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L’ttude cinttique de I’hydrolyse enzymatique du lactose a t t C  rkaliste dans un rtacteur agitt de type reservoir en 
Ccoulement continu, dans des conditions isothermes pour des tempkratures comprises entre 30” et 50°C pour un pH tgal 
a 4.5. L’utilisation d’un panier contenant I’enzyme immobilisee, permet de rtduire considerablement les resistances de 
transfert externe. L’enzyme utilisee provenant d’une souche d’Aspergillus Niger a C t t  immobilisCe sur des billes de 
silice. Les caractkristiques de mixtion parfaite du rtacteur ont CtC confirmees par une Ctude hydrodynamique pour les 
m h e s  conditions optratoires. Une analyse statistique a ttt effectute afin de differencier les modtles possibles et celui 
qui s’ajuste le mieux aux donnees exPCrimentales correspond au modele de Michaelis-Menten avec inhibition com- 
pitifive par le produit, le galactose: 

v,,,,, (S) 

The kinetic study of the lactose enzymatic hydrolysis has been achieved in a continuous stirred tank reactor under 
isothermic conditions, at temperatures varying between 30” and 50°C and at a pH of 4.5. The use of a spinning basket 
containing the immobilized enzyme permits to cut in a large way the external transfer resistances. The enzyme 
originating from the Aspergillus Niger species has been immobilized on Si02 balls. The characteristics of a perfect 
mixing in the reactor have been confirmed in a hydrodynamic study carried out under the same operating conditions. 
A statistical analysis has been made in order to identify the possible models: it has been found that the Michaelis-Menten 
model, with a competitive inhibition by the galactose product, adapts itself the best to the experimental data: 

v,,, ( S )  

e concept d’utilisation d’enzymes pour hydrolyser le L lactose n’est pas nouveau. L’enzyme, la P-galac- 
tosidase (communement appelee lactase) a etC identifiie et 
caracterisee la Iere fois en 1883 (Roberts et Pellenati, 1957). 
Depuis lors, beaucoup de travaux ont ete accomplIs con- 
cemant I’hydrolyse du lactose, d’abord avec de l’enzyme 
soluble (ou libre), puis a partir des annees 70, avec de 
I’enzyrne immobiliske (Weetall, 1976). 

Les etudes anterieures sur la cinetique de I’hydrolyse 
enzymatique du lactose ont fourni bon nombre de donnees 
sur les parametres cinetiques tels que K,, (constante de 
Michaelis-Menten), K ,  (constante d’inhibition du produit, le 
galactose prtcistment) et V,,,, (vitesse maximum de reac- 
tion) (Woychik et al., 1974, Hinberg et al., 1974, Weetall 
et al., 1974a, Woychik et Wondoloski, 1972, Hourigan, 
1976, Paruchuri, 1976). Mais on peut difficilement com- 
parer les rksultats etant donne que les conditions operatoires 
sont differentes (pH, composition des reactifs, source d’en- 
zymes). D’autre part, ces chercheurs n’ont utilise que des 
reacteurs fermts (Okos, 1975) ou des reacteurs a lit fixe de 
type tubulaire (Weetall et al., 1979b) mais pratiquement 
aucun n’a etudie la cinCtique de cette reaction en tcoulement 
continu dans un reacteur agitk de type reservoir. Pourtant, ce 
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type de reacteur offre plusieurs avantages pour une etude 
cidtique: 
- en utilisant un panier contenant I’enzyme immo- 

bilisee, on peut riduire considerablement les resistances de 
transfert externe, en augmentant la vitesse de rotation du 
panier; 
- on n’a pas besoin d’inttgrer le modele cinetique 

comme dans le cas d’un rkacteur tubulaire et les donntes 
peuvent Ctre indrtes directement dans le modele et traitees 
par les methodes de regression lidaire. 

