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) L'étude cinétique de I'hydrolyse enzymatique du lactose a été réalisée dans un réacteur agité de type réservoir en
€écoulement continu, dans des conditions isothermes pour des températures comprises entre 30° et 50°C pour un pH égal
a4.5. L'utilisation d’un panier contenant I’enzyme immobilisée, permet de réduire considérablement les résistances de
transfert externe. L’enzyme utilisée provenant d’une souche d’Aspergilius Niger a été immobilisée sur des billes de
silice. Les caractéristiques de mixtion parfaite du réacteur ont été confirmées par une étude hydrodynamique pour les
mémes conditions opératoires. Une analyse statistique a été effectuée afin de différencier les modeles possibles et celui
qui s’ajuste le mieux aux données expérimentales correspond au modéle de Michaelis-Menten avec inhibition com-
pétitive par le produit, le galactose:

vmax (S)

y =

(5) + Ks(l + iK—’;-’)

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 SiO; 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:

Vinar (S)

y =

(8) + K,<,-<l + %).)

e concept d’utilisation d’enzymes pour hydrolyser le

lactose n’est pas nouveau. L’enzyme, la P-galac-
tosidase (communément appelée lactase) a été identifiée et
caractérisée la lere fois en 1883 (Roberts et Pellenati, 1957).
Depuis lors, beaucoup de travaux ont été¢ accomplis con-
cernant ’hydrolyse du lactose, d’abord avec de I’enzyme
soluble (ou libre), puis a partir des années 70, avec de
Penzyme immobilisée (Weetall, 1976).

Les études antérieures sur la cinétique de I’hydrolyse
enzymatique du lactose ont fourni bon nombre de données
sur les parametres cinétiques tels que K,, (constante de
Michaelis-Menten), K; (constante d’inhibition du produit, le
galactose précisément) et V,,, (vitesse maximum de réac-
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 résultats étant donné que les conditions opératoires
sont différentes (pH, composition des réactifs, source d’en-
zymes). D'autre part, ces chercheurs n’ont utilisé que des
réacteurs fermés (Okos, 1975) ou des réacteurs a lit fixe de
type tubulaire (Weetall et al., 1979b) mais pratiquement
aucun n’a étudié la cinétique de cette réaction en écoulement
continu dans un réacteur agité de type réservoir. Pourtant, ce

"Institut National des Sciences Appliquées, Laboratoire de génie bio-
chimique, Avenue de Rangueil — 31077 Toulouse, Cedex, France.

type de réacteur offre plusieurs avantages pour une étude
cinétique:

en utilisant un panier contenant ’enzyme immo-
bilisée, on peut réduire considérablement les résistances de
transfert externe, en augmentant la vitesse de rotation du
panier;

— on n’a pas besoin d’intégrer le modele cinétique
comme dans le cas d'un réacteur tubulaire et les données
peuvent étre insérées directement dans le modéle et traitées
par les méthodes de régression linéaire.

Le principal but de cette étude est de trouver un modele
qui permette de représenter de fagon satisfaisante la ciné-
tique de I’hydrolyse du lactose en utilisant comme cata-
lyseur une enzyme provenant d’une souche d’Aspergillus
Niger immobilisée sur de la silice poreuse. La réaction a été
réalisée en écoulement continu dans un réacteur agité de
type réservoir pour une plage de température variant de 30°
a 50°C et pour une gamme de concentrations variant de 1%
a4 10% (poids/volume) en lactose.

Matériaux et méthodes opératoires

L’enzyme, la lactase L.P. (identique a la lactase de
Wallerstein), provenant d’une souche d’Aspergillus Niger,
a été obtenue de la société Rapidase. Le support catalytique,
constitué de billes de silice poreuses, a été fourni par Rhone
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Poulenc Industrie (SIGELAC). Le B-D-lactose venait de la
société Eastman.

1. PREPARATION DE LA LACTASE IMMOBILISEE

Les particules d’enzyme ont été immobilisées sur des
billes de silice poreuses, de 0.8 a 1.2 mm de diametre, d’une
porosité de 1050 A. Tout le support catalytique a été aminé
avec du y-aminopropyl-trimethoxysilane par une méthode
similaire a celle déja décrite (Weetall et Havewala, 1972).
L’enzyme a été ensuite fixée, par voie covalente, a I’aide du
glutaraldéhyde, sur ces billes aminées, méthode aussi dé-
crite dans le méme article.

