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Dans la présente invention, le terme “aspartate
décarbgxylase " indique l'acide L-aspartigue dﬁ-décar—
boxylase (classification des enzymes N° 4-1-1-12),

Divers procédés de production de L-alanine par la
réaction enzymatique de l'asparitate décarboxyliase avec
ltacide L-aspartique ou ses sels sont connus. Par exemple,
ia L=-alanine peut &tre préparée en mettant en culture un
micro-ciganisme produisant lracide L-aspartique carboxylase
dans un milieu nutritif et em faisant réagir le bouillon de
culture avec l'acide L-aspartique (publication du brevet
japonais N°® 7560/1971). Alternativement , la L-~alanine
peut &tre préparée soit en faisant réagir des cellules
entidres contenant 1'activité de ltagpartate décarboxylase
avec du L-aspartate ou en extrayant l'enzyme (par exemple
voir Biochimica et Biophisica Acta , volume &7 (1963)) et
en faisant réagir avec du L-aspariate. Cependant, la
L-alanine produite selon ces procédés est inévitablement
contaminée de l'enzyme , des cellules microbiennes, des
sources d'aliment du milieu et/ou de protéines. En consé-
quence, afin de préparer de la L-alanine de haute pureté,
des étapes supplémentaires sont requises pour retirer
1l'enzyme et d'autres agents contaminants de la réaction.
Fréquemment, quand la réaction est terminée, on fait
bouillir la solution de la réaction et/ou on llacidifie
pour précipiter l'enzyme ou le micro-wganisme et le
prédpité est retiré par filtration. Ainsi, l'enzyme ou le
micro-organisme ne peut &tre utilisé qu'une fois et doit
&tre jeté.

Pour surmonter les inconvénients ci-dessus, l'encapsu-
lation des micro-aganismes produisant l'aspartate décarboxy-
lase dans des véhicules polymériques a été suggérée. On
peut se référer au brevet U.S. N° 3 898 128 qui décrit
l'encapsulation dans des membranes de polyacrylamide semi-
perméables. On peut également voir le brevet U.S. N°
3 458 400 décrivant la conversion enzymatique de l'acide
L-agpartique en L-alanine en utilisant Pseudomonas dacunhae
ou Achromobacter pestifer, comme sources de l'aspartate
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décarboxylase.
Liencapsulation de mico-organismes dans des mousses
de polyuréthane hydrephile a également 8té suggérde. On
peut voir le brevet U.S. N° 3 905 923 (Kiug) et la
de brevet U.S. H° 363 488 (dépozde 1o 21 Mai 1973,

de Louls L. Wood et sutres inmtitulde "Preparaticn and Use

=

of Enzymes Bound o lylﬂcb%ﬂwe” Ia lisison Ges enzymes
au polyuréthane est également déecwite dans le brevet U.S,
3 872 955 (Stanley)g en particulicr & la coloune 5,
dignes 27-35. Des polyméres hy@r@@a‘<=§ ows égalenemt été
utilisés comme véhiecuwles pour des produi’ss chimiques,
comprenant des bactériostats et des fomgicides. On pout se
référer an trevet U.8, N° 3 975 350 (Hudgin. On sail
également lmmobiliser des eellules bactéricnnes doms des
polyuréthanes hydrophobes. Velr 1'axowmple & du breveb
britaveique N° 953 414, L'imwobilisation d'un grend nombre
dlenzynes dans des pelyuréthanes hy@rg@mil@s est également
décrite dans la demande de brovet U.S. ¥ 249 999 (Hartdegen
et autires) déposée le 9 Novembre 1977 et intitulde
#Tmmobilized Bilological Material®,