Le principal but de cette etude est de trouver un modele 
qui permette de representer de fason satisfaisante la cine- 
tique de I’hydrolyse du lactose en utilisant comme cata- 
lyseur une enzyme provenant d’une souche d’Aspergillus 
Niger immobilisee sur de la d i c e  poreuse. La reaction a ete 
r6alisCe en Ccoulement continu dans un rCacteur agitt de 
type reservoir pour une plage de temperature variant de 30” 
a 50°C et pour une gamme de concentrations variant de 1 % 
a 10% (poids/volume) en lactose. 

Materiaux et methodes operatoires 

L’enzyme, la lactase L.P. (identique a la lactase de 
Wallerstein), provenant d’une souche d’Aspergillus Niger, 
a t te obtenue de la socittk Rapidase. Le support catalytique, 
constitue de billes de silice poreuses, a Ctt foumi par R h h e  
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Figure I - Montage experimental. 

T 10 rnm 1- 0 = 1 2 2 m m  -4 
Figure 2 - Details du reacteur. 
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Figure 3 - Dirtails de I'agitateur. 

Poulenc lndustrie (SIGELAC). Le p-D-lactose venait de la 
sociCtC Eastman. 

1.  PRkPARATION DE LA LACTASE IMMOBILISkE 

Les particules d'enzyme ont ete immobilisees sur des 
billes de d i c e  poryses,  de 0.8 a 1.2 mm de diametre, d'une 
porositi de 1050 A. Tout le support catalytique a ete amink 
avec du y-aminopropyl-trimethoxysilane par une methode 
similaire a celle deja dtcrite (Weetall et Havewala, 1972). 
L'enzyme a CtC ensuite fixCe, par voie covalente, a I'aide du 
glutaraldehyde, sur ces billes aminkes, mCthode aussi de- 
crite dans le m&me article. 

TABLEAU I 
Expressions des Inverses des Equations de Vitesse 
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du rtacteur, tandis que la sortie est situte en haut. Toutes les 
parties qui sont susceptibles d’entrer en contact avec le 
liquide sont soit en ttflon, soit en acier inoxydable. L’agi- 
tation dans le rtacteur est assurte par un panier grillage en 
forme de croix dont I’axe est fixe a un moteur suspendu 
au-dessus du couvercle du rtacteur. Le catalyseur est con- 
tenu dans les cages du panier. Ceci est illustre dans les 
Figures 2 et 3. 

Sous une pression d’azote d’environ I .5 atmosphere, le 
lactose prtalablement prepart sort du reservoir d’ali- 
mentation, passe a travers un rotametre pour entrer dans le 
rtacteur plongt dans un bain thermostate. Une vanne micro- 
mttrique permet de rtgler le debit et on recueille l’echan- 
tillon hydrolyst a la sortie du riacteur, une fois que les 
conditions opkratoires deviennent stables. 

4. ETUDE HYDRODYNAMIQUE 

Une ttude hydrodynamique a d’abord it6 realisee pour 
tvaluer les caracteristiques de mixtion du rkacteur. Le colo- 
rant, la rhodamine B, a t t C  choisi comme traceur a cause de 
sa couleur intense et sa passivitt biologique. A une vitesse 
optimale de rotation de 125 rpm, le rtacteur possede un 
compoflement trks proche du cas d’un mtlange parfait. 

s I0 20 30 

Vobre&e .lo3. mmol  mn‘ g-’ 

Figure 4 - Cornparaison des vitesses prkdites et expkrimentales. 

2. METHODE D’ANALYSE 

Les reactifs utilises pour analyser le glucose provenaient 
de la compagnie Worthington (Statzyme 500). Le principe 
d’analyse consiste a employer un systhme d’enzymes cou- 
pltes faisant intervenir I’oxydase et la peroxydase de glu- 
cose pour la determination du glucose (Trinder, 1969)“ Le 
peroxyde ainsi obtenu par la decomposition du glucose par 
l’oxydase de glucose est ensuite uni a un chromophore. Le 
colorant ainsi form6 a une absorbance maximum a 500 nm, 
Climinant ainsi la nCcessitC d’une mesure dans les frt- 
quences U. V . .  