TABLEAU |
Expressions des Inverses des Equations de Vitesse

Modéle 1 %= 1

Modele 2 +=_1 4+

K-‘L+ K. [P]

74

V. Vo Ve [§] Ve Kr, [S]
Modele 3 =g+ VK [Ls] ’ ITKV— % Kp[f:/]m
Mo d =gl g v vl [ R
Modele s 1 = vl * VK ﬁ "X [f’]
Modele 6 % = vin ;,1-:— é + % K,Kv %
N IO NP B 2
Modgle 8 % = v,lm * VL [l?] ¥ K;[ f/] Kp[j/].m * [KPKV * KPKV] [[% K"Il( K [[%2
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Figure 4 — Comparaison des vitesses prédites et expérimentales.

2. METHODE D’ANALYSE

Les réactifs utilisés pour analyser le glucose provenaient
de la compagnie Worthington (Statzyme 500). Le principe
d’analyse consiste 4 employer un systéme d’enzymes cou-
plées faisant intervenir I’oxydase et la peroxydase de glu-
cose pour la détermination du glucose (Trinder, 1969). Le
peroxyde ainsi obtenu par la décomposition du glucose par
I'oxydase de glucose est ensuite uni a un chromophore. Le
colorant ainsi formé a une absorbance maximum a 500 nm,
éliminant ainsi la nécessité d’une mesure dans les fré-
quences U.V..

Le lactose a été déterminé par chromatographie en phase
liquide & haute pression. L’acétonitrile et I'eau déminé-
ralisée ont été les solvants utilisés, dans des proportions
respectives de 80/20 (en % volume).

3. MONTAGE EXPERIMENTAL ET MODE OPERATOIRE

Le schéma du montage expérimental est présenté a la
Figure 1. Le réacteur en plexiglas, de forme cylindrique,
d’un volume de 450 cm’ a été usiné d’un seul bloc pour
assurer I’étanchéité. L’entrée de I’alimentation se fait au bas

du réacteur, tandis que la sortie est située en haut. Toutes les
parties qui sont susceptibles d’entrer en contact avec le
liquide sont soit en téflon, soit en acier inoxydable. L. agi-
tation dans le réacteur est assurée par un panier grillagé en
forme de croix dont I'axe est fixé a un moteur suspendu
au-dessus du couvercie du réacteur. Le catalyseur est con-
tenu dans les cages du panier. Ceci est illustré dans les
Figures 2 et 3.

Sous une pression d’azote d’environ 1.5 atmosphere, le
lactose préalablement préparé sort du réservoir d’ali-
mentation, passe a travers un rotametre pour entrer dans le
réacteur plongé dans un bain thermostaté. Une vanne micro-
métrique permet de régler le débit et on recueille I’échan-
tillon hydrolysé a la sortie du réacteur, une fois que les
conditions opératoires deviennent stables.

4. ETUDE HYDRODYNAMIQUE

Une étude hydrodynamique a d’abord été réalisée pour
évaluer les caractéristiques de mixtion du réacteur. Le colo-
rant, la rhodamine B, a été choisi comme traceur a cause de
sa couleur intense et sa passivité biologique. A une vitesse
optimale de rotation de 125 rpm, le réacteur posseéde un
comportement treés proche du cas d’un mélange parfait.

Etude cinétique
1. ETABLISSEMENT DU MECANISME GENERALISE

L’enzyme (-galactosidase catalyse 1’hydrolyse de la liai-
son B-glycopyranosique du lactose pour libérer du glucose
et du galactose.

B-galactosidase
B

Lactose glucose + galactose

Cette réaction est généralement considérée comme une
réaction en deux étapes ayant une constante de vitesse cata-
lytique k.,

— k_l
570k
E+S ES—— E+P +P,.... (1)
(rapide) (lente)
avec

[(P] = [P.] = [P]

Si on considére que le substrat S et les produits P, et P,
peuvent inhiber la réaction, le schéma suivant d’un mé-
canisme généralisé peut étre constuit (Siimer, 1978):

8'kca
'—'—|> SE+P1+P2
K
kcal
E+P +P,
K»,
€ ke

Est —>EP2+P|+P2

1
— Ks
B
SE SES
BK:
Ks, K, g
EP, E ES
Y Kp, a Kp,
v
EP,P, EP,
Y 1
a . KP| a . K:
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[E]LS]

[ES]

5

k= [ES][S]/[SES]

(@)

o K, = [E1[P;)/[EP)]

K, = [SE] [S]/[SES]

Y« KP, = [EP\] [P.]/[EP,P,]

Suivant ce schéma, les complexes SES et EP,S sont sup-
posés étre productifs. Les hypothéses qui permettent d’éla-
borer ce mécanisme généralisé sont:

1. le produit P, inhibe de fagon compétitive;