Dlaytres réfdrences d!'intérdt comprenncnt Sonomeoteo
et autres (Agric, Biol. Chem., 44(5), 1119-1126, 1980) ol
des conversiong de stéroides sont accemplies en ubilisant
des cellules bactériennes piégées dams des polyuréthanes
préparés & partir de prépolyméres dluvéthane., Fukui et
autres (Biochimie, 1980, 62, 381-386) décrivent 1'utilisa-
tion d'emzymes immobilisés dems des prépolyméres phétsm
réticulables et des prépolyméres d'urdéthane pour préparer
des L-aminoacides . L'immobilisation de celluvles bactérien—
nes en whilisant des prépolyméres d'uréthane est dgelement
décrite. A une vécente "Gordon Research Conference®(11=15
Aot 1980), l'immobilisation des cellules ewbidres (par
exemple E., Coli produites génétiquement contenant de .
grandes quantités de péndecilline amidase) en utilismtdes
prépolyméres d'uréthane a été discutée. Les systdmes de
biotransformation ont également été mentionnds comme
"sous-évaluation® pour la préparation de la L-zérivne et
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du L-tryptophane. :

La présente invention concerne une mousse de polyéther
polyuréthane hydrophile ol au moins 50% en moles des unités
d'oxyde d'alcoyléne dans les segments de polyéther du
polyuréthane sont de l'oxyde d'éthyléne, un micro-oxganisme
produisant l'aspartate décarboxylase étant immobilisé dans
cette mousse ..La présente invention concerne également un
procédé de préparation de la mousse ainsi qu'un procédé
d'utilisation de la mousse pour produire de la L-alanine,

De préférence, les segments de polyéther de la mousse
contiennent au moins 90% en moles d'unités d'oxyde d'éthylére,
Selon la quantité de l'agent réticulant employé, la mousse
peut &tre soit rigide ou flexible. En se basant sur le
poids sec du micro-arganisme employé, le rapport pondéral
du polymére de polyuréthane awxmiqo-organismes dans la
mousse est de l'ordre de 1:10a 10:1, et de préférence de
l'ordre de 231 & 4:1. Avant le mélange de la culture avec
le prépolymere, le poids sec des micro-orgenismes dans la
culture peut &tre déterminé par évaporation de la culture
a4 siccité & une température appropriée telle que 50°C.
Ensuite, lors du mélange d'une culture semblable avec le
prépolymére, on a trouvé que 10 & 90% des microorganismes
éert immobilisés dans la mousse.

Dans des mousses fraichement préparées, on a observé
un certain enlévement des cellules par lavage, généralement
moins d'environ 25% en poids de la culture. En général,
l'enlévement par lavage augmente tandls que la charge de la
culture augmente. De méme, pendant le mélange, si des
"amas" sont présents dans le mélange du fait d'un mélange
incomplet, la quantité d'enldvement par lavage est accrue.
Par le terme "immobilisation® ; on indique que les micro-
organismes sont retenus dans la mousse plutdt que d'en &tre
lixiviés lors d'un contact avec l'eau ou une solution’
aqueuse d'un substrat. On pense que les micro-organismes
sont encapsulés dans la mousse'pour accoumplir 1l'immobili-
sation. I1 est également probable que pendant le processus
de formation de mousse, une liaison se produit entre les
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groupes isocyanates du prépolymére et les groupes a la
surface des micro-organismes, clest-a-dire les groupes
amino.

Les mousses sont préparées en mélangeant une culture
du micro-orgenisme produisant l'aspartate décarboxylase
directement avec un prépolymére d'uréthane en présence de
suffisamment d'eau pour favoriser la formation de mousse.
Traditionnellement, l'eau est portée dans la culture, en
effet les cultures appropriées contiemnent généralement
de l'ordre de 10 & 90% en poids d'eau, la tencur en eau de
la culture particulidre étant déterminée par évaporation
d'un échantillon de la culture & siccité comme on l'a
décrit ci~dessus. Grace a la présence d'eau, le prépolymére -
subit la formation de mousse et simultanément les micro-
organismes sont immobilisés dems la mousse., Pour optimiser
1timmobilisation, le pH de la culture agueuse est compris
entre 3 et euviron 11 et de préférence il est supérieur
3 7. Pendant l'immobilisation, le rapport pondéral du
prépolymére/eau est généralement compris entre 2:1 et 1:2
et de préférence entre 3:2 et 2:3, cette eau ¢tant amende
par la culture ou par la combinaison de la culture et de
lteau ajoutée avant ou pendant le mélange.

