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INTRODUCTION 

-.- Au cours de la dernière période, nous avons pu cons- 

tater un certain regain d'intérêt pour la technologie enzymatique, 

ce qui peut s'expliquer pour deux raisons. 

Tout d'abord, les enzymes sont des catalyseurs. A ce 

titre, ils ne sont pas principalement des produits, mais des par- 

ties de procédés. Or, il est plus facile de modifier, d'améliorer 

un procédé que de créer un nouveau produit. 

Ensuite, les enzymes sont des protéïnes et on peut 

donc utiliser les techniques du génie génétique pour les améliorer 

et les produire. Génie enzymatique et génie génétique ne sont pas 

contradictoires, mais complémentaires. 

INTERET DE L'IMMOBILISATION 

Si le génie enzymatique fait appel aux enzymes, c'est 

sous forme immobilisée. L'immobilisation, qu'elle soit d'enzymes, 

d'organelles ou de cellules, n'est pas un but en soi. C'est un outil 

qui peut être utilisé à des fins fondamentales ou appliquées parce 

qu'il procure certains avantages. Quels sont ces avantages (3) ? 
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1 . Stabilisation des activités 

En réduisant la mobilité de la chaîne polypeptique, 

on stabilise l'activité vis-à-vis de la chaleur, on la protège 

des enzymes protéolytiques (4). Associée à un milieu contenant 

peu d'eau, l'immobilisation donne en général de bons résultats. 

La modification des protéïnes par génie génétique demandera beau- 

coup de temps avant de produire, de manière aussi générale, des 

résultats équivalents. 

2. Travail en réacteur 

L'immobilisation d'un enzyme permet son chargement 

dans un réacteurquelqu'en soit le type: lit fixe, lit fluidisé, 

continuellement agité. Ceci autorise le passage d'une production 

discontinue 'à une production continue, permet le contrôle par des 

moyens automatiques (5). 

3. Absence de contamination 

Les enzymes immobilisés ne se retrouvent plus dans 

le produit final, ce qui est important pour les industries phar- 

maceutique et agro-alimentaire où le contrôle de la qualité des 

produits est important. 

4. Microenvironnement 

A l'inverse de la solution où le transport du(es) 

substrat(s) et du(es) produit(s) est assure essentiellement par 

l'agitation, le milieu qui entoure l'enzyme immobilisé régit le 

transport des solutés uniquement par diffusion. Ceci entraîne la 

formation de gradients de concentration entre le coeur du support 

et la solution. Le microenvironnement qui baigne l'enzyme peut 

üinsi iitre notablement différent de la solution (pH, concentration ' 

en inhibiteur, etc... ) et moduler en conséquence l'activité enzy- 

matique (3, 6, 7). 
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5 . S.,rstèmes multienzvmaticues 

En rapprochant les sites actifs enzymatiques, c:? 

augmentant la concentration locale du produit d'un enzyme, SU~I- 

strat de l'enzyme suivant, l'immobilisation augmente considhrab- 

lement l'efficacité des systèmes multienzymatiques (8, 9). 

6. Analyse quantitative 

Immobilisés i la surface d'électrodes, les enzymes 

confèrent à celles-ci la spécificité qui leur manque. Sur ce 
. a-4- 

principe, a été conçu dans notre laboratoire un appareil pouvant 

mesurer une douzaine de paramètres (glucose, saccharose, éthanol, 

cholestérol, etc...) dans différents milieux (sang total, milieux 

de culture) (10-13). Il est ainsi possible de suivre en continu la 

concentration d'un produit intéressant dans un fermenteur par exem- 

ple. 

7:Conditions asymétriques - 

Quand il est immobilisé en membrane, l'enzyme peut 

être soumis, à des conditions asymétriques (3, 14, 15). On peut 
ainsi voir apparaître des phénomènes nouveaux. IJne différence de 

potentiel se forme aux bornes d'une membrane contenant de l'acé- 

tylcholinestérase dont une seule face est au contact d'une solu- 

tion d'acétylcholine. On a alors transformation d'une information 

chimique en une information électrique (16, 17). Un gradient de 

pK de part et d'autre d'une membrane peut s'amplifier quanà cer- 

taines activités sont immobilisées. Une membrane asymétrique peut 

effectuer un transport actif même si les conditions sur chacune 

de ses faces sont identiques (3). 

8. Propriétés qualitativement nouvelles 

Dans des conditions convenables, on peut faire ap- 

paraître des boucles d'hystérésis, des oscillations, ou provoquer 

une structuration (3, 16 - 20). 
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TECHNOLCGIE E?JZYMATI@bT DE SECONDE GENERATICN 

Après la Premiere génération qui'faisait appel j des 

activités simples (hydrolases, isom<rases) donnant des produits a 

faible valeur ajoutée, la seconde génération met en oeuvre des ac- 

tivités plus complexes et aboutit a des produits de haute valeur 

ajoutée. 

tériser. 