2. Tautre produit P, inhibe de fagon non compétitive;

3. le complexe EP, P, peut étre formé a partir des com-
plexes EP, et EP;

4. le substrat S peut jouer aussi un role d’inhibiteur;
I’existence d’un complexe non productif, SE, est aussi prise
en considération;

5. les équations sont correctes si k_, > k.,; autrement la
valeur de K, doit étre remplacée par la valeur de K,

K_kcal+kfl__K+" 2
W= KT 2)

Les dix constantes d’équilibre sont définies comme des
constantes de dissociation:

(see above)

2. MODELES CINETIQUES

Huit modeles ont été tirés du mécanisme généralisé.
Seules les expressions finales des équations de vitesse sont
données:

1) Pas d’inhibition

C’est le modele le plus simple de Michaelis-Menten.

L’équation de vitesse s’écrit:
— kca([EU][S] - vmax [S]
[S]+ Kk [S]+K

2) Inhibition compétitive par le produit P,
Vi [S]

[S]+K‘[l+%]

y =

3) Inhibition non compétitive par le produit P,

Vmux [S]

(P]y  [PILS]
K, ] 7%

y =

[S]+K,[l+

4) Inhibition compétitive par le produit P,, inhibition non

compétitive par le produit P, le complexe EP P, n’est pas
Jormé:

76

(

é) - K, = [EP,] [S]/[EP,S]

B- K. =[E][SV/ISE]

Ke, = [E][P\]/IEP]

Ky, = [ES] [P-]/EP,S]

(

1) - Kp, = [EP,] [P\)/[EP,P:)

o

vmnx [S]
v = [Pl [P] (PIls] 6)
S+ K |1+ =+ +——
LS+ K1+ i+ e | g
5) Inhibition “incompétitive” par le substrat §
Vﬂ\ilX[S
Vel @
[S]+K + 5T
B ¢

6) Inhibition “incompétitive” par le substrat S, inhibition
compétitive par le produit P,

v = VowlS1 (8)
[S]+Kx[1 +[K—f:]] +%

7) Inhibition par le substrat, inhibition compétitive par le
produit P, inhibition non compétitive par le produit P,

Pas de complexe EP, P,

_ Vinaa [S] (9)
[S]+K>"|il+£l(}'—:%+[1<_il] %+[P13£25] .

8) Méme type que dans le cas 7, mais le complexe EP| P, est
aussi formé:

b= Vo [$]
[S1+ K, [l + ng + % + K[:I]épl] + [Ki] + [PIEP[ES]
.............................. (10)

Les expressions des inverses des équations de vitesse sont
regroupées dans le Tableau 1.

3. CORRELATION DES DONNEES

Un programme de régression lin€aire multiple qui existe
dans la bibliotheque des programmes SPSS a été utilisé pour
déterminer le mécanisme de I’hydrolyse du lactose. Cha-
cune des équations hypothétiques de vitesse a été linéarisée
par rapport aux parameétres cinétiques; on en vérifie ensuite
I’ajustement par rapport aux données expérimentales a cha-
que température.

Pour étre retenus tous les paramétres cinétiques du mode-
le doivent étre positifs et ce, aprés avoir tenu compte de la
déviation standard. Le manque d’ajustement du modele aux
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TABLEAU 2

Discrimination des Modgles Suivant les Signes des Paramétres B

TC B, B,

B B: B. B

B, Modele Remarque

30
40
50

30
40
50

30
40
50

30
40
50

30
40
50

30
40
50

30
40
50

30
40
50

+4++ 4+ A+ A+ A+ A 4+ 4+ o+

+4++ +++ A+ A A A+ A+

+

+ +
P
+++ ++ o+

+++ 4+ o+
+ 4+ 4+ o+ 4+
+ 4+ 4+ o+ ++

[

1 Accepté

3]

Accepté

3 Rejeté

4 Rejeté

5 Rejeté

6 Rejeté

7 Rejeté

Rejeté

TABLEAU 3

Estimation des Paramétres

Modele |

Température °C

Paramétre (3,

Déviation standard

30 B, = 53.8

B, = 3421.8 302.5
40 B, = 41.6

B, = 2303.4 130.4
50 B, = 29.7

B, = 17249 115.0

TABLEAU 4

Estimation des Parametres

Modele 2

Température °C

Paramétre [,

Déviation standard

30

40

50

B, =29.8
B, = 1598.4
B, = 498.3
By, = 27.5
B, = 207.0
B() = 191
B, = 1021.2
B, = 108.0

275.8
66.2

98.0
16.9

119.4
15.9

données (test F), sera une condition de rejet.
Une équation linéaire généralisée a pu étre déduite du