A la suite du mélangs, la réaction de formation de
mousse est généralement complétée en 5 & 10 minutes et
la mousse est durcie & sa forme finale rigide ou flexible
en 5 & 10 minutes supplémentaires. Cependant, avec des
masses importantes de mousse, il est concevable que les
temps pour la formation de mousse et le durcissement soient
considérablement étendus. ' '

Les micro-organismes qui produisent l'aspartate décar-
boxylase qui sont appropriés & une utilisation dans la
présente invention comprennent, sans limitation, les souches
de ce qui suit :

Alcaligenes faecalis

Pseudomonas dacunhae

Clostridium perfrigines

Nocaradia globurela
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Desulfovibrio desulfuricans

Achromobacter pestifer.

Tous les micro-arganismes cl-dessus sont publiquement
disponibles en ces lisux de culture et les souches produisant
1'aspartate décarboxylase peuvent &tre déterminées en
consultant un catalogue tel que le catalogue ATCC. Cependant,
on notera que la présernte invention n'est pas limitée a
1tutilisation de ces micro-organismes spécifiques, mais
comprend dans son cadre, l'utilisation de tous les micro-
organismes produisant l‘'aspartate décarboxylase.

La L-alanine peut &tre préparée en mettant la mousse
en contact avec l'acide Le-aspartigue.En général, l'acide
L-aspartique est employé sous la forme d'une solution
aqueuse a 0,1 & 1,5 molaire ayant un pH de 3 a 7. On peut
employer, selon la nécessité, pour cbbenir le pH approprié,
de 1'ammoniaque/acide phosphorique et autres matériaux.

La mousse du micro-organisme immoblilisé est mise en
contact avec la solution du substmt, et le mélange est
incubé & une température de 15 & 60°C tout en agitant,
jusqu'a ce que la réaction soit terminde. Quand la réaction
est terminée, la mousse est séparée et peut &tre stockée
sous réfrigération pour un usage subséquent. La L-alanine
est récupérée du substrat par des procédés traditionnels.
Alternativement, la réaction enzymatique peut ¢tre accomplie
par un procédé em colonne, par exemple sur une base continue.
Par exemple, la mousse est introduite dans une colonne a
une densité suffisante pour rester perméable a 1l'écoulement
du substrat. La solution du substrat, ayant un pH de 3 & 7
et contenant l'acide L-aspartique, passe a une température
de 15 & 60°C et &4 un débit approprié. Une solution agueuse
contenant de la L-alanine est obtenue comme effluent. Cette
solution peut &tre remise en circulation si on le souhaite,
La L-alanine peut &tre libérée de la solution comme cela est
décrit & l'exemple 4. Les prépolyméres d'uréthane utiles
pour préparer la mousse de polyuréthane sont préparés en
coiffant un polyoxyalcoyléne polyol avec un excés d'un
polyisocyanate, tel que du diisocyanate de toluéne., Avant
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nolgol et la faacti@nmgli é 1’im@@j
1la suite déu coiffage est de 2 & emvivemn &, 8L ¢s8 BEUESED
sont fermées & partir de prépolyméres ;
nalité d'isocyanate de llswdre de 2, ls produlv régilizant
est ezsentiellement lindaive et m'a ; Sohikye

3 la tracticn aussi imporiante gue
conséquence, e teneur en hydw
molécule est souhaitde, Cela paul &
des mélanges de diols avee des tricls ou auires ILoLT3is
de foncthionnalitéd supdricure, ou des irisls ou zuires
polyols dlordre supérleur, en 2 e
coiffés avec des di=- gu polyl
On peut citer comme @XCEEEES i) yalﬁ@!
(z Poiffew des polyisocyamates), (A) des |
lement lindaires formés pay exemple DA Tas
Féthyldne avee de 1l'éthyléne glycol serns lmitiatsy
Dez uélanZes dloxyde d'éthyléme aves diawer
dtalcoyliéne peuvent &tre cmployés tamt gus
molaire de lloxyde d¥thyléne est 4'am seln
polyéthers lindaires sont des mélemges
avec par exemple de l'oxyde de propylins
peut &tre soit siatistigmou séquenecéd et
nales peuvent &tre de 1lloxyéthyline ou
La seconde classe de polyols (B) compwm
foncticnnalits hydroxyle de 3 ou pl&-o
sont couramment formés pay rdaction dfexy
avec un initiateur polyfonctiecansl tel
propane, le pentadrythritol et autres. @
polyol B, ltoxyde d'aleoyldne utiliséd peut &tre de 1t exyrde
dtéthyléne ou des mélanges d'oxyde d'ath“e we avee &'autres
oxydes d'alcoyléne. Les polyols utiles psuvent de plus