Nous développerons six points pour mieux la carac- \ 
..- . 

1. Régénération des cofacteurs - 

De nombreux enzymes nécessitent des cosubstrats pour 

transformer leur substrat principal. Les cofacteurs pyridiniques 

(NAD, NADP) sont les plus répandus. Etant donné le prix de ces sub- 

stances, il est absolument hors de question de les utiliser de maniè- 

re stoechiométrique lors d'une fabrication industrielle. Il faut 

donc les régénérer. Trois méthodes sont possibles: 

a. Régénération enzymatique 

Elle fait appel à un deuxième enzyme qui effectue la 

transformation inverse du premier enzyme en ce qui concerne le NAD 

(PI (21,221. La production du produit principal est accompagnée de 

la transformation d'un deuxième substrat en produit secondaire. 

L'enzyme utilisé peut être une NAD oxydase qui trans- 

fère les électrons a l'oxygène. Ici, le bilan global de la réaction 

est l'oxydation du substrat par l'oxygène, ce qui est économiquement 

beaucoup plus rentable. 

kI . Régénération chimique 

Le cofacteur réduit transmet cette fois ses électrons 

à l'oxygtine par l'intermédiaire d'un transporteur, le PMS (ou phéna- 

zine méthosulfate). Comme précédemment, cela revient à utiliser 
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l'oxygcne au lieu du NAD comme cofacteur de la réaction (23). 

Malheureusement, si on sait jusqu'j présent oxyder 

tic la sorte un substrat, on ne connaît pas de technique simple de 

recyclage du cofacteur aboutissant 2 une réduction du substrat. 

C. Régénération électrochimiyue 

Elle présente plusieurs avantages (24): 

- pouvoir effectuer au choix oxydation ou réduction du cofacteur, 

!;ans introduire de molécules -- _ contaminantes (PFlS par exeliple), 

- le coût de l'électricité est très faible comparé à celui de:; 

cofacteurs, 

- enfin, cette technique permet d'ouvrir au sens thermodynamique 

un réacteur sans créer de problème de transfert de masse. 

2. Milieux peu hydratés 

Ils sont d'abord importants parce que répandus dans 

le domaine agro-alimentaire (biscuits, pâtes, sirops, etc... où 

des enzymes peuvent continuer j agir). . 

Ensuite, le solvant aqueux peut être remplacé l)ar 

un solvant organique ou un mélange solvant-eau, car l'immobilisa- 

tion stabilise les enzymes dans ces milieux. Ceci permet de trans- 

former des substrats peu solubles dans l'eau, stéroïdes par exem- 

ple (25). L'utilisation d'enzymes lors de synthèses organiques 

pourrait aussi être envisagée. 

Enfin, le remplacement de l'eau par un solvant 

organique permet de faire travailler des hydrolases en sens inverse. 

Il faut en effet se souvenir que le sens d'une réaction ne dépend 

pas du catalyseur, l'enzyme par exemple, mais des produits de la 

réaction et de leurs concentrations respectives, en vertu de la loi 

d'action de masse. Dans une solution aqueuse, la concentration en 

eau est supérieure b 55 M, ce qui est considérable. Cette forte 

. 
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~~(.n::entration fait travailler les hydrolases dans le sens de l'hy- 

irJlysc. Si on diminue la concentration en eau, on peut faire tra- 

vailler les hydrolases dans le sens de la synthèse, synthèse de 

peptides par les protéases et peptidases, synthèse d'esters ou 

transcsterification par les estérases. Si les produits de la réac- 

tion d'hydrolyse possèdent une faible valeur ajoutée, les produits 

de la réaction inverse contiennent une forte valeur ajoutée. 

3. Stabilité fonctionnelle 

Alors que la-c-tabilité thermique des enzymes est 

étudiée depuis longtemps, nous avons pu mettre en évicience au 

laboratoire un nouveau type de stabilité (26). En effet, il est 

apparu dans Ce nombreux cas que la perte d'activité de l'enzyme 

était liée ; la qualité de substrat déjà transformé. 

Spécifiquement, chaque molécule de glucose-oxydase 

peut en moyenne transformer 107 molécules de glucose. Dans ce cas 

comme Clans d'autres, l'inactivation de l'enzyme est liée 5 la 

formation d'espèces activées de l'oxygène au cours du cycle cata- 

lytique (27). ~a co-immobilisation d'enzymes détruisant ces molé- 

cules (catalase, superoxyde dismutase) peut contribuer 5 prolonger 

la ÜurEle de vie de l'activité enzymatique. 

Au point de vue économique, ce qui compte n'est pas 

l'activité intrinsèque immobilisée mais la quantité de produit 

qu'on pourra obtenir a partir d'une quantité d'enzyme, c'est-i- 

dire d'un investissement. 