Tableau 1:
1_ | K, 1 k, [P}, [P]
- = + — 4+ -—
v Vmux Vm.xx [S] KP] vmax [S] KP_» Vmax
K, m [S] K, @ (1)
KPZ Vmax [S] K; Vmax KP, KPZ [S] ......

dont la forme est;

Y =08+ BiX + B2 Xy + BaXy' + BuX,

FBsXs + BoXo oo (12)
avec
| K;
B() N Vmax B4 - KP Vou
K, 1
b=y Bs = kv,
K, K,
BZ - KP, Vmux Bﬁ B KPlKP3
_ 1
BJ B KPZ vmax

Ce qui nous permet, d’aprés les résultats du programme
de régression linéaire multiple, de discriminer les modgles
cinétiques suivant les signes des parameétres Bi ainsi que
I'amplitude de la déviation standard (Cf. Tableaux 2 a 4).

4. ANALYSE DES RESULTATS

D’aprés I'analyse des résultats par la méthode de ré-
gression linéaire, I’ajustement des huit modeles résulte par
une ou plusieurs constantes négatives excepté dans les deux
premiers modeles (modéles 1 et 2). Les intervalles de con-
fiance estimée pour chaque paramétre cinétique des modéles
3,4,5,6,7et 8 n’incluent pas le zéro au niveau des 95%
(£2 X déviation standard) aux trois températures. Ainsi, on
peut conclure que les constantes négatives estimées sont
différentes de zéro de fagon significative. Ce qui nous a
conduit a rejeter ces six derniers modeles.

Pour les modeles 1 et 2, deux critéres permettent de
déterminer les qualités d’ajustement.

i) Le degré de corrélation des paramétres, R?, qui repré-
sente la précision de la prédiction.

N
> (i — 3

il=vl
2 (=)

D’apres les résultats obtenus, le degré de corrélation du
modele 2 a toujours été supérieur a celui du modele 1 a
toutes les températures.

ii) Le manque d’ajustement (test F). Un test du manque
d’ajustement pour les deux modéeles 1 et 2 a été mené en
comparant le carré moyen du manque d’ajustement § 7 avec
la variance de I’erreur pure Se’. D’aprés I'analyse de la
variance, le test F a montré qu’il existe un manque d’ajuste-
ment trés significatif pour le modele 1 au niveau de 95%.

Par conséquent, a partir de I’analyse statistique des don-
nées, on peut conclure que le modele 2 est le modele le plus
probable pour représenter la réaction d’hydrolyse du lactose
en glucose et galactose par de la § — galactosidase fixée sur
de la silice dans la gamme de température comprise entre
30° et 50°C.

Les valeurs des parameétres cinétiques déduites du modéele
2 sont compilées dans le Tableau 5.

Les vitesses calculées & partir du modele 2 sont ensuite
comparées avec les valeurs expérimentales et portées sur les
graphiques (Cf. Figure 4) pour différentes températures. La
constante de vitesse k., semble obéir a la loi d’ Arrhénius et
s'exprime en fonction de la température par la relation:

2 SCfég _
=35,
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TABLEAU 5
Estimation des Paramétres Cinétiques du Modele 2

Vmax Vmax*
K, Kp, mmol min"'+ g mmol *min~'-g ™'
T°C mmol/L mmol/L K,/Ks, (support) (enzyme)
30 53.576 3.207 16.70 0.03352 1.926
40 51.918 5.53 9.39 0.04205 2.417
50 53.344 9.457 5.64 0.0522 3.00
* Valeurs calculées en se basant sur la quantité d’enzyme fixée par gramme de support: 0.0174 g enzyme/g
support.
E, PRI
Inkey = — RT - %% .................. (14) silice, nous sommes arrivés a un rapport K,/Kp = 16.70.
Quoique I'inhibition par le galactose soit un peu moins
avec importante dans la présente étude, nous pouvons constater

E, = 17.98 kJ/mol

5. Discussion

Si on compare les modéles 1 et 2, on peut constater que
la constante de dissociation K, dans le cas du modele 2 est
apparemment augmentée d’un facteur de (I + [P]/Kp).

A partir du Tableau 5, il apparait que:

— la constante de dissociation K reste pratiquement con-
stante lorsque la température varie, K| étant la mesure de la
quantité d’enzyme liée au substrat § sous une forme ou une
autre. Cette quantité d’enzyme reste fixe quelles que soient
les conditions de température.