Le lactose a t te dttermint par chromatographie en phase 
liquide a haute pression. L’acetonitrile et I’eau dCminC- 
ralisCe ont ttC les solvants utilists, dans des proportions 
respectives de 80/20 (en % volume). 

Etude cinetique 

1.  ETABLISSEMENT DU MkCANISME GkNkRALISE 

L’enzyme P-galactosidase catalyse I’hydrolyse de la liai- 
son P-glycopyranosique du lactose pour libtrer du glucose 
et du galactose. 

P-galactosidase 
Lactose - glucose + galactose 

Cette rtaction est gkneralement considkrte comme une 
reaction en deux ttapes ayant une constante de vitesse cata- 
lytique kc,,: 

avec 
3. MONTAGE EXPERIMENTAL ET MODE OPERATOIRE 

[PI1 = [P*l = [PI 
Le schema du montage experimental est prCsentC a la 

Figure I .  Le reacteur en Plexiglas, de forme cylindrique, 
d’un volume de 450 cm’ a CtC usin6 d’un seul bloc pour 
assurer I’etanchiite. L’entrCe de I’alimentation se fait au bas 

Si on considere que le substrat S et les produits P I  et P2 
peuvent inhiber la rtaction, le schema suivant d’un mt- 
canisme gCneralisC peut Ctre constuit (Siimer, 1978): 

1 
- * K, P 6 * kc,, 

SE ,: SES - SE + P, + P 2  

Y - KP, 
1 
- * K, 
ci 
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Suivant ce schema, les complexes SES et EPzS sont sup- 
poses &tre productifs. Les hypotheses qui permettent d’ela- 
borer ce mecanisme generalis6 sont: 

1 .  le produit PI inhibe de faqon competitive; 
2 .  I’autre produit P? inhibe de f q o n  non competitive; 
3. le complexe EP peut Ctre forme a partir des com- 

plexes EP I et EP,; 
4. le substrat S peut jouer aussi un r d e  d’inhibiteur; 

I’existence d’un complexe non productif, SE, est aussi prise 
en consideration; 

5. les equations sont correctes si k I + k,,,; autrement la 
valeur de K, doit Ctre remplacee par la valeur de K,, 

Les dix constantes d’equilibre sont definies comme des 
constantes de dissociation: 

(see above) 

2 .  MODELES C I N ~ T I Q U E S  

Huit modeles ont etC tires du mecanisme generalisi. 
Seules les expressions finales des equations de vitesse sont 
donndes: 

I )  Pas d’inhibition 

C’est le niodele le plus simple de Michaelis-Menten. 
L’equation de vitesse s’ecrit: 

(3) 

2) Inhibition competitive par  le pruduit PI 

(4) 

3 )  Inhibition non compktitive par le produit P 

V”,,, [SI v =  
. . . . . . .  

4 )  Inhibition compe‘titive par le produir P I ,  inhibition non 
competitive par le produit P ’, le complexe EP I P n’est pas 
formk: 

5 )  lrihibition “incompktitive” pur Ir sitbstrat S 

[S12 
[S] + K ,  + - 

K :  

V”,‘,, [SI v =  . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . .  ( 7 )  

6) Inhibition “incompe‘titive” par le substrat S ,  inhibition 
compktitive p a r  le prodirit PI 

7) Inhibition par le substrut, inhibition competitive pur Ir 
produit PI inhibition non compktitive par Ie produit P2 

Pas de coniplexe EP I P , 

8)  MPme type que dans le cas 7, mais le complexe EP I P est 
aussi formt:  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  (10) 

Les expressions des inverses des equations de vitesse sont 
regroupies dans le Tableau 1 .  