4. Nouvelles sources d'énergie 

De nombreuses réactions enzymatiques nécessitent 

de l'énergie, le plus souvent sous forme d'ATP, pour leur déroule- 

ment. Comme il est économiquement hors de question d'utiliser 

stoechiométriquement l'ATP, il faut trouver une source d'énergie 

et un moyen pour recycler 1'ADP. 
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NOUS avons essaye au laboratoire divers systbmer 

photosynthétiques dans ce but. Les chloroplas:-es extraits de lai-- 

tues et les thylakoïdes isolés de ceux-li n'o!..t pas répondu à 

notre attente, quoique tous deux soient stabilises après immobi- 

lisation (26). 

Nous nous sommes alors tournés vers les bactéries 

photclsynthétiques. L'isolement de membranes ph!otosynthétiques de 

Rkodopaeudomonaa capaulata permet de transfor.mer la lumière 

électrique en énergie biochimiquement utilisable (28). Cette 

utilisation de l'énergie électrique, qui permet de remplacer des 

molécules très coûteuses, est extrêmement rentable. 

c a. Nouvelles activités catalytiques 

Le développement de l'utilisation de la technologie 

enzymatique passe aussi par la découverte de riouvelles activités 

enzymatiques. 

La première voie est le criblac:e a partir de nouvel- 

les souches de microorganismes. Les Japonais c>nt beaucoup développé 

ce dclmaine. 

La deuxieme voie est la modification des propriétés 

apparentes de l'enzyme: utilisation d'un milit?u peu hydraté pour 

faire travailler les hydrolases dans le sens Ge la synthese par 

exemple. 

On peut enfin utiliser les proy,>riétés enzymatiques 

de protéïnes qui ne fonctionnent pas dans la rlature comme des en- 

zymes. L'hémojlobine, bovine f’J1 particulier, l'ossède, grâce à ces 

noyaux hc?mes, des propriétés hydroxylantes cornme cela a été démon- 

tré tians notre laboratoire (29 , 30). 

A l'avenir, le génie génétique pourra créer de nou- 

velles enzymes à partir de celles qui sont Cor>nues. Cependant, il 
faudra auparavant faire de grands progrks dan:- les domaines de la 
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structure protéïyue tridimensionncllt , de 1s prédiction de c.ett+ 

structure a partir de l'enchaînement ue:: acides aminés, cïu fonc- 

tionnement précis du site actif des enzymes. 

6. Immobilisation de cellules entières - 

Les cellules entières, quoique plus fragiles que les 

enzymes individuelles vis-a-vis ires réactifs chimiques, peuvent être 

immobilisées très facilement par inclusion grâce à leur taille (31). 

Nous avons ainsi constate que les cellules immobili- 

sées ont un comportement différent de celui des cellules libres. 

- Des bactéries E. cadi ne perdent pas leur plasmide alors que 

c'eit le cas dans un fermenteur classique (32). 

- Des algues EugLG!na g/tacilia ne perdent pas, immobilisées, leurs 

casacités photosynthétiques quand elles sont stockées dans l'ob- 

scurité (33). 

C'est ici qu'il faut se rappeler que les "cellules 

libres" sont une invention de laboratoire qui n'existe pas dans la 

nature . Les microorganismes sont toujours liés a un support miné- 

ral, animal ou végétal. Les cellules animales et végétales sont 

groupées en tissus très organisés. En particulier, la matrice extra- 

cellulaire régule les fonctions des cellules animales. Au cours de 

l'embryogénèse, certaines cellules perdent leur adhésion ; cette 

matrice pour pouvoir migrer et contribuer à la formation de certains 

organes. Les cellules sanguines perdent aussi leur adhérence L cette 

matrice, au cours de leur maturation, pour passer dans le sang. 

Enfin, les cellules cancéreuses forment par ce moyen des métastases. 
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APPLICATIONS MEDICALES 

Le traitement des déficiences enzymatiques avec 

surcharge lysosomale implique l'utilisation d'un vecteur pour 

guider l'enzyme jusqu'à la cellule cible et l'y faire pénétrer. 

En utilisant un enzyme facile a modifier chimique- 

ment, 2 répérer histologiquement et à doser dans le sang, nous 

avons étudié deux vecteurs différents, le mannose et le galactose 

(34) l 

Le mannose permet de diriyë-r l'enzyme vers les 

phagocytes mononuclées (cellules de Küpffer du foie, macrophages 

spléniques, pulmonaires, etc...). En dehors des maladies héridi- 

taires, ce vecteur pourrait également servir au traitement des 

maladies infectieuses ou parasitaires où l'agent pathogène survit 

ou se multiplie après phagocytose. 

Le galactose entraîne une capture très rapide de 

l'enzyme par les hépatocytes. 

CONCLUSION 

La technologie enzymatique est riche en potentia- 

lités dont trop peu sont exploitées jusqu'; présent. Du temps 

sera nécessaire pour faire passer jusqu'à l'industrie les tech- 

niques mises au point dans les laboratoires de recherche. 
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