de CaC12 0,5 M et de MgC12 1 31. 

La microscopie électronique de ces billes (figure 25 
p. 130 ) fait apparaître une hétérogénéité de la matrice 
caractérisée par un tassement du gel d'alginate et 
l'apparition de faisceaux, 

B - DETEF?MINATIOIJ DE LA MASSE DE CELLULES POUVAIJT 3TR3 
IXCLUSE DNJS LE SUPPORT 

Les résultats sont dans la figure 26 p. 131. 

Le taux de conversion du lactose en galactose et glu- 

cose est proportionnel à 13. masse de cellules utilisée 

pour 1 ' inclusion. 

Cette proportionnalité est vérifiée entre O et 125 mg 
de cellules lyophilisées pour 10 ml d'une préparation 

d'alginate à 1 p. 100. Au delà de cette concentration 

il n'y a plus d'inclusion, 



f i g u r e  2 2  : b i l l e s  d ' a l g i n a t e  enrobées p a r  du PEI 

(d iamètre  des b i l l e s  : 1 mm). 



figure 23 : microscopie électronique d'une coupe de bille 

d'alginate de calcium non enrobée par du PEI 
(grossissement : x 4600). 

figure 24 : microscopie électronique d'une coupe de bille 

d'alginate de calcium enrobée par du PEI 
(grossissement : x 9000). 

/ 



figure 25 : microscopie électronique d'une coupe, de bille 

d'alginate de calcium et de magnésium enrobée 

par du PEI (grossissement : x 9000). 
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C - ETUDE DE L'EIROBAGE DES BILLES D'&GIN-4TE PLW Li3 

L'enrobage des b i l l e s  d ' a l g i n a t e  de calcium s ' e f f e c t u e  
p a r  ~ i t a t i o n  l e n t e  des  b i l l e s  da,rts une s o l u t i o n  aqueuse 
de polyéthylènimine ( P 3 I ) .  Ce polymère s ' adsorbe  s u r  
l a  s u r f a c e  de l a  b i l l e  de manière à former une couche 
dense que 1 'on peut  v i s u a l i s e r  par. microscopie é l e c t r o -  

nique ( f i g u r e  25 p .  130 ) .  

L'enrobage des b i l l e s  d o i t  ê t r e  r é a l i s é  d a m  des  con- 

d i t i o n s  t e l l e s  que l a  couche de PEI fo rnée  permette 
encore 1 ' express ion  d 'une a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  importante .  
La couche de PEI e s t  un o b s t a c l e  supplémentaire  à l a  

d i f f u s i o n  du l a c t o s e  v e r s  l ' i n t é r i e u r  de l a  b i l l e .  

La f i g u r e  27 p. 133 montre que l a  t e n e u r  e n  FEI de l a  

s o l u t i o n  u t i l i s é e  pour 1 'enrobage, a i n s i  que l e  temps 

de c o n t a c t ,  doivent  ê t r e  rigoureusement c o n t r ô l é s  pour 
ne p a s  provoquer de chu te  importante  de 1 1 - t c t i v l t 6  
apparente  de l a  l a c t a s e  inc luse .  

Une a c t i v a t i o n  de l ' a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  e s t  à r eaa rquer  

lo r sque  l e  t e q s  d e  c o n t a c t  des  b i l l e s  avec l a  s o l u t i o n  
de PEI (1 e t  2 p. 100)  e s t  de 5 minutes. Ceci e s t  
cer tainement  dû, d 'une p a r t  à 1 ' adsorp t ion  du l a c t o s e  

au niveau du PEI, son hydrolyse e s t  a l o r s  p l u s  rapide 
e t  d ' a u t r e  p a r t  à l a  d i f f u s i o n  p l u s  f a c i l e  du glucose 
e t  du g a l a c t o s e  v e r s  1 ' e x t é r i e u r  des  b i l l e s ,  que lo r sque  
l a  couche de PEI e s t  p l u s  épa i s se .  

Four une s o l u t i o n  de PEI p l u s  concentrée ( 4  p. 100) e t  

des  temps de c o n t a c t  de 15 à 20 minutes,  on observe 
une l é g è r e  augmentation de 1 ' a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  -paren- 

t e ,  L'hypothèse e s t  qu'une compét i t ion  p a r a i t  s ' i n s t au -  

r e r  e n t r e  1 'augmentation de 1 ' é p a i s s e u r  de l a  couche 
de PEI, dG à des concen t ra t ions  p l u s  imgor tantes  de l a  
s o l u t i o n ,  e t  à l a  dégradat ion  de c e l l e - c i  l o r s  d'une 
a g i t a t i o n  prolongée des  b i l l e s  dans l a  s o l u t i o n  de PEI. 
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Temps de 
c o n t a c t  

Pourcenttige e n  PEI de l a  s o l u t i o n  ( P / V )  

f i g u r e  27 : a c t i v i t é  d e s  c e l l u l e s  i n c l ~ i s e s  d a n s  d e s  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  

e n r o b é e s  p u r  du PEI e n  f o n c t i o n  du p o u r c e n t a g e  e n  PEI de 

l a  . s o l u t i o n  e t  du temps de  c o n t a c t  avec  l e s  b i l l e s .  



Lors de 1 'nydrolgse en cont inu  du l a c t o s e  ( f i g u r e  47 
p. 166 ) , on observe que l e  PEI permet d'augmenter . 

l e  temps de demi-vie du r é a c t e u r  (temps pour l e q u e l  
l e  taux de conversion du l a c t o s e  en  glucose e t  galac-  
t o s e  e s t  de 50 p. i O O )  de d i x  j o u r s ,  p a r  r z p p o r t  au 
temps de deni-vie d 'un  r é a c t e u r  rempli  de b i l l e s  Eon 
enrobées e t  c e c i  quelque s o i t  13. c o n c e n t r z t i o n  en PX1 
de l a  s o l u t i o n  u t i l i s é e  pour l ' en robage ,  à c o n d i t i o n  
que 1s c o n c e c t r s t i o n  s o i t  supér i eu re  à 1 p. 1 C O  e t  pour 
un texgs  de c o n t a c t  de 10 minutes. 

Il e s t  à n o t e r  que l ' en robage  des b i l l e s  d ' a l g i n a t e  p a r  

l e  PEI permet de l i m i t e r  l a  d i f f u s i o n  Ces p r o t é i n e s  
de l ' i n t é r i e u r  v e r s  l ' e x t é r i e u r  des  b i l l e s  (T-Q?,XA e t  a l  

165 ) e t  p a r  conséquent aux p r o t é i n e s  d ' y  p é n é t r e r .  
En e f f e t ,  c e c i  e s t  v é r i f i é ,  c a r  l e s  temps de demi-vie 
de r é a c t e u r s  c o n t e n l n t  des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e s  enrobées 
p a r  l e  PEI sont  pratiquement l e s  mêmes l o r s q u e  l ' o n  
u t i l i s e  comme s u b s t r a t  : une s o l u t i o n  tan-onnée cie 
l a c t o s e , d u  lactosérum doux à pH 6 ou du l a i t  e n t i e r  

( f i g u r e  48 p. la I o  

Cela  montre que 1 'enrobage des b i l l e s  p u  l e  PEI p e m e t  
d ' é v i t e r  1 >encrassement des  b i l l e s  p a r  l e s  p r o t é i n e s  
du lac tosérum ou du l a i t .  

Pour l a  dé te rmina t ion  des  paramètres  enz~ymatiques ou 
c i n é t i q u e s  de l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  i n c l u s e s ,  nous 

avons c h o i s i ,  pour l ' enrobage  des b i l l e s  : ün temps 
de c o n t a c t  de 10 minutes  avec une s o l u t i o n  de PEI à 

l p. 100. 



III PARiiLiIfETRES EBZrn*LTIQUES 



A - IKFLUENCE DE L.4 LYOPHILISATION DES CELLULES SUR 
L ' ACTIVITE LACT &SI QUE 

L ' a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  e s t  conservée après  l y o p h i l i s a t i o n  
des c e l l u l e s .  L a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  e s t  de 2 , 5  p.  100. 

La l y o p h i l i s a t i o n  des  c e l l u l e s  p e r m e t t r a i t  un stockage 
f a c i l e  avant de l e s  i n c l u r e  dans l e s  b i l l e s  d ' s l g i n a t e .  

B - DETERMINATION. DU. pH OPTIMUM ET DE L-4 TEWERATURE 

O PTIM2U;E 

1) pH optimum 

Les r é s u l t a t s  s o ~ t  7rSser-tés dnrs l e s  f i g u r e s  28 e t  29 

P. 137 

I l  e s t  à remarquer que l ' a c t i v i t é  l a c t z s i q u e  des c e l l u l e s  

l y o ? h i l i s é e s  p r é s e n t e  deux optimums : l ' u n  à pïI 5 , 6  - 5 , 7  
e t  l ' a u t r e  à 9H 6 , ; .  

En ce  qui  concerne l ' a c t i v i t é  des  c e l l u l e s  i n c l u s e s ,  
l e  pH o ~ t i m u n  e s t  de 6. L ' i n c l u s i o n  des c e l l u l e s  a gour 
e f f e t  d fu r , i Ïom. i se r  l a  courbe de l a  v i t e s s e  d  'hydrolyse 
du l a c t o s e  en  f o n c t i o n  du pH, l e s  deux optimums observés  

Gour l ' a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s  d i s p a r a i s s e n t  l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  sont  
i n c l u s e s .  L' enrobage des  b i l l e s  p a r  l e  P E I  provoque un 

a ~ l a t i s s e r n e n t  de l a  courbe en comparaison avec c e l l e  

részlisée à 1 'a ide  de b i l l e s  non enrobées. 