3. CORRkLATlON DES DONNkES 

Un programme de regression lineaire multiple qui existe 
dans la bibliotheque des programmes SPSS a e t C  utilise pour 
determiner le mecanisme de I’hydrolyse du lactose. Cha- 
cune des Cquations hypothetiques de vitesse a ete linearisee 
par rapport aux parametres cinttiques; on en virifie ensuite 
I’ajustement par rapport aux donnees experimentales a cha- 
que temperature. 

Pour &tre retenus tous les parametres cinetiques du mode- 
le doivent Ctre positifs et ce, apres avoir tenu compte de la 
deviation standard. Le manque d’ajustement du modele aux 
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TABLEAU 2 
Discrimination des Modeles Suivant les Signes des Parametres p, 

T”C B,, BI Bz €3, B4 B, B,, Modele Remarque 

30 + + 
40 + + I Acceptc 
50 t + 
30 + + +  
40 + + +  2 Acceptc 
so + + +  
30 + + - +  

dont la forme est: 

y = P o  + PIX, + P A  + P J l  + p4x4 

(12) + Psxs + P6Xb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
avec 

1 KJ Po = - P 4  = ~ 

Vmaa K P ~  Vma 
K 1 p = -  

Vmaa 5 - -  P- - K :  v m a a  
I 

40 + + - +  3 Rejete 
so + + - +  
30 + + + - +  
40 + + + - +  4 Rejett 
50 + t + - +  

30 + + 
40 t t 
50 + t 

5 Rejete - 

- 

30 + + +  - 
40 + + t  - 

50 + + +  - 

30 + + + - + -  
40 t + t + + -  7 Rejete 
50 + + + + + -  
30 + + + + + - -  
40 + + + + + - -  8 Rejete 

6 Rejete 

50 + + + + + - -  

TABLEAU 3 
Estimation des Parametres 

Modele I 

Temperature “C Paramhtre p, Deviation standard 

30 B,, = 53.8 

40 B,, = 41.6 
BI = 3421.8 302.5 

BI = 2303.4 130.4 

B I  = 1724.9 I15.0 
so Bo = 29.7 

TABLEAU 4 

Ce qui nous permet, d’apres les resultats du programme 
de regression lintaire multiple, de discriminer les modeles 
cinktiques suivant les signes des parametres Bi ainsi que 
I’amplitude de la deviation standard (Cf. Tableaux 2 a 4). 

4. ANALYSE DES RESULTATS 

D’apres I’analyse des resultats par la mkthode de re- 
gression lintaire, I’ajustement des huit modeles resulte par 
une ou plusieurs constantes negatives except6 dans les deux 
premiers modeles (modtles 1 et 2 ) .  Les intervalles de con- 
fiance estimke pour chaque parametre cinitique des modeles 
3 ,  4, 5, 6 ,  7 et 8 n’incluent pas le zero au niveau des 95% 
( k 2  X deviation standard) aux trois temperatures. Ainsi, on 
peut conclure que les constantes negatives estimees sont 
differentes de zero de fagon significative. Ce qui nous a 
conduit a rejeter ces six derniers modeles. 

Pour les modkles 1 et 2 ,  deux crittres permettent de 
determiner les qualitis d’ajustement. 

i) Le degrk de correlation des parametres, R’, qui repre- 
sente la precision de la prediction. 

N 

i =  I 

Estimation des Parametres 
Modele 2 D’apres les resultats obtenus, le degre de correlation du 

modele 2 a toujours it6 superieur a celui du modele I a 
Temperature “C Parametre p, Deviation standard 

30 B,, = 29.8 
BI = 1598.4 275.8 
Bz = 498.3 66.2 

BI = 1258.5 98.0 
Bz = 207.0 16.9 

B ,  = 1021.2 119.4 
Bz = 108.0 15.9 

40 B,, = 27.5 

50 B,, = 19.1 

donnees (test F), sera une condition de rejet. 