&tre représentés par (C) des polyels polylcneticomeds
lindaires et ramifids tels gd'indicuds en &4 et B

Y

<
avec un initiateur ou un agent rétioulani. n pout ¢i er
& »

-
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comme exemple spécifique de C, un mélange de polyéthyléne
glycol (poids moléculaire environ 1.000) avec du tri-
méthylolpropane, du triméthyloléthane ou de la glycérine,
On peut faire subséquemment réagir ce mélange avec un
polyisocyanate en excdés pour produire un prépolymére utile
dans l'invention. Alternativement, on peut faire réagir
des polyols lindaires ou ramifiés (comme du polyéthyléne

glycol) séparément avec un polylsocyanate en excés. On

peut également faire réagir séparément l'initiateur tel
que le triméthylolpropane, avec du pblyisocyanate.
Subséquemment, les deux matériaux coiffés peuvent &tre
combinés pour former le prépolymére.

Des polylsocyanates et initiateurs appropriés sont
indiqués dans le brevet U.S. N° 3 903 232, incorporé ici
2 titre de référence. Les initiateurs sont généralement
des agents réticulants solubles dans l'eau ou dispersibles
dans l'eau comme cela est décrit dans le brevet U.S.
N° 3 903 232,

Préparation du prépolymeére A

Le prépolymére A est préparé en mélangeant deux
équivalents molaires de polyéthyléne glycol ayant un poids
moléculaire moyen de 1.000 (PEG - 1.000), et 0,66 équivalent
molaire de triméthylolpropane (TMOP). Le mélange est séché
4 100-110°C sous une pression de 666,5-2000 N/m2 pour
retirer 1l'eau., Le mélange séché résultant est lentement
ajouté sur une période de l'ordre de 1 heure, 4 un récipient
contenant 5,52 équivalents molaires de diisocyanate de
toludne (TDI), tout en agitant le mélange de TIDI et du
polyol. La température est maintenue & 60°C tout en agitant
pendant 3 heures supplémentaires. Alors, une quantité
supplémentaire de 0,78 équivalent molaire de IDI est ajoutée,
tout en agitant, sur une période de l'ordre de 1 heure tout
en maintenant la température & 60°C. Le mélange réactionnel
final contient un pourcentage molaire en excés du TDI. Tous
les groupes hydroxyles sont coiffés d'isocyanate et il se
produit une certaine extension de chalne du fait de la
réticulation des polyols avec le TIDI.
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Exemple 1 , _
Des cellules d!Alcaligenes faecalis (ATCC N° 25094)

ont été mélangées & 5 g du prépolymére A. Pour former le
mélange, on a employé 8 g de la culture récoltée. Sur une
base de poids sec, la culture contenait 1 g de cellules,

Du fait de l'eau dans la culture, une mousse de polyuréthane
hydrophile flexible s'est formée, durcissant en environ

15 minutes. Les cellules ont été encapsulées dans ou lides
a la matrice de mousse de polyuréthane,

Exemple 2 .
La mousse préparée a l'’exemple 1 a été insérée dans

une colomne coiffée & chaque extrdmité d'un filire Milli-
pore. Au fond de la colonne, on a placé 50 g d'acide
L-aspartique dans un récipient en contact avec la colonme,
Ensuite, on a fait passer ume solution (4 1) de WH,,0H

(40 ml) et Tween 80 (marque de fabrique) (10 ml) ayant un _
pH ajusté & 10 avec 50% de HgPOQ s en centact avec llacide
aspartique, et emsuite vers le haut & travers la colonne.
La température de la soclution était de l'ovdre de 25° et

le débit de ltordre de 0,67 ml/mm. Pendant les premidres

40 heures d'opération, la colomne 2 donné environ 0,90 mg/ml
c'est-a~dire 0,60 mg/mn de L-alanine., Ensuite, & un débit
de 0,34 ml/mn, le taux de conversion a été de 1,62 mg/ml

et &4 0,17 ml/mn, il &tait de 2,66 mg/ml.