L a  l a c t a s e  i n c l u s e  perd 30 p. 100 de son a c t i v i t é  à 

33 5 p a r  r a ~ p o r t  à 711 6 (100 9. ICO) e t  Lorsque 12s 

c r l l ~ l e s  s o x t  inc l t r ses  d m s  des b i l l e s  d ' s l g i ~ a t e  o z r 9 -  

bées D a r  l e  LdI. l a  l a c t a s e  ne nerd  aue 10 D .  100 de 
snn ? c t i v i t e  i 9E 5 n q r  r 9 3 q o r t  h l f ? c t i v i t 6  2 7u 6 
(100 D.  LcC). 



figure 28 : vitesse d'hydrolyse du lactose p a r  les cellules 
lyophilisées non incluses,en fonction du pH. 

/*y+- +'+ 
.c '+ sans PEI 

figure 29 : vitesse d'hydrolyse du lsctose p a r  les cellules 
lyophilisées incluses, en fonction du pH. 



Ce qu i  permet, dans c e  d e r n i e r  c a s ,  l o r s  d 'un  p rocessus  
i n d u s t r i e l  d 'hydrolyse  du l a c t o s e ,  de p a l l i e r  aux v a r i -  
a t i o n s  de pH e n t r e  pH 5 e t  pH 7  s a n s  p e r t e  impor tante  
d ' a c t i v i t é ,  

Un t e l  procédé permet de t r a i t e r  l e  l a i t  (pH 6 , 3  - 6 , 4 )  
sans  e n  modi f i e r  l e  pH, comme pour l e  Plexazym L U  e t  
l e  PLexazym LY (%hm) , 

Les pH u t i l i s é s  pour l a  dé te rmina t ion  des paramètres  

c i n é t i q u e s  de l a  l a c t a s e  s e r o n t  de 5 ,7  pour l e s  c e l l u l e s  

l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s  e t  de 6 pour l e s  c e l l u l e s  
l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s ,  

2 )  Température outirnale 

L a  l a c t a s e  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s  possède 
un o p t i m u ~  de terns6rzture s e  s i t u u n t  une z o n r  con- 

p r i s e  e n t r e  49 O C  e t  54 O C  ( f i g u r e  30 p.  1 3 9 ) .  
L a  température opt imale du système l a c t a s i q u e  i n c l u s  

e s t  dans une zone comprise e n t r e  45 O C  e t  50 O C  (figu- 

r e  31  p. 139) .  

L ' i n c l u s i o n  provoque un g l i ssement  de l a  zone de tem-6- 
r a t u r e  o ~ t i m e l e  de l ' o r d r e  de 5  O C  vers  l e s  tempéra tures  

- l u s  basses ,  L'enrobage des  b i l l e s  p a r  l e  P E I  ne modif ie  
p a s  l a  température opt imale de l a  l a c t a s e  d e s  c e l l u l e s  
i n c l u s e s .  

La température opt imale  de l a  Lactase de B. bifidum 
i n c l u s e  dans L ' a l g i n a t e ,  n ' e s t  p a s  trEs é l e v é e ,  c e t t e  
température ne n e m e t  p a s  d ' é v i t e r  l e  d é v e l o ~ ~ e r n e n t  
de r n i c r o o r g ~ i s m e s  dans Le r é a c t e u r ,  T o u t e f o i s ,  une 
des c a r 3 c t é r i s t i a u e s  i n t é r e s s . - i r i t e ~  PP+ ~ T I P  1 ? 11c tc iq  

des c e l l u l e s  i n c l u s e s  dans l e s  b i l l e s  enrobées D a r  

.'II 701 :r6 t l i - r l è ~ ~ x i  ~e  ~ e r c !  seul-erlent 3.3 D. 100 



Température en OC 

figure 30 : vitesse d'hydrolyse du lactose par les cellules 
lyophilisées non incluses, en fonction de 1s 
température. 

figure 31 : vitesse d'hydrolyse du lactose par les oellules 
lyophilisées incluses, en fonction de la 
température. 



de son a c t i v i t é  2. 30 O C  p a r  r a p p o r t  à l l s c t i v i t é  l z c t s -  
s ique 2. 50 OC (100 p. 100) .  

Les tempérs tures  u t i l i s é e s  ?Our 1s d 6 t e r n i n z t i o n  des 
psruriètres  c i n é t i q u e s  de 1s l a c t a s e  se ron t  de 54 O C  

pour l e s  c e l l u l e s  l g o ~ f l i l i s é e s  non i n c l u s e s  e t  de 45 O C  

pour l e s  c e l l u l e s  i n c l u s e s .  





1) C e l l u l e s  7 : ~ o a k i l i s é e s  non i r c l u s e s  

L 1 s c t i v i t 6  l a c t a s i q u e  e s t ,  p r o g ~ r t i o ~ e l l e  à 1% cor,cor_- 
t r s t i o ~  en  rnatiSre sSche du n i l i e u  r é a c t i o n a s 1  c ~ n p r i s e  
e n t r e  O e t  0,15 m g  90ur  1,1 nL de a i l i e u  ( f i g u r e  3 2  ?. 113 

2 )  Cellules l : r o ~ k i l i s é r s  i n c l u s e s  

L 2 s  r é s u l t a t s  son t  grGserit6s d'ns l a  f i g l ~ r o  3 3  7 .  143 , 
sous 1s forne  de courbes de l f z c t i v i t é  l s c t u s i q c e  r n  
f o n c t i o n  du nombre de b i l l e s  i n t r o à u i t e s  d ~ n s  l e  a i l i e u  
r é a c t i o n n e l .  

L a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  des  c e l l u l e s  ~ y o p h i i i s k e s  
i n c l u s e s ,  présente  des  courSes l i n é a i r e s  j u s q u l $  c i r c  

, . 
b i l l o s  pour c e l l e s  qu i  ne sonf ? s s  erobérs  r~ j z s q u l &  
qua t re  b i l l e s  gour c e l l e s  qui  s o n t  erxobées -12 l t  XI. 

1) C e l l u l e s  l y o o h i l i s é e s  non i n c l u s e s  

Les r é s u l t z t s  son t  g r 6 s e ~ t é s  dans 1% Ligure 34 - . l 4 4  . 

L f s c t i v i t 6  l a c t a s i q u e  e s t  p ropor t ionne l l e  E?LI t ê m ? s  
d 'hydrolyse  d m s  une zone a l l z a t  de 0 à 60 minutes. 

2 ) C e l l u l e s  l g o ~ h i l i s é e s  i r c l u s e s  

Les r é s u l t a t s  sont  rsssernbi6s d a a s  12 Ligure 35  . 144  . 

L'hydrolyse du l ~ c t o s e  pg l e s  c e 7 l u l e s  l y o p n i l i s é e s  

i n c l u s e s  e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  d m s  des i n t e r v a l l o s  de t enus  
corngris e n t r e  O e t  120 miautes  pour l e s  b i l l e s  non 
enrobées e t  e n t r e  O e t  90 minutes pour l e s  b i l l e s  en- 
robées  p a r  l e  PEI ,  



f i g u r r  32 ': a c t i v i t é d e  1s l a c t s s e  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
en f o n c t i o n  de l a  masse de c e l l u l e s  exprimie 
en m g  de mat ière  sèche (MS) . 

Nombre de billes 

f i g u r e  3 3  : a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
i n c l u s e s  dans des b i l l e s  d f s l g i n a t e  en f o n c t i o n  
du nombre de b i l l e s  p r é s e n t e s  dans l e  m i l i e u  
r é a c t i o n n e l .  



Tenus an .min 

f i g u r e  34 : a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s ,  en f o n c t i o n  du temps d ' incuba t ion .  

Tempa en m i n  

f i g u r e  35 : a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
i n c l u s e s ,  en f o n c t i o n  du temps d ' incuba t ion .  . 



C - ACTION DES EFFECTEURS 

Les r é s u l t a t s  son t  p r é s e n t é s  dans l e  t ab leau  XX7T p. 146. 

L ' a c t i v i t é  enzymatique d e s  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  
e s t  for tement  a c t i v é e  p a r  l e  magnésium, l e  c o b a l t  e t  l e  man- 

ganèse. Il f a u t  remarquer également que l e  calcium augmente 
t r è s  légèrement l ' a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e .  

E l l e  e s t  for tement  i n h i b é e  p a r  l ' é t a i n ,  l e  c u i v r e ,  l e  f e r  

f e r r i q u e ,  l e  z i n c ,  l e  mercure,  l a E D T A ,  l ' e a u  oxygénée e t  
l ' e a u  de j ave l .  Une. l é g è r e  i n h i b i t i o n  p a r  l e  g lucose  e s t  
à n o t e r  e t  l e  g a l a c t o s e  ne modifie p a s  l ' a c t i v i t é  de 
l'enzyme. L a  l a c t a s e  n ' e s t  p a s  inhibée  p a r  un excès  de 
s u b s t r a t ,  c a r  l a  courbe de l ' i n v e r s e  de l a  v i t e s s e  d'hy- 
d r o l y s e  en f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e  de l a  concen t ra t ion  en 
s u b s t r s t  ( f i g u r e  36 n .  147)  ne  rése ente p a s  de f l é c h i s s e -  

ment ( v e r s  des  vLtesses  d 'hydrolyse p l u s  f a i b l e s ) , &  f o r t e  
c o n c e n t r a t i o n  en  l a c t o s e ,  

1) C e l l u l e s  l g o ~ h i l i s é e s  non i n c l u s e s  

Les r é s u l t a t s  sont  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  36 p .  147 .  