— la constante d’inhibition K, semble augmenter avec
la température selon la loi d’Arrhénius. Elle s’exprime en
fonction de la température par la relation:

In K. =f(%) ............................. (15)

— la vitesse maximale, V,,,, augmente aussi avec la
température. Autrement dit, l'activité enzymatique varie
avec la température.

On peut voir que lorsque la température augmente, 1’in-
hibition par le galactose devient moins importante. Une
facon de montrer I'importance de I'inhibition est de com-
parer les rapports K./K, . A 30°C, ce rapport K,/Kp, a pour
valeur 16.70, alors qu’a 40°C, K,/Kp, passe a 9.39 et enfin
a50°C, K,/Kp, = 5.64. Par conséquent, plus la température
augmente, plus le rapport K,/Kp diminue et moins I'in-
hibition est grande.

A titre de comparaison, (Hourigan, 1976) a trouvé un
rapport K,/K, = 13.5 en utilisant du lait écrémé comme
substrat (50°C, pH 6.5). Pour une méme température (50°C,
pH 4.5), nous arrivons a un K,/K,, = 5.64. D'un autre c6té,
(Paruchuri, 1976) obtient une valeur de K,/Kp, = 22.65 a
30°C, pH 4.3 avec du lactose reconstitué comme substrat,
I'enzyme utilisée €tant la lactase d’une souche d’ Aspergillus
niger, immobilisée sur de 1’'alumine. Avec des conditions
similaires, sauf que le support dans notre cas a été de la

lactose

enzyme
galactose1 l, Kp,

(galactose-enzyme)

qu’en dépit de conditions différentes (lactose soluble ou
immobilisée, différents tampons, différents substrats, dif-
férents types de réacteurs), si nous utilisons la méme souche
de lactase et si nous travaillons au méme pH, nous devrions
arriver a des résultats comparables.

— la linéarité de la droite d’Arrhénius montre que la
constante de vitesse k., obéit a la loi d’ Arrhénius et confirme
encore une fois la cinétique de la réaction.

— lactivité enzymatique a été préservée apres 80 jours
de fonctionnement. Une expérience témoin a été réalisée a
intervalle régulier durant cette période pour vérifier ce fait.
Okos (1975) a démontré que I’enzyme immobilisée pouvait
retenir pratiquement toute son activité apres 120 jours de
fohctionnement continuel.

Conclusions

1) La cinétique de I’hydrolyse du lactose par la lactase,
provenant d’une souche d’Aspergillus Niger, immobilisée
sur de la silice peut étre représentée par I’équation de vitesse
suivante:

(see below)

Cette réaction qui est fortement inhibée par un des deux
produits formés, la galactose, obéit a I’équation de
Michaelis-Menten. .

2) Les méthodes expérimentales utilisées dans cette
étude permettent de travailler dans des conditions pratique-
ment isothermiques. L’utilisation combinée des techniques
de chromatographie liquide & haute pression (HPLC) et en-
zymatique (Statzyme 500) rendent possible une analyse pré-
cise des produits de la réaction. L’utilisation d’un réacteur
agité de type réservoir muni d’un agitateur a panier permet
d’éliminer les effets de transfert de masse et de gradient de
température. L’utilisation d’un support relativement peu
poreux minimise les effets de diffusion interne qui au-
trement pourraient masquer la cinétique réelle de la réaction.

3) Les techniques de régression linéaire s’averent suf-
fisantes pour analyser les résultats expérimentaux et permet-
tent de déduire tous les paramétres cinétiques.

ke,
(lactose-enzyme) ———>» enzyme + glucose + galactose
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Nomenclature

[Eo] = concentration totale de I’enzyme, g(enzyme)/g(support)

[E] = concentration de I'enzyme, g(enzyme)/g(support)

E, = ¢énergic d’activation, kJ/mol

k, = constante de vitesse de réaction, min™’

k-, = constante de vitesse de la réaction inverse, min”"'

ke = constante de vitesse catalytique, mmol-min'-g”'
(enzyme)

K, = constante de Michaelis-Menten, mmol/L

Kp, = constante d’inhibition du produit P,, mmol/L

Kp, = constante d’inhibition du produit P,, mmol/L

K, = constante d’association du substrat, mmol/L

K. = constante d’association du complexe ES, mmol/L

[S] = concentration du substrat, mmol/L

SC.; = somme des carrés des résidus prédits par le modéle

SZCexp = somme des carrés des résidus observés

S, carré moyen du manque d’ajustement

§. = variance de I'erreur pure

v = vitesse de réaction, mmol -min"'-g~" (catalyseur)

Vman = vitesse maximum de réaction, mmol-min~'-g~"' (cata-
lyseur)
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