Tableau 1: 
Une equation lineaire genkralisee a pu Ctre deduite du 

toutes les temperatures. 
ii) Le manque d’ajustement (test F). Un test du manque 

d’ajustement pour les deux modeles I et 2 a Cte me,ne en 
comparant le carre moyen du manque d’ajustement S; avec 
la variance de I’erreur pure Se’. D’apres I’analyse de la 
variance, le test F a montre qu’il existe un manque d’ajuste- 
ment tres significatif pour le modtle 1 au niveau de 95%. 

Par conskquent, a partir de I’analyse statistique des don- 
nees, on peut conclure que le modele 2 est le modele le plus 
probable pour representer la reaction d’hydrolyse du lactose 
en glucose et galactose par de la P - galactosidase fixee sur 
de la silice dans la gamme de temperature comprise entre 
30” et 50°C. 

Les valeurs des parametres cinetiques deduites du modele 
2 sont compilees dans le Tableau 5. 

Les vitesses calculees a partir du modele 2 sont ensuite 
comparees avec les valeurs experimentales et portees sur les 
graphiques (Cf. Figure 4) pour diffCrentes temperatures. La 
constante de vitesse k,,, semble obeir a la loi d’Arrh6nius et 
s’exprime en fonction de la temperature par la relation: 
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TABLEAU 5 
Estimation des Parametres CinCtiques du Modtle 2 

V,,,,, V,l lax* 

K ,  Kr I mrnoI*rnin-’ *g-I  mrnol- min- I * g- ’ 
T T  rnmol/L mmol/L K , / K r ,  (support) (enzyme) 

30 53.576 3.201 16.70 0.03352 I .926 
40 51.918 5.53 9.39 0.04205 2.417 
50 53.344 9.457 5.64 0.0522 3.00 

*Valeurs calculees en se basant sur la quantite d’enzyrne fix& par gramrne de support: 0.0174 g enzyme/g 
support 

17.98 
RT . . . . . . . . . . . . . . . . . Ell 

RT 
Ink  = - - = - -  

Cat 

avec 

E, = 17.98 kJ/mol 

5. Discussion 

Si on compare les modeles I et 2, on peut constater que 
la constante de dissociation K, dans le cas du modkle 2 est 
apparemment augmentee d’un facteur de ( I  + [ P ] / K p , ) .  

A partir du Tableau 5, il apparait que: 
- la constante de dissociation K ,  reste pratiquement con- 

stante lorsque la temperature varie, K ,  ttant la mesure de la 
quantite d’enzyme like au substrat S sous une forme ou une 
autre. Cette quantite d’enzyme reste fixe quelles que soient 
les conditions de temperature. 
- la constante d’inhibition K p ,  semble augmenter avec 

la temperature selon la loi d’arrhenius. Elle s’exprime en 
fonction de la temperature par la relation: 

In K~~ =f(+) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (15) 

- la vitesse maximale, V,,,,, augmente aussi avec la 
temperature. Autrement dit, I’activitt enzymatique varie 
avec la temperature. 

On peut voir que lorsque la temperature augmente, l’in- 
hibition par le galactose devient moins importante. Une 
faeon de montrer I’importance de I’inhibition est de com- 
parer les rapports K , / K p , .  A 30°C, ce rapport K s / K p ,  a pour 
valeur 16.70, alors qu’,&4O0C, K , / K p l  passe a 9.39 et enfin 

50°C, K,/Kp,  = 5.64. Par consequent, plus la temperature 
augrnente, plus le rapport Ks/Kp l  diminue et moins I’in- 
hibition est grande. 