La l a c t a s e  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  possède un Km appa- 
r e n t  de 25 rd4 ( +  ou - 5 mM) l o r sque  l e s  concen t ra t ions  

en l a c t o s e  son t  i n f é r i e u r e s  à 42 rnM e t  un Km apparent  
de 78 rnM ( +  ou - 13 d) pour des  cancen t ra t ions  en l a c -  
t o s e  s u p é r i e u r e s  à 42 mM. 

L a  rup tx re  de pente observée ?eu t  s l e x p l i q u e r  s o i 5  p s r  

l a  présence de deux formes enzymatiques d i f f é r e n t e s ,  s o i t  
p a r  l ' e x i s t e n c e  d'une e n z p e   rése entant deux c i n é t i q u e s  
d i f f é r e n t e s  vis-à-vis du l a c t o s e ,  s o i t  encore p a r  uae 
enzyme qui T-Q fonct ionne  aue sous 13 f0m.e dlixn c o m n l e i ~  
e-zjme-mgt -.l 7cL! v r t e w r ,  Le  x k t 2 7  L f i - y t  255 2 ?r<uce!:'; 

au niveau des c e l l u l e s .  



Tableau XXV : 

Action des e f f e c t e u r s  
> 

pourcentage dl a c t i v i t é  
l a c t a s i q u e  r é s i d u e l l e  

100 

393 
38 3 
3 60 

145 

131 

121 

17 

4 
O 

O 

O 

7 9 5  
111 

195 
O 

'7 O 

115 

concen t ra t ion  dans l e  

m i l i e u  r é a c t i o n n e l  

- 
1 rnM 

II 

I I 

I I 

II 

II 

II 

II 

11 

I I 

II 

II 

0 ,02  p. 100 

10  volumes 

3 , 4   chloré 

ri4 r n ~  

I I 

e f f e c t e u r  

sans 

CO++ 

M ~ + +  

~ n + +  
~ e + +  

~ a + +  

~ i +  

~ n + +  

CU++ 

~ n + +  

Pe+++ 

H ~ + +  

EDTA 

az ide  de sodium 

H202 

CIO- 

glucose 

ga lac tose  

forme de l ' e f f e c t e u r  

- 
CoC12 

MgCl2 

MnC12 

PeS04 

CaC12 

LiCl 

ZnC12 

CuC12 
I 

~ n ~ 1 2  

Fe2(S04)3 

HgC12 

- 
- 
- 

s e l  de sodium 

- 
- 



1 / S en Y" 

f i g u r e  36 : hydrolyse du l a c t o s e  p a r  l e s  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s ,  r e p r é s e n t a t i o n  de LIIK~~VEAVER e t  
BURCK (107)  en f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e  de l e  
c o n c e n t r a t i o n  en l a c t o s e .  

f i g u r e  37 : hydrolyse du l a c t o s e  p a r  l e s  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
i n c l u s e s ,  r e p r é s e n t a t i o n  de LINEWEAVER e t  BURCK 
( 107) en  f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e  de l a  concentra-  
t i o n  en l a c t o s e .  



2 )  C e l l u l e s  l y o o h i l i s é e s  i n c l u s e s  

Les r é s u l t a t s  sont  ? r é s e n t é s  dans l a  f i g u r e  37 p.  147 . 
Lia l a c t a s e  i n c l u s e  r:30nd & une c iné t i - e  michsel ienne,  
l e s  courbes s o n t  l i n é a i r e s  e t  sans  r u p t u r e  de -ente  

l o r s q u e  l e s  b i l l e s  s o n t  dans un m i l i e u  à f o r t e  
c o n c e n t r a t i o n  en l a c t o s e .  

L a  cons tan te  d ' a f f i n i t é  de l l e n z y n e  pour l e  l a c t o s e  

e s t  de 300 mM ( +  ou - 100 mM) pour l a  l a c t a s e  des  
c e l l u l e s  ' l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  dans l e s  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  
non enrobées e t  de 450 mM ( +  ou - 200 nrDi1) l o r sque  l e s  
b i l l e s  sont  enrobées p a r  du PEI.  

L ? i n c l u s i o n  des  c e l l u l e s  p r o d u i t  une p e r t e  d ' a f  f i n i t 6  
apparente  de l a  l a c t a s e  pour son s u b s t r a t .  Cel le -c i  
s ' e x p l i q u e  p a r  l z  d i f f é r e n c e  de c o n c e n t r s t i o n  un l a c t o s e  

e n t r e  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e t  1 ' i n t e r i e u r  des  b i l l e s .  

La d i f f u s i o n  du l a c t o s e  v e r s  l ' i n t é r i e u r  des  b i l l e s  e s t  
r a l e n t i e  p a r  l a  m a t r i c e  d ' a l g i n a t e  de calcium e t  éga- 
lement p a r  l ' enve loppe  de PEI.  L a  c o n c e n t r a t i o n  en 

l a c t o s e  e s t  p l u s  f a i b l e  à l ' i n t é r i e u r  des  b i l l e s  q ie  
dans l e  m i l i e u  d ' incuba t ion ,  c e  qui  expl ique  l e s  va leur s  
é l e v é e s  des Km apparen t s  de l a  l a c t a s e  des  c e l l u l e s  

l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s ,  U a i s  a u s s i  l e  f a i t  que l e s  courbes 

de l ' i n v e r s e  de l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse en  f o n c t i o n  de 
l ' i n v e r s e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  s o i e n t  lid- 

a i r e s  e t  sans  rup tu re  de pente ,  c a r  l a  c o n c e n t r a t i o n  
en  l a c t o s e  à l ' i n t é r i e u r  des b i l l e s  e s t  t o u j o u r s  t r o p  
f a i b l e  pour que I t o n  9 u i s s e  me t t r e  en évidecce l a  ru-- 
t u r e  de pente  de l a  courbe observée à f o r t e  c o c c e n t r a t i o n  

en  l a c t o s e  , c o n s t a t é e  l o r s  de l ' é t u d e  des  c e l l u l e s  
l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s .  



E - ETUDE DX L ' .ZCTIVATION DE LA LACTASE: PAR LE 
M-4GlBSI US1 

1) C e l l u l e s  l v o o h i l i s é e s  non i n c l u s e s  

Lors de 13. d é t e m i n a t i o n  de l a  c o n s t ~ a t e  de k l i chae l i s ,  
nous avons remarqué que l a  courbe de l ' i n v e r s e  de 13 

v i t e s s e  d 'hydrolyse  en f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e  de l a  con- 
c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  -osséda i t  deux 9 e c t e s .  Des hypo- 
thèses  o n t  6 t6  fornulées ,  c e t t e  r u p t u r e  de pente de l a  

courbe e s t  dûe, s o i t  à l ' e x i s t e n c e  de deux l a c t a s e s ,  

s o i t  à l a  p o s s i b i l i t é  pour l 'enzyme de r é a g i r  d i z f é r m -  
ment vis-à-vis  du l a c t o s e  (deux s i t e s  a c t i f  S. d i f f é r e n t s )  
s o i t  que l'enzyme n 'hydrolyse l e  l a c t o s e  que sous l a  

forme d ' u n  complexe enzyme - méta l  a c t i v a t e u r ,  l e  méta l  
é t a n t  p r é s e n t  au nive9.u des  c e l l u l e s .  

L'étude de l ' s c t i v a t i o n  p a r  l e  magnésium va  p e m e t t r e  

de nous domer quelques é c l a i r c i s s e m e n t s  2 ce s u j e t .  

S i  rlous cons idérons  que 13 l a c t a s e  n 'hydrolyse l e  Lactose 

que sous L a  forme d 'un complexe enz~yne-ma~n6sium, comme 
l e  montre l e s  schémas su ivan t  : 

Idg++-E-lactose - E +Idg++ + g a i  + g l c  

Dans l e  premier c a s ,  l e  s u b s t r a t  s e  f i x e  au métal  a c t i -  
v a t e u r ,  m a i s  c e c i  a u r a i t  pour conséquence d l é ? u i s e r  l e  
magnésium du m i l i e u  lo r sque  l a  c o n c e n t r a t i o n  en l a c t o s e  
e s t  é l e v i e  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l .  P a r  conséquent,  
l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse s e r a i t  p l u s  f a i b l e  lo r sque  l e s  
concen t ra t ions  en  s u b s t r a t  s e r a i e n t  p lus  f o r t e s ,  o r  

c ' e s t  l e  ?hénomène inver se  qui e s t  observé d m s  l a  f i -  
gure 36 p ,  147. 



D a n s  l e  second c a s ,  l e  s u b s t r a t  s e  f i x e  s u r  l e  complexr 
enzyme-métal. S i  c e t t e  d e r n i è r e  hypothgse e s t  v é r i f i é e ,  
l e  système enzymatique e s t  du type  b i -b i  a l é a t o i r e  
r e 2 r é s e n t é  dans l e  schéma su ivan t  : 

l a c t o s e  

l a c t o s e  

+ glucose 

Ks2 = K s l  e t  Ka2 = K a l  
3 

Ce système j u s t i f i e r a i t  l a  rup tu re  de pente  observée 

3u niveau de l a  courbe de l a  r e p r é s e n t a t i o n  de Line- 
w e w e r  e t  Surck ( f i g u r e  ' 3 6  p. 147 ). 