Ltanalyse pour la L-azlanine a été effectude sur un
auto-analyseur Technicon en utilisant la L-aminoacide
oxydase pour convertir la L-alanine en s ~céto=acide
correspondant, NHB et H,0, . Ensuite, on a fait réagir le
peroxyde avec du 2,4-dichlorophénol et du L-aminocantipyréne
en présence de peroxydase de raifort. Le produit réaction-
nel résultant, un colorant de gquinoneimine a été lu
colorimétriquement & 505 nm, .

Exemple 3 .

La mousse particulaire préparée & l'exemple 1 a &té
tassée dans une colonne équipée d'une chemise dleau., La
température a été maintenue 4 diverses valeurs et on a fait
passer le substrat & 0,67 ml/mn. Le substrat se composait
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de 500 ml d'eau désionisée contenant 10 ml de NH,, 0H
concentré et 2,5 ml de Tween 80. Le substrat a été mis

en contact avec 53 g d'acide L-aspartique solide a la
température ambiante. En pas sant & travers la colonne, le
substrat a été chauffé a 27°C et ensuite refroid & la
température ambiante avant retour a4 son récipient de
récupération contenant 1tacide L-aspartique solide en
équilibre avec la solution du substrat. Le substrat a été
remis continuellement en circulation a partir du récipient
de récupération, & travers la colomne et le serpentin de
refroidissement pour retourner au récipient de récupération.
Le processus ci-dessus a été répété & des températures de
37 et 50°C. On a continué llessal & 27°C pendant 20 heures,
celui & 37°C pendant 72 heures et celui & 50°C pendant
environ 24 heures. Les taux de conversion pour la L-alanine,
en analysant comme 3 l'exemple 2 étaient de 112,5 mg/h

(3 27°C), 334 mg/h (& 37°C) et O mg/h(a 50°C).

Exemgle 4
On a mélangé 26 g de cellules récoltées de pseudo~-

monas dacunhae (ATCC N° 21192) & 20 g du prépolymére A avec
ersuite formation de mousse comme 2 l'exemple 1. La mousse a
été découpée en cubes ayant environ 1 cc de dimension,et

a &té introduite dans une colonne de 100 cc. Un substrat
contenant environ 0,5 équivalent molaire dtacide L~
aspartique a passé & travers la colonne, Le pH du substrat
était de 5,3 (ajusté avec H2504) et 10 mg/l de pyridoxal-5-
phosphate étaient également présents ainsi que 2,5 g/l de
Tween 80. La colonne fonctionnalt A un débit de 0,65 ml/mn
pour donner un conversion en L-alanine (analysée comme a
1'exemple 2) de 14 & 17 mg/ml. Le substrat ne fut pas remis
en circulation, c'est-a-dire que ltessai fut entrepris sur
une base de “une passe'. Aprés avoir recueilli 700 cc du
substrat, la L~alanine a été isolée en chauffant la
solution du substrat & 85°C, en ajustant le pH ab55, e
refroidissant & 15°C pour précipiter llacide L-aspartique
et la L-alanine en dissolvant ensuite le précipité dans

de l'eau désionisée pour former une solution de L-alanine
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avec l'acide L-aspartique enlevé par f£iltratien sous forme
d*un précipité insoluble. L'eau a été retirde sous vide
du filtrat pour donner les cristaux de IL-alanine. Le
rendement en produit brut étailt de 151,4 g.

Exemple 5

Au bout dlenviron 2 semaines dV@péraﬁicag le substrat
wbilisé avec la colonne de liexemple 4 a &t changé pour
une solution & un éguivalent molaire d'acide L-agpartique
sontenant 125 co de NHAOH/litreo e pH du nouveau subsival
z été ajusté & 5,3 en utilisent 60% de 1,80, Le débit
gtait de 0,65 mifmn, Le taux initizal de conversion &tait
de Llordre de 14 mg/ml, Lors du remplacement par un