A titre de comparaison, (Hourigan, 1976) a trouve un 
rapport K , / K p l  = 13.5 en utilisant du lait h e m e  comme 
substrat (50°C, pH 6.5). Pour une mCme temperature (5OoC, 
pH 4.51, nous arrivons a un K,/Kp,  = 5.64. D’un autre cdte, 
(Paruchuri, 1976) obtient une valeur de K, /Kp l  = 22.65 a 
30”C, pH 4.3 avec du lactose reconstitue comme substrat, 
I’enzyme utilisee Ctant la lactase d’une souche d’ Aspergillus 
niger, immobilisee sur de l’alumine. Avec des conditions 
similaires, sauf que le support dans notre cas a etC de la 

lactose , enzyme 
galactose1 1 KpI 

(galactose-enzyme) 

(lactose-enzyme) 

silice, nous sommes arrives a un rapport K , / K p ,  = 16.70. 
Quoique I’inhibition par le galactose soit un peu moins 
importante dans la presente etude, nous pouvons constater 
qu’en depit de conditions differentes (lactose soluble ou 
immobilisee, differents tampons, differents substrats, dif- 
ferents types de reacteurs), si nous utilisons la mCme souche 
de lactase et si nous travaillons au m&me pH, nous devrions 
arriver a des rtsultats comparables. 
- la linearit6 de la droite d’ArrhCnius montre que la 

constante de vitesse k,,, obeit a la loi d’ArrhCnius et confirme 
encore une fois la cinetique de la reaction. 
- l’activite enzymatique a Cte preservee apres 80 jours 

de fonctionnement. Une experience ttmoin a ete realisee a 
intervalle rigulier durant cette phiode pour verifier ce fait. 
Okos (1975) a demontre que l’enzyme immobilisie pouvait 
retenir pratiquement toute son activite apres 120 jours de 
fohctionnement continuel. 

Conclusions 

I )  La cinetique de I’hydrolyse du lactose par la lactase, 
provenant d’une souche d’Aspergillus Niger, immobilisee 
sur de la silice peut Ctre representee par l’equation de vitesse 
suivante: 

(see be low ) 

Cette reaction qui est fortement inhibee par un des deux 
produits formes, la galactose, obtit 21 I’equation de 
Michaelis-Menten. 

2) Les mCthodes experimentales utilisees dans cette 
etude permettent de travailler dans des conditions pratique- 
ment isothermiques. L’utilisation combinee des techniques 
de chromatographie liquide a haute pression (HPLC) et en- 
zymatique (Statzyme 500) rendent possible une analyse pre- 
cise des produits de la reaction. L’utilisation d’un reacteur 
agite de type reservoir muni d’un agitateur a panier permet 
d’eliminer les effets de transfert de masse et de gradient de 
temperature. L’utilisation d’un support relativement peu 
poreux minimise les effets de diffusion interne qui au- 
trement pourraient masquer la cinktique reelle de la reaction. 

3) Les techniques de regression lineaire s’avkrent suf- 
fisantes pour analyser les resultats expkrimentaux et permet- 
tent de deduire tous les paramtitres cinetiques. 

kC,l enzyme + glucose + galactose 

78 THE CANADIAN JOURNAL OF CHEMICAL ENGINEERING, VOLUME 61, FEBRUARY 1983 



Nomenclature NO. 77-13. 478. 

concentration totale de I’enzyme, g(enzyme)/g(support) 
concentration de l’enzyme, g(enzyme)/g(support) 
Cnergie d’activation, kJ/mol 
constante de vitesse de reaction, min-’ 
constante de vitesse de la reaction inverse, min-I 
constante de vitesse catalytique, mrnol*min-’ -g - ’  
(enzyme) 
constante de Michaelis-Menten, mmol/L 
constante d’inhibition du produit P I ,  mmol/L 
constante d’inhibition du produit P2, mmol/L 
constante d’association du substrat, mmol/L 
constante d’association du complexe ES, mmol/L 
concentration du substrat, mmol/L 
somme des carrks des residus predits par le modtle 
somme des carrks des residus observes 
carre moyen du manque d’ajustement 
variance de I’erreur pure 
vitesse de reaction, mmol * min- I -g - l  (catalyseur) 
vitesse maximum de reaction. mmol *min-‘ *g - ’  (cata- 
I yseur) 
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