1 f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  en  s u b s t r a t ,  l a  v o i e  r é ~ c t i o r ~ ~ e l l e  

@ s e r a i t  prédominante, l e  magnésium se comportant 
comme un a c t i v a t e u r  v r a i ,  

A f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  e n  s u b s t r a t ,  l e s  v o i e s @  e t  @ 
p a r t i c i p e r a i e n t  à l a  formation du complexe t e r m i r e  
enzyme-métal-substrat . 
L a  f i g u r s  38 p. 151, représense  l ' i n v e r s e  de l a  v i t e s s e  
d 'hydrolyse  en f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e  de l a  concen t ra t ion  
e n  s u b s t r a t  pour d i f f é r e n t e s  concen t ra t ions  en magnSsium, 

montre que la l a c t a s e  hydrolyse p l u s  rapidement l e  l a c  - 
t o s e  à f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  ( supér i eu re  à 42 mùil). 
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Mais l o r s q u e  l a  concen t ra t ion  en mzgnésiwn e s t  Fm-or- 
t a n t e  ( s u p é r i e u r e  ou égale  à 0 , 5  d d )  , il n ' y  s p a s  de 
rup tu re  de pente  de l a  d r o i t e  quelqire s o i t  l a  concen- 
t r a t i o n  e n  s u b s t r a t .  

La f i g u r e  39 p.  153 représen te  l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse  
du l a c t o s e  en f o n c t i o n  de l a  concen t ra t ion  en magnésium 
e t  nous montre que 1% v i t e s s e  d 'hydrolyse  n ' e s t  p a s  

n u l l e  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r s t i o n  en magnésium l ' e s t .  
O r ,  en présence dlEGT-1 ( f i g u r e  40 -, 153 ) ,  13. v i t e s s e  
d fhydro lyse  e s t  n u l l e .  

Il apparaît donc, que l e s  c e l l u l e s  possédent une quan- 

t i t é  i n t r i n s è q u e  de magnésium que 1 lori peut  dé terminer  
de l a  manière s u i v a n t e  : 

S i  l ' o n  cons idère  l e  magnésium corne  un s u b s t r a t  aqis- 

s a n t  s e l o n  une c i n é t i q u e  michaél ienne,  l a  v i t e s s e  d f h y -  
dro lyse  du l a c t o s e  en f o n c t i o n  do l a  concen t ra t ion  
r é e l l e  en  magnésium e s t  de ty7e : 

x é t a n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  r é e l l e  en  magnésium e t  e s t  
éga le  à z + E . z  e s t  l a  c o n c e n t r s t i o n  en  magnésium 
r a j o u t é  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e t  E l a  c o n c e n t r a t i o n  

i n t r i n s è q u e  en magnésium. La v i t e s s e  d 'hydrolyse peut  

donc s ' expr imer  de c e t t e  manière : 

V m .  ( z + E )  

La f o n c t i o n  inver se  : 

e s t  l i n é a i r e .  



concantrntton en 
lactolie (mM) 

cancintrat ion dans Le milieu r é a c t l o n n s l  du maqneaium ajoute  ( m l )  

f i g u r e  39 : v i t e s s e  d 'hydrolyse du l a c t o s e  p a r  l e s  c e l l u l e s  
l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s  en f o n c t i o n  de l a  
c o n c e n t r a t i o n  en magnésium 3j out6  dans l e  m i l i e u .  

f i g u r e  40 : a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
(non i n c l u s e s )  t r a i t é e s  p a r  1 7 E D T A  e t  l l E G T A  e n  
f o n c t i o n  de l a  concen t ra t ion  en calcium e t  en  
magnésium a j o u t é  dans l e  mi l i eu ,  



S i  nous t r a ç o n s  l a  courbe du c o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

de l a  d r o i t e  obtenue à p a r t i r  d e s  p o i n t s  expérimentaux 
1 de l a  courbe v en f o n c t i o n  de l ' i n v e r s e '  de ( z  + h ) ,  e t  

c e c i  en f o n c t i o n  de E , nous obtenons une courbe de 
forme gauss iène  comme l e  montre l e  schéma ci-dessous : 

c o e f f i c i e n t  de 

c o r r é l a t i o n  

Le maximum du c o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  correspond 

5. une v l l e u r  de E qui  e s t  l a  concent r r , t ion  i n t r i n s è q u e  

en magnésium des c e l l u l e s .  

L a  v a l e u r  moyerine de € obtenue à p a r t i r  des courbes 
correspondant  m x  d i f f é r e n t e s  concen t ra t ions  en J z c t o s e  

e s t  de 0,040 mDI: ( +  ou - 0,003 mM). 

La c o n c e n t r a t i o n  r é e l l e  en' magnésium e s t  obtenue en 
f a i s a n t  l a  somme de l a  c o n c e n t r a t i o n  en magnésiun 
a j o u t é e  dans l e  n i l i e u  r é a c t i o n n e l  e t  de 1s concen t ra t ion  

i n t r i n s è q u e  en magnésium. 

Remarque : d m s  c e t t e  é t u d e ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de co r ré -  
l a t i o n  des d r o i t e s  s o n t  c s l c u l i s  de l a  maniEre su i -  
v.amte : 

ou m e s t  l a  gente  de l a  d r o i t e  s t a t i s t i q u e ,  d X  e s t  

e t  d Y  e s t  1 1 8 c a r t  1 l h c a r t  tyqe des va le i i r s  de 
z+E L type des v a l e u r s  de 7 . 



a) A c t i v a t i o n  de l a  l a c t a s e ,  p a r  l e  mwnésiun,  dacs 

un n i l i e u  à f a i b l e '  concen t ra t ion  en s u b s t r a t  

La concen t ra t ion  en l a c t o s e  é t a n t  i n f é r i e u r e  ou égale  
à 42 mi'. 

La cons tan te  d ' a f f i n i t é  de l'enzyme pour son s u b s t r s t  

à f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  e s t  : Km = 2 4  n311 (+  ou - 8 niPSL) 

( f i g u r e  38 p,151) e t  ne v a r i e  p a s  pour des  concentrs-  

t i o n s  en magnésium a j o u t é  comprises e n t r e  O e t  0 ,S  

La r e p r é s e n t a t i o n  de l ' i n v e r s e  de l a  v i t e s s e  d'hydro- 
l y s e  en f o n c t i o n  de 1' i n v e r s e  de l a  concen t ra t ion  ré- 
e l l e  er. DIg++ ( f i g u r e  41 p.156 ) permet de dé terminer ,  
pour  de f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en l a c t o s e  ( i n f é r i e u r e s  
ou é g a l e s  à 42 m M ) ,  l a  cons tante  de d i s s o c i a t i o n  au 
complexe enzyme-magn6siu.m : K a  e s t  éga le  à 0,17 KIAI 

( +  ou - 0,03  mM) l o r s q u e  l a  concen t ra t ion  en s u b s t r a t  
e s t  nu l l e .  

Dans ce  c a s  p r é c i s ,  l e  magnésium s e  comporte conne 
un a c t i v a t e u r  vrai de l a  l a c t a s e ,  c ' e s t  à d i r e  qu'à 

I ' i n t é r i e u r  des  zones de concen t ra t ions  c i t é e s ,  l1 en- 
zyme garde l a  même a f f i n i t é  pour son s u b s t r a t  e t  l a  
même cons tan te  de d i s s o c i a t i o n  du complexe enzyine- 
magnésium, 

La l a c t a s e  e s t  beaucoup p l u s  a f f i n e  pour l e  magnésilm 
que pour l e  l a c t o s e  e t  ne fonct ionne  p a s  en absence 

de magnésium, L'enzyme va donc f i x e r  l e  magnésium, 
p u i s  l e  s u b s t r a t  pour  former un complexe t e r n a i r e  
s e l o n  l e  schéma r e p r é s e n t é  ci-dessous : 

I C 
l ac tose  -E-M~++ 
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i n v e r s e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  r é e l l e  en  magnésium du m i l i e u  (MM-2) 

f i g u r e  41  : a c t i v a t i o n ,  l jar  l e  magnésium, de 18 l a c t a s e  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s ,  r e p r é s e n t a t i o n  de LINEWEAVER e t  BURCK (107 ) en f o n c t i o n  
de l ' i n v e r s e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  r é e l l e  e n  magnésium (pour  des  con- 
c e n t r a t i o n s  e n  l a c t o s e  i n f é r i e u r e s  à 42 mM). 



b )  Ac t iva t ion  de l a  l a c t a s e  p a r  l e  magnésium dans un 
mi l i eu  à f o r t e  concen t ra t ion  en s u b s t r a t  

Lorsque 1 'on examine l e  fonctionnement de 1 ' enzyme 
d m s  un m i l i e u  à f o r t e  c o n c e n t r s t i o n  en  l s c t o s e  

( supér i eu re  ou éga le  à 42 ml\ll), l e s  courbes t r a c é e s  
permettent  d ' o b t e n i r  l e s  v a l e u r s  de quat re  cons tan tes  
de d i s s o c i a t i o n  : 

- K S ~  = ( E ) * ( l a c t o s e )  = 120 ( +  30 d) (E- lac tose)  

lo r sque  l a  c o n c e n t r a t i o n  r é e l l e  en  magnésium e s t  n u l l e  
( f i g u r e  38 p.151) 

- Ks2 = ( E - M ~ ~ ) .  ( l a c t o s e )  - = 11,s ( 2  0 , s  fi:) 
(Elg++-E-lactose) 

lo r sque  1 'enzyme e s t  s a t u r é e  en magnésium ( f i g u r e  44 

~ 0 1 5 9 )  

lo r sque  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u b s t r a t  e s t  n u l l e  
( f i g u r e 4 2  p.158) 

lo r sque  l 'enzyme e s t  s a t u r é e  en s u b s t r a t  ( f i g u r e  43 
p.159) 

, Ks2 Ka2 Le rappor t  . - *-  K s l  K a ï .  

Il appara f t  donc qu 'en présence de f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  
en s u b s t r a t ,  l 'enzyme s e  comuorte vis-à-vis du l a c t o s e  

e t  du magnésium, comme dans un système bi-bi  a l é a t o i r e  
où l e s  " s u b s t r a t s "  s ' a s s o c i e n t  au hasa rd  avec l'enzyme 
e t  o ù  l e  fonctionnement de c e l l e - c i  e s t  subordonné à 

l a  format ion  d'un complexe t e r n a i r e  ~nagnésium-enzyme- 
s u b s t r a t .  
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f i g u r e  43 : i n v e r s e  de 1s v i t e s s e  maximale d 'hydrolyse  du 
l a c t o s e  p a r  l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s ,  s a t u r é e  en s u b s t r a t ,  en f o n c t i o n  
de 1 ' i n v e r s e  de l a  concen t ra t ion  r é e l l e  en 
magnésium. 

f i g u r e  44 : i n v e r s e  de l a  v i t e s s e  maximale d 'hydrolyse  du 
l a c t o s e  p a r  l a  l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
non i n c l u s e s ,  s a t u r é e  en magnésium, en  f o n c t i o n  
de l ' i n v e r s e  de l a  concen t ra t ion  .en l a c t o s e  
( s u p é r i e u r e  à 42 mM) . 



c ). Conclusion 

Lorsque l a  concen t ra t ion  en l a c t o s e  e s t  f a i b l e ,  l a  
l a c t a s e  f i x e  l e  rnegnésium p u i s  l e  l 'actose.  Pour des  
f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en l a c t o s e ,  une p a r t i e  du "pool" 
enzymatique va f i x e r  l e  s u b s t r a t  p u i s  l e  magnésium, 
déplaçant  a i n s i  1 ' é q u i l i b r e  r é a c t i o n n e l  de l a  f i x a t i o n  

du magnésium s u r  l 'enzyme l i b r e .  

Cependant l a .  présence de deux formes enzymatiques dans 
l e  m i l i e u  n ' e s t  p a s  une hypothèse à exclure  to ta l ement ,  
c a r  l a  courbe de l ' a c t i v i t é  en f o n c t i o n  du pH présen te  
deux optimums b i e n  d i s t i n c t s ,  m a i s  l e s  c o n s t a n t e s  
d ' a f f i n i t é  mesurées pour l e  s u b s t r a t  e t  l e  magnésium 

sont  respect ivement  du meme o r d r e  dans tous  l e s  cas .  

2 )  C e l l u l e s  l y o ~ h i ï i s é e s  i n c l u s e s  

Nous avons t e n t é  de deux manières d i f f é r e n t e s  d 1  a c t i v e r ,  
p a r  l e  magnésium, l a  l a c t a s e  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  
inc luses .  

L a  première a é t é  d l i n j  ec te r ,  dans un r é a c t e u r  contenant  
des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  dans l ' a l g i n a t e  e t  

qui  ont perdu  30 p. 100 de l e u r  a c t i v i t é  l o r s  d 'une 
hydrolyse e n  cont inu  'de lac tosérum,  deux volumes de 
r é a c t e u r  d 'une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de magnésium O, 1 M 

e t  1 M ,  à température du l a b o r a t o i r e .  Dans ce  c a s ,  nous 
n t  avons p a s  observé d 1  augmentation du t aux  de conversion 

n i  d 'augmentation de l a  durée de v i e  du r é a c t e u r .  

La deuxième a é t é  de prép.mer des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  
p a r  g o u t t e  à g o u t t e  dans une s o l u t i o n  de CaC12 0 ,5  M 

e t  de MgC12 1 M, e t  de r é a l i s e r  e n s u i t e  une hydrolyse 

en. con t inu  d'une s o l u t i o n  tamponnée de l a a t o s e  ( f i g u r e  45 
p ,161 1. 
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Dans ce dern ie r  cas ,  l e  temps de demi-vie du réac teur  

n'augmente pas par  rappor t  au temps de demi-vie d'un 
r éac t eu r  contenant des b i l l e s  d1  a lg ina te  prdparées 
gout te  à gout te  dans une so lu t ion  de CaC12 0 ,5  M 

( f i g u r e  47 B y, 166 ).  

L a  f i gu re  40 p.153 représente  l ' a c t i v i t é  de l a  l a c t a s e  
des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  inhibées p a r  11EDTA4 ou 
l fEGT+4 à concentrat ion constante en fonct ion de l a  
concentrat ion en magnésium ou en calcium ajoutSe 
dans l e  milieu. 

11 e s t  à no te r  que l e  magnésium ac t ive  fortement l a  
l a c t a s e  e t  que l e  calcium provoque une trEs IégSre 
augmentation de l l a c t i v i t é ,  Il semblerai t  donc que 
l e  calcium s o i t  capable de se  p lacer  au niveau du s i t e  
de f i x a t i o n  du magnésium. 

Dans l e s  b i l l e s  d ' a lg ina t e ,  l e  calcium se  trouve à 

f o r t e  concentrat ion e t  e s t  donc capable de masquer 

l e  s i t e  de f i x a t i o n  du magnésium. Ce f a i t  e s t  compré- 

hensible  dans l a  mesure où l a  s t ruc tu re  é lect ronique 
de l a  couche externe de l ' i o n  calcium e s t  ident ique 
à c e l l e  du magnésium, mais l e  volume de l ' i o n  calcium 
e s t  p lus  important que c e l u i  de l l i o n  magnésium, 



V I ~ Y D R O L Y S ~  EN COETINU DU LACTOSE 



Ces expérimentat ions o n t  é t é  r é a l i s é e s  en r é a c t e u r  à lit 
f i x e  de p e t i t e  dimension (volume maxiinum : 7 m l ) .  

Le t aux  de conversion e s t  exprimé en pourcentage d 'hydrolyse 
du l a c t o s e .  

A - HYDROLYSE ElT FONCTION DU DESIT 

l e s  r é s u l t a t s  son t  dans l a  f i g u r e  46 p 0 1 6 5  , 
e t  son t  exprlmês sous l a  forme d'une courbe du log%- 
r i thme du taux de conversion en f o n c t i o n  du d é b i t ,  

Les dimensions du r é a c t e u r  u t i l i s é  sont  : 6,5  cm de 
hau teur  e t  0 , 9  cm de diamètre,  

L'hydrolyse du l a c t o s e  e s t  t o t a l e  j u s q u l à  des  d é b i t s  
de 15 cm.Y4 e t  à un d é b i t  de 60 cm.h'; l e  t aux  de con- 
v e r s i o n  e s t  de 50 p. 100. Pour des  d é b i t s  s u p é r i e u r s  
à 110 cm.hei , l e  t a u x  de conversion chu te  b r u t a l e a e n t .  

B - ROLE DU POLYETHYLENI'IVIINE AU NIVEAU DE L-4 DURUTE DE VIE 

DU REACTEUR 

Les - r é s u l t a t s  s o n t  regroupés dans l a  f i g u r e  47 .po166 . 
Le temps de demi-vie du r é a c t e u r  e s t  l e  temps a l a  
s u i t e  duquel, l e  r é a c t e u r  à perdu 50 p. 100 de son 
a c t i v i t é .  

Les temps de demi-vie des  r é a c t e u r s  sont  de 1 3 , 3  jours  

Four l e s  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  non enrobées e t  de 24 jours  
pour l e s  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  enrobées p z r  du PEI, quel- 
que s o i t  l a  c o n c e n t r a t i o n  de l a  s o l u t i o n  de polymère 
basique u t i l i s é e  l o r s  de l ' en robage  (2our  un ten2s  
de c o n t a c t  de 10  min) .  

L'enrobage des b i l l e s  p a r  l e  PEI permet d'augmenter l e  
temps de demi-vie du r é a c t e u r  de 10 J o u r s ,  
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temps de demi-vie : 1j.J iours 

Ccmps i j o u r s )  

temns de eemi-vie : 2 4 . 4  iours 

temps de IrmL-vtc : 24. '  tours 

Temps ( j o u r s )  

figure 47 : hydrolyse en continu d'une solution de lactose 
(4 ,5  p. 100) à pH 6, 45 O C ,  p a r  des cellules 
lyophilisées incluses dans  des billes d'alginate : 

A - non enrobées 
B - enrobées (PEI 1 p. 100) 
C - enrobées (PEI 2 p. 100) 



L'enrobage des b i l l e s  p a r  une s o l u t i o n  de PEI à 

1 p. 100 e t  un temps de con tac t  de 10 minutes  e s t  
s u f f i s u i t ,  1 ' u t i l i s a t i o n  de s o l u t i o n s  p lus  concent rées  
n ' e s t  p a s  nécessa i re  c a r  quelque s o i t  l a  c o ~ c e n t r s t i o n  
de l a  s o l u t i o n  de PEI u t i l i s é e  pour l 'er-robage, l e  
temps de demi-vie du r é a c t e u r  n f  augmente p a s .  

Cependant l f  i n t é r ê t  de c e t  enrobage ne s e r a  e f f e c t i f  

que dans l a  mesure o: il s e r a  a u t o r i s é  p a r  l a  l é g i s -  . 
l a t i o n  comme a u x i l i - i r e  de f a b r i c a t i o n  de denrées  
al iment  a i r e  S. 

- .  

C - HYDROLYSE EN CONTINU DU LACTOSE CONTENU DNTS LE LAIT 

ET LE LACTOSERUM PL? DES CELLULES LYOPHILISEES INCLUSES 

Les r é s u l t a t s  son t  dans l a  f i g u r e  45 p.  168 

Quelque s o i t  l e  m i l i e u  u t i l i s é ,  l a  durée de v i e  &J 
r é a c t e u r  v a r i e  peu. En e f f e t ,  l e s  temps de drrni-vie 
s o n t  r e s ~ e c t i v e m e n t  de 24,7 j o u r s ,  23 j o u r s ,  32 j o u r s  

l o r s q u T o n  hydrolyse l e  l a c t o s e  contenu dans une solu- 
t i o n  tamponnée de l a c t o s e  ou dans l e  lac tosérum ramené 

à pH 6 ou dans l e  l a i t  e n t i e r .  

Il e s t  i n t g r e s s a n t  de n o t e r  que l ' h y d r o l y s e  du l a c t o s e  
contenu dans un m i l i e u  a u s s i  complexe que l e  l a i t  ne 
provoque pas  de d iminut ion  de l a  durée de v i e  du réac-  

t e u r , .  l e  temps de demi-vie du r é a c t e u r  e s t  2u c o n t r a i r e  
légèrement  augment é de 7 j o u r s  p a r  rappor t  à 1 hydro- 
l y s e  d 'une s o l u t i o n  tamponnée de l a c t o s e .  

Le s y s t è n e  d f  i n c l u s i o n  des  c e l l u l e s  de 3. si fi du^ dms 

des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  enrobées p a r  du PEI permet d f é v i -  

t e r  l e s  phénomènes d'encrassement du support  p a r  l e  
l a i t  ou l e s  lac tosérums,  ce  qui e s t  rarement l e  c a s  
des  a u t r e s  l a c t a s e s  immobilisées.  



Temps ( j o u r s )  

Temps ( j o u r s  1 

f i g u r e  48 : hydrolyse en con t inu ,  à 45 O C ,  p a r  des c e l l u l e s  
l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  dans des b i l l e s  d ' a l g i n a t e  
enrobées p a r  du PEI ( 1 p. 100) : 

A - s o l u t i o n  de l a c t o s e  (4,5 p. 100, pH 6 )  
B - lactosérum à pH 6 
C - l a i t  e n t i e r  s t é r i l i s é  (pH 6 , 3  - 6 , 4 ) .  



En e f f e t ,  s i  l ' o n  considère l e s  procédés R.Ôh3 : 

Plexazym LA1 e t  LY (procédés l e s  p lus  performants 
actuellement su r  l e  marché des l a c t a s e s  immobilisées), 
il e s t  à remarquer que l e  temps de demi-vie d'un. réac- 
t e u r  contenmt du p l e x e z ~ p  LA1 e s t  de 150 jours  lorsque 

l ' o n  hydrolyse l e  l a c t o s e  du lactosérum p u r i f i é  e t  de 
70 à 80 jours  lorsque l ' o n  hydrolyse l e  l a c t o s e  du 
l a i t  e n t i e r .  

L a  f igure  49 p. 170 représente  l a  chromatographie "n 

couche mince de lactosérum e t  de l a i t  à l a c t o s e  kydro- 
lys6  par  des c e l l u l e s  incluses  de Bo bifidum . 
El le  nous montre que l a  l a c t a s e  immobilisée forme peu 
de corn~osés de t ransglycosidat ion,  i l s  ne sont  pas visi- 

b lessur  c e t t e  chromatographie, Ces composés apparaissent  
p t ion  lorsque l ' o n  e f fec tue  une chromatographie de f i l t r -  

s u r  g e l  (PZ ,  Biorad, zone de Iract ionnenent  100 - 1800 da l tons )  
d'une s o l u t i o n  tamponnée de l a c t o s e  e t  hydrolysée à -. 
50 p. 100 à 1' aide d'un réac teur ,  pu is  concentree p a r  

évaporation sous vide. En chromatographie s u r  couche 
mince ces  composés migrent moins rapidement que l e  
lac tose .  

D - HYDROLYSE EN CONTINU DU LACTOSE P-LR LES CELL-.ES 
FRAICHES INCLUSES 

Les c e l l u l e s  d î t e s  "fraîches" sont des c e l l u l e s  conser- 
vées à 4 O C  pendant moins de 48 h , e l l e s  ne sont  n i  con- 

gelées ,  n i  l yoph i l i s éeso  

Les r é s u l t a t s  sont  présentés dans l a  f igure  50 9. 171 

L ' u t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  f r a î ches  permet d 1  augmenter 

notablement l e  temps de demi-vie, pa r  rapport  à un 
réac teur  contenant des c e l l u l e s  l yoph i l i s ées  incluses.  



1 

g a l a c t o s e  -+ 

g l u c o s e  ---4 . 

l a c t o s e  - slri 0- -- 

f i g u r e  4 9 :  chromatographie  en  couche mince de l ac to sé rum e t  

de l a i t  à l a c t o s e  hydro lysé .  

1 )  t émoins  g a l a c t o s e ,  g l u c o s e ,  l a c t o s e  à 0 , l  p. 100  

2 )  l a c t o s é r u m  témoin 

3 )  l a c t o s é r u m  a p r è s  hyd ro lyse  p a r t i e l l e  

4 )  l a i t  e n t i e r  témoin 

5 )  l a i t  e n t i e r  a p r è s  h y d r o l y s e  p a r t i e l l e  
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Les temps de demi-vie s o n t  de 24,7 jours  pour l e  réac-  
t e u r  contenant  des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  i n c l u s e s  e t  
de 54 jours  pour  l e  r é a c t e u r  contenant  des  c e l l u l e s  
f r a î c h e s  i n c l u s e s , l o r s q u l u n e  s o l u t i o n  tampomée de 
Lactose e s t  u t i l i s é e  comme s o l u t i o n  de subskra*. 

L a  durée de v i e  d 'un r é a c t e u r  e s t  f o n c t i o n  de l ' é t a t  

des c e l l u l e s  q u i  s ' y  t rouvent ,  I l  e s t  donc logique  de 
pense r  que l e s  c e l l u l e s ,  ayant sé journé  en f i n  de 

c u l t u r e ,  dans un m i l i e u  de c u l t u r e  de pH i n f é r i e u r  
5 ,  montrent une s t a b i l i t é  en r é a c t e u r  p l u s  f a i b l e  que 

des c e l l u l e s  n ' ayan t  p a s  sé journé  dans de t e l l e s  con- 
d i t i o n s ,  

Le c o n t r ô l e  du pl3 l o r s  de l a  c u l t u r e  des c e l l u l e s  

semble donc ind i spensab le ,  

Dms l e s  c o n d i t i o n s  a c t u e l l e s ,  l ' h y d r o l y s e  à 75 p.100 
du l a c t o s e  contenu dans 46 tonnes de s o l u t i o n  t e  l a c -  
t o s e  peut  ê t r e  é f f e c t u é e  en 54 j o u r s  p a r  un  r é a c t e u r  
contenant  1 3  l i t r e s  (10  K g )  de n o t r e  support  dzns l e -  
quel  son t  i n c l u s e s  des  c e l l u l e s  f r a î c h e s .  

L ' e x t r a u o l a t i o n  peut  8 t r e  également r é a l i s é e  pour 

l ' h y d r o l y s e  en  con t inu  du l a c t o s e  contenu dans l e  

lactosérum e t  l e  l a i t ,  c a r  l a  durée  de v i e  du r é a c t e u r  
v a r i e  t r è s  peu en  f o n c t i o n  du type  de s o l u t i o n  de sub- 
strat u t i l i s é ,  

Les pe r fomances ,de  l a  l a c t a s e  d e s  cel lu- les  de B. bif idum 

i n c l u s e s  dans des  b i l l e s  d ' a l g i n a t e  enrobées p a r  du 
PEI ,  permet tent  de 18 p l a c e r  au même niveau que c e l l e s  

d é j a  commercialisées (procédés Z5hm). En e f f e t ,  l e  coQt 
de f a b r i c a t i o n  du Plexazym e s t  é l e v é  e t  l e s  enzymes 
u t i l i s é s  s u b i s s e n t  préalablement une p u r i f i c a t i o n ,  c e  
qui n ' e s t  pas  l e  c a s  du procédé i c i  d é c r i t .  



CO ITCLUSION 



Les d i f f i c u l t é s  r encon t rées  l o r s  de l a  p u r i f i c a t i o n  de 
l a  l a c t a s e  de B. bifidum ne nous on t  pos permis d 'envi -  
s a g e r  l ' i m o b i l i s e t i o n ,  à f a i b l e  coQt ,  de l a  l a c t a s e  
~ u r i f i é e  ou semi-purif iée .  Nous xous sommes tournés  l o -  
giquement v e r s  l l in imobi l i sa t ion  des  c e l l u l e s  e ~ t i 3 r e s  

de B. bifidum, notamment v e r s  l l i n c l u s i o n  "douce" dans 
un g e l  de p o l y é l e c t r o l y t e s ,  c m  llenz~yine é tudiée  e s t  

t r è s  s e n s i b l e  aux s o l v a n t s  organiques e t  aux agen t s  
b i f  onc t ionne l s  de couglage corne l z  gl l i tars ld6kyde.  

L ' i n c l u s i o n  d e s  c e l l u l e s  dans des  b i l l e s  de g e l  d ' a l g i -  
n a t e  de calcium s e s t  r é v é l é e  i n t é r e s s a n t e .  L ' a l g i n a t e  
e s t  un polysacchar ide  e x t r a i t  d l  s l g u e s  brunes,  bon m a r -  

ché e t  dé jà  u t i l i s é  dans l ' i n d u s t r i e  a l imen ta i re  comme 
é p a i s s i s s a n t  ou g é l i f i a n t  sous l a  r é f é r e n c e  E 401. De 
p l u s  l a  c o n c e n t r a t i o n  en calcium du l a i t  ou des 1, ac to-  

séru?is permet d ' é v i t e r  l a  d é p l é t i o n  en calcium de l a  . 

matr ice  d ' a l g i n a t e ,  donc de l a  s t a b i l i s e r .  Y .  b i f idum 
e s t  une b a c t é r i e  non pathogèce e t  connue comme t e l l e ,  
e l l e  e s t  i s o l é e  des f é c e s  de nour r i s sons  en bonne s a n t é  
a l imentés  au l a i t  de femme. 

Tout semble donc ê t r e  de na ture  à f a v o r i s e r  l 1 u t i l i s a -  
t i o n  d 'un t e l  système en i n d u s t r i e  a l i m e n t s i r e .  Ce?endant, 

l ' i m m o b i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  e s t  confrontée  à de nombreuses 
d i f f i c u l t é s .  C e l l e s  r encon t rées  l o r s  de l ' i n c l u s i o n  de 

B. bifidum s o n t  de deux types.  D'une -a r t ,  l a  b a c t é r i e  
peut  ? r é s e n t e r  une f o r t e  a c t i v i t g  p r o t é o l y t i q u e  vis-à-vis  . 
des p r o t é i n e s  du l a i t ,  dans c e r t a i n s  c a s  c o m ~ a r a b l e  à 

c e l l e  de S. l a c t i s .  D'outre  p a r t ,  l e  l a i t  ou l e s  l a c t o -  
sérums sont  des  p r o d u i t s  n a t u r e l s  complexes, contenant  
des  p a r t i c u l e s  de t a i l l e s  d i v e r s e s  ( g l o b u l e s  g r a s ,  m i c e l i e s  
de casé ine ,  ? r o t é i n e s ,  pep t ides ,  e t c . .  . ) s u s c e p t i b l e s  
de colmater  l e s  pores  du support .  



pour l a i s s e r  p l a c e  à une tr&s f a i b l e  v a r i a t i o n  de 
l ' a c t i v i t é  l a c t a s i q u e  e n t r e  pH 5 e t  pE 7 avec un 
optimum à pH 6. Ce qui  corresoond apgroximativenent 
au ?H du l a i t  (6,3-6,4) e t  du lactosértrm doux de 
fromagerie. 

La l a c t a s e  e s t  a c t i v é e  p a r  l e  magn6sium, l e  manganèse 
e t  l e  c o b a l t .  E l l e  e s t  inh ibée  p a r  1'XDT-4 e t  léqèrement 

7 p a r  l e  glucose.  ~ l l e  n ' e s t  p a s  inh ibée  p m  l e  g z l z c t o s e  

n i  p a r  un excès de s u b s t r a t ,  c e  qui permet d l e x v i s a g e r  
1 'hydrolyse en con t inu  du l a i t  concentré .  

Le magnésium s e  comporte comme un a c t i v a t e u r  v r a i  à 
f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  en l a c t o s e .  -4 f o r t e  concen t ra t ion ,  
l ' a s s o c i a t i o n  de l l e n z y p e  evec l e  l a c t o s e  e t  l e  magné- 
sium s e  f a i t  au hasard.  Tou te fo i s ,  l 'hypothèse  de l 1 e x i s -  
t e n s e  de deux l a c t s s e s  ne peu t  ê t r e  totalement  exclue.  

L ' a c t i v a t i o n  de l a  l a c t a s e d e s  c e l l u l e s  inc luse  n t a  pas 
pu ê t r e  r é a l i s é e  . jusqufà p résen t .  I l  e s t  p o s s i b l e  que 
l e  calcium masque l e  s i t e  de f i x a t i o n  du magnésium s u r  

l 'enzyme, c a r  l ' i o n  c a l c i u n  e s t  de dimension p l u s  
importante  que l ' i o n  magnésium e t  l e u r s  couches é l e c t r o -  

niqixes e x t e r n e s  sont  iden t iques .  

Les v a l e u r s  des  d i f f é r e n t e s  c o n s t a n t e s  d ' a f f i n i t é  a?- 
pa ren te  de l 'enzyme pour l e  l a c t o s e  nous montrent que 
1 ' i n c l u s i o n  des c e l l u l e s  diminue 1' a f f i n i t é  ayparznte  
de l lenz~yme pour l e  l a c t o s e .  Cela  e s t  encore p l u s  

~ c c e n t u é  l o r s q u e  l e s  b i l l e s  s o n t  enrobées. Ce phénomhne 
s ' exp l ique  Far  l a  l i m i t a t i o n  de l a  v i t e s s e  de d i f f u s i o n  
du l a c t o s e  à t r a v e r s  l a  membrane de ~poly6th.ylènirnine 
e t  l e  r é s e a u  d ' a l g i n a t e  de calcium. 

La rup tu re  de pente  observée l o r s  de l a  dé terminat ion  
du Km des c e l l u l e s  l g o p h i l i s é o s  non i n c l u s e s  n ' e s t  

p l u s  c o n s t a t é e  l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  s o n t  i n c l u s e s ,  c a r  
l a  c o n c e n t r a t i o n  en l a c t o s e  à l ' i n t é r i e u r  des b i l l e s  



Ces d i f f é r e n t s  problèmes on t  é t 6  r o s o l u s  p s r  l1enroS.%e 
de l a  b i l l e  d l  a l g i n a t e  p a r  un f i l m  de polyéthylènimine,  

qui  l a i s s e  p é n é t r e r  l e  l a c t o s e  dans la b i l l e  t o u t  en 
é v i t a n t  l e  c o n t a c t  e n t r e  l e s  p ro téases  de B. bifidu.m 
e t  l e s  p ro t6 ines  l a c t é e s .  L'enrobage ?emet  égzlernent 
d ' é v i t e r  1 lencr-sseaent  des  b i l l e s  dl  ~ l g i n a t e  p z r  co l -  
nz tage  de s e s  pores .  Le polgéthylènimine n ' a  cependant 

pas  encore é t é  mentionné comme a u x i l i a i r e  a u t o r i s 6  de 
f a b r i c a t i o n  dans 1 i n d u s t r i e  a l imen ta i re .  II a - ~ a r s i t  
cependant que ce  type de polymère n ' e s t  pzs  dégrz& 
p a r  voie  d i g e s t i v e .  11 e s t  t o u t e f o i s  n é c e s s a i r e  de 
v é r i f i e r  sa d i f f u s i o n  d m s  l e  mi l ieu .  

B. b i f i d m  e s t  une b a c t é r i e  anaérobie qui  n é c e s s i t e  
des  cond i t ions  p a r t i c u l i è r e s  de c u l t u r e  pour l a  -roduc- 

t i o n  de l a c t a s e  : c o n t r ô l e  du pE a f i n  d ' é v i t e r  l l e f f e t  
d e s t r u c t i f  des a c i d e s  organiques p r o d u i t s  l o r s  de l a  
c u l t u r e ,  l a  présence de magnésium dans l e  m i l i e u  de 
c u l t u r e  pour a c t i v e r  ls l a c t a s e  e t  peut  ê t r e  l i a d i o n c t i o n  
de l a i t  qui  grâce  à l a  presence de c e r t a i n s  l i p i d e s  Fer- 
m e t t r a i t  de r e n f o r c e r  l a  s t r u c t u r e  de l a  p a r o i  e t  -21. 

conséquent de s t a b i l i s e r  l l a c t i v i t é  enzymatique. 

L ' i n c l u s i o n  des c e l l u l e s  dans des b i l l e s  d ' a l g i n a t e  
enrobées ou non p a r  du 3o lyé thy lèn in ine  provoque une 
modi f i ca t ion  des paramètres  enzymatiques e t  c i n ç t i q u e s .  

L a  zone de température o u t i n a l e  des  c e l l u l e s  l p y k i l i -  
s é e s  i n c l u s e s  (45-50°C) e s t  de 4OC i n f 6 r i e u r e  2 c e l l e  

des  c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s  (49-54OC). L z  
présence de calcium 5. f o r t e  concen t ra t ion  su  niveau de 
1 ' a l g i n a t e  f a v o r i s e  cer tainement  la d é n a t u r a t i o n  the r -  
mique de l a  l a c t a s e .  

La l a c t a s e  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  non i n c l u s e s  

p r é s e n t e  deux pH ogtimum (pH 5,7 e t  6 , 5 ) .  Lorsque l e s  
c e l l u l e  sont  i n c l u s e s ,  c e s  deux pH optimum d i s p a r a i s s e n t  



r e s t e  cer tainement  t r o p  f a i b l e  ( p a r  em-êchement d i f -  
fus ionne1 du l a c t o s e  v e r s  l ' i n t é r i e u r  des  b i l l e s )  pour 

pouvoir  v i s u a l i s e r  l e  pké~oméne. 

Le modèle dl  immobi l i sa t ion  de l l a c t i v i t é  l a c t z s i q u e ,  
i c i  p r é s e n t é ,  possède l e s  c e z a c t é r i s t i q u e s  su ivan tes  : 
il permet d 'hydro lyse r  l e  l a c t o s e  contenu dans une 
s o l u t i o n  tampon, dms du lactosérum doux ramené à p z  6 ,  
dans du l a i t  e n t i e r  e t  c e c i  s a s  diminut ion de l a  durée 
de v i e  du r é a c t e u r  e t  avec l a  f o r n a t i o n  de t r 6 s  -eu de 

comgosés de t r a n s g l y c o s i d a t i o n  ( é tudes  r é a l i s é e s  s u r  

des  c e l l u l e s  l g o - h i l i s é e s ) .  

Avec l ' i n t e n t i o n  de s t o c k e r  l e s  c e l l u l e s  de B. b i f i d u n  

sous forme deshydratée ( l a  p o s s i b i l i t é  d 'un s tockage 
a i s é  é t m t  i n t é r e s s m t e  au niveau i n d u s t r i e l ) ,  nous 
avons l y o p h i l i s é  l e s  c e l l u l e s ,  c m  l a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  
enzymatique e s t  i n s i g n i f i a n t e .  ldfsis il s ' e s t  evéré  que 

l e s  r é a c t e u r s  c o n s t i t u é s  de c e l l u l e s  f r a î c h e s  i n c l u s e s  
on t  un temps de demi-vie de 20 jours  supér i eu r  à c e l ~ i  
de r é a c t z u r s  c o n t e n m t  des c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  inc lu-  
s e s  (24,7 J o u r s  pour l ' h y d r o l y s e  en con t inu  d 'une solu- 
t i o n  tampomée de l a c t o s e ) ,  

Les t e m ~ s  de demi-vie des r é a c t e u r s  ne v a r i e n t  - a s  sui- 
vant  l e  type de s o l u t i o n  de l a c t o s e  u t i l i s é .  Il e s t  donc 

l o q i a u e  de uense r  que l e  temps de demi-vie d 'un rézc- 
t e u r  contenant  des c e l l u l e s " f r s î c h e s "  i n c l u s e s  e t  hgdro- 
l y s a n t  l e  l z c t o s e  contenu dans l e s  l a c t o s é r m s  ou l e  
l a i t  s e r a  i d e n t i q u e  à c e l u i  obtenu p a r  hydrolyse d'une 

s o l u t i o n  tamponnée de l a c t o s e .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l e s  p o s s i b i l i t é s  d 'un  t e l  système 
non opt imisé son t  comparables avec c e l l e s  d ' a u t r e s  tg- 

pes d ' immobi l i sa t ions  d ' a c t i v i t é s  l a c t a s i q u e s  t e l s  que 
l e s  procédés Corning e t  BEhm dont l e s  p r i n c i p a l e s  carac- 
t é r i s t i q u e s  s o n t  g r é s e n t é e s  dans l e  t a b l e a u  X;NI p.  177 . 



T a b l e t i ~ i  X X V I  : 

Comparaison d e s  procédés  d ' h y d r o l y s e  du l a c t o s e  p a r  l e s  l a c t a s e s  immobil isées.  

Procédd CORNINC 

( b i l l e s  de  s i l i c e )  

A . n i g e r  

Lactoaerum 

d é m i n é r a l i s é  e t  

d é p r o t é i n i s é  

pli j,5-3,6 

~ e m p é r a t u r e  

35-60 OC 

Taux de conve r s ion  
moyeri 

80 p  IO0 

La  co lonne  e s t  u t i s a -  

b le  500 j à 20 h  p a r  

j o u r  

Tempe de c o n t a c t  5  à 

10 mn 

Algiriate / PEI 

U . Lifidum 

S o l u t i o n  de l a c t o s e  

lac tosérum 

L a i t  e r i t i e r  s t é r i l i s é  

pH 6-6.4 
Teinpél-ature 

45OC 

Taux de c o n v e r s i o n  
moyen 

75  p  IO0 en  5 4  j 

Temps de demi-vie 

54 j 

46 t hydro lysé  e n  

54 j pour  un r h a c t e u r  

de 13 1 c o n t e n a n t  

I O  Kg de s u p p o r t  

i 

A 

I 

Procédda ROIIM 

Pléxlizyrn LY 

( p l e x i g l a s )  

K . l a c t i a  

L a i t  demi-écrémé 

s t é r i l i s é  

pli 6.3-6.4 
Température 

* 7 OC 

Taux de  c o n v e r s i o n  
moyen 

0 5  p.100 en 30 j 

Temps de demi-vie 

50 j 

13 t d e  l a i t  hydx-~ly-  

sé e n  50 j / Kg de 

s u p p o r t  

Pléxazym LA 1 

(p l ex ig l t i y  ) 

A . oryzae  

Lactosérum p u r i f i é  

pi1 4,5 
~ e r n ~ é r a t u x - e  

35 "C 

Th; de convers ion  
moyen 

90 p  IO0 en  60 j 

Temps de demi-vie 

150 j 

70 t de LS hydro lysé  

e n  60 j / Kg de aup- 

p o r t  

A . olyzue 

l 

L a i t  e n t i e r  s t é r i l i s é  

pH 6,3-6,4 
Température 

50-55 "c 

Taux de conve r s ion  
moyen 

80 p  IO0 en  30 j 

Temps de demi-vie 

70 à O0 j 

12 t de l a i t  hydro ly-  

eé  e n  30 j / Kg de 

s u p p o r t  



Les procédés op t imisés  e t  dé j  a u t i l i s é s  dans l l i n d ü s t r i e  
(Corning e t  Rob) g e r n e t t e n t  d f  o b t e n i r  des r é a c t e u r s  
ayant des  performances e t  des  temps de demi-vie inpor-  
t a n t s  (150 jours  pour l l k y d r o l y s e  du lactosérum p u r i f i é  
p a r  l e  ylexazyin L-'rl e t  50 jours  j o u r  L'hydrolyse du l z i t  

e n t i e r  pm l e  p1exaz.p LY) . 
l41ais il e s t  2 n o t e r  que dans tous  l e s  c a s ,  c e s  procédés 
d 'hydrolyse en con t inu  du l a c t o s e  n é c e s s i t e n t  d 'une p r r t  

l a  p u r i f i c a t i o n  des  enzyzes(coÛt; g l e ~ r é )  e t  d l z u t r e  p a r t  

des  agents  de coup1ac;es ou des suppor t s  onéreux, 
-. - 

Le procédé que nous avons m i s  au p o i n t  ce r e q u i e r t  p a s  

l'a o u r i f i c a t i o n  de l 'enzyme, l a  f a b r i c a t i o n  des b i l l e s  
ne r encon t re  p a s  de d i f f i c u l t é s  p a r t i c u l i 5 r e s ,  11 pour- 
r a i t  ê t r e  f ac i l ement  r é a l i s é  s u r  l e s  l i e u x  mêmes de 
son u t i l i s a t i o n ,  

II f a u t  inaintenaat  e f f  Pc tue r  rapidement l e s  ? remie r s  
e s s a i s  d 'kydrolyse  au s t z d e  p i l o t e  das une chaine 

cont inue a f i n  dl  é t u d i e r  l e s  nodif  i c a t i o n s  rnéologiques  
du système lo r sque  l e  r é a c t e u r  e s t  de t a i l l e  ? l u s  imgor- 
t a n t e ,  Les  problèmes pos6s p a r  l a  contaminat ion du réac-  
t e u r  p a r  des  m i ~ r o o r g ~ i s m e s ,  en absence d l a z i d e  de so- - 

dium, s o n t  éga lenent  à résoudre.  Il f a u t  t e g i r  compte 
du f a i t  que l e  polyéthylènimine n ' e s t  p a s  reconnu com?ie 
a u x i l l i a i r e  de f a b r i c a t i o n  d u s  1 l i n d u s t r i e  a l iment  a i r e  
f r a n ç a i s e  e t  envisaqer  l l u t i l i s a t i o n  d l u n  z u t r e  polgm5re 

pour llenrobaage. 

Les enjeux i n d u s t r i e l s  e t  économiques é t a n t  impor tan t s ,  
il e s t  n é c e s s a i r e  de ~ r o t é g e r  l e  procéà8 e t  de p e m e t 2 r e  

son  développement au s e i n  d 'une e n t r e p r i s e  l a i t i è r e  in-  
t é r e s s é e .  



L'ouver ture  du mach6  a l i m e n t a i r e  f r a n ç  z i s  au lactosérum 
à l a c t o s e  hydrolysé 9ermet d é j à  l ' u t i l i s a t i o n  de ce sous 
p r o d u i t  Four l a  f a b r i c a t i o n  des denrées a l i m e n t a i r e s  
s u i v a n t e s  : 

- b i s c o t t e r i e ,  p a n i f i c a t i o n  f i n e  
- b i s c u i t e r i e ,  g a t i s s e r i e  i n d u s t r i e l l e  

- d e s s e r t  l a c t é  
- crème %lacée ,  g l a c e  a l i m e n t a i r e ,  so rbe t  

- s a l a i s o n n e r i e ,  c h a r c u t e r i e ,  p l a t  c u i s i n é  

L ' a u t o r i s a t i o n  d ' u t i l i s a t i o n  du l a i t  à l a c t o s e  hydrolysé 
n ' a  pas  encore e t 6  donnée dans no t re  gays. E l l e  e s t  en- 
v i sageab le  à cour t  terme e t  p o u r r a i t  permet t re  l a  CO-- a.Ahe r- 
c i a l i s a t i o n  de denrées " d i 6 t é t i q u e s n  suc rées  à f a i b l e  

t e n s u r  en o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  f ab r iquées  à p a r t i r  de lsit 
à l a c t o s e  hydrolysé ( y a o u r t ,  cr3me e t c  . . .) 
L'hydrolyse du l a c t o s e  dans l e  l a i t  pe rmet t r a  de p a l i e r  
aux d i f f i c u l t é s  technologiques dues à l a  c r i s t a l l i s a t i o n  
du l a c t o s e  e t  n o t . m e n t  c o n d u i r a ' à  1 ' é l a b o r a t i o n  de l a i t s  
t r è s  concent rés .  

Cependant l a  pe r spec t ive  l a  p l u s  importante  semble ê t r e  

c e l l e  de l ' a l i m e n t a t i o n  des  pavs  en voie  de d é ~ e l o ~ p e r n e n t  
dont l e s  popu la t ions  s o n t  d é f i c i e n t e s  en l a c t a s e  i n t e s -  
t i n a l e .  Dans c e t t e  op t ique ,  l l u t i l i s a t i o n  des ~~~~~~~~s 
de l a i t  de Is communauté euroqéenne e s t  envisageable  
sous  forme de l a i t  e n t i e r  ou de l a i t  fermenté 2 f a i b l e  
t e n e u r  en l a c t o s e ,  
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