substrat contenent seulement 0,05 mele d'acide L-aspartigue/

2

litrs, le niveau de conversion étailt »8duit & &4 2 5 mg/ml.
Deos essais subséquents avec le substrat & uvm équiva-
lent molaire ont donnd des niveaux de conversicn de 27 &
32 mg/ml, Lors dtun re@y@légeg les nivesux de comnversion
ont atteint 45 mg/ml. Lors de Raddition de pyrldoxal=5-
phosphate (#P=5=P") (12,5 mg/l), les niveaux de econversion
ont atiteint en moyenne environ 36 mg/ml, Des cssais sub-
séquents sans le pyridoxal-S-phosphate mails avec circula-
tion, ont forecé le niveau de comversion & abtteindre 45 mg/ml.
Aprés gue la colomne ait fomectionné comtinuellement pendant
environ 45 jours, le niveau de conversion tomha & environ
16 mg/ml. Cependant, la plus grande partie du teaps de
fonctiommement était sms P=5-P, et on a d4dcouvert gu'en
ajoutant P=5-P (12,5 mg/ml), le niveau de conversion
augmentait & environ 40 mg/ml, Subséguemment, lors du
recyclage du méwe lot du substrat pendant 24 jours, le pH
du substrat a augmenté & envivon 8,72, indiguant un niveau
de conversion de plus de 90%. La solubtion de L'effluent a
été déterminée a la recherche el l-alanine sn wtllisant le
processus automatisé de llexemple 2. On a trouvé que 94%
de l'acide L-aspartique avaient &té convertis en ILealanine.
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REVENDICATIONS

1.~ Procédé de prépareation de L-alanine, caractérisé
en ce qu'il congsiste & mettre en contact de ltacide
L-aspartique avec une mousse de polyéther polyuréthane
hydrophile ol au moins 50% en moles des unités d'oxyde
d'alcoyléne dans les segments de polyéther de polyuréthane
sont de l'oxyde d'éthyléne, un micro-organisme produisant
1'aspartate décarboxylase étant immobilisé dans ladite
mousse.

2.- Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le substrat est une solution agueuse ayant un
pH de 3 & 11.

3.~ Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que la température du substrat est comprisé entre 15
et 60°C. '

4.~ Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le micro-organisme est Pseudomonas dacunhae.

5,- Procédé selon la revendication 4, caractérisé
en ce que le substrat contient du pyridoxal-5-phosphate.

6.- Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le micro-organisme est Alcaligenes faecalls.

7.- Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce qu'il est effectué sur une base continue ou une
base discontinue.

8.~ Mousse de polyéther polyuréthene hydrophile,
caractérisée en ce qu'au moins 50% en moles des unités
d'oxyde d'alcoyléne dens les segments de polyéther du
polyuréthane sont de l'oxyde d!'éthyleéne, un micro-or ganisme
produisant l'aspartate décarboxylase étant immobilisé dans
ladite mousse.

9.~ Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce qu'au moins 90% en moles des unités d'oxyde
d'alcoyléne sont de l'oxyde d'éthyléne.

10.-~ Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce qu'elle est préparée par réaction d'un prépolymére de
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polyéther uréthane hydrophile avec de l'eau dans des
conditions de formation de mousse, ladite eau étant
mélangée a une culture d'un micro—-crgénisme produisant
ltaspartate décarboxylase, et en ce qu'au moins 50% en
moles des unités d'alcoyléne dans le segment polyéther du
prépolymére sont de l;oxyde dtéthylene.

11.~ Mousse selon la revendication 10, caractérisée
en ce que le prépolymére est un mélange de polyoxyéthyléne
glycol avec un alcool polyhydrique de faible poids
moléculaire, ledit mélange réagissamt avec un exces molaire
d'un polyisocyanate.

12.- Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce qu'elle est rigide. 7

13.- Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce qu'elle est flexible.

14.- Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce que le rapport pondéral, sur une base anhydre, du
polymére de polyuréthane & la culbture du mxnnworganisme
est compris entre 10:1 et 1:10.

15.~ Mousse selon la revendication 8, caractérisée
en ce que le micro-organisme est Pseudomonas dacunhae ou
Alcaligenes faecalis.

16.- Procédé de préparation d'une mousse de polyéther
polyuréthane hydrophile, caractérisé en ce qu'une culture
d'un micro-organisme produisant l'asspartate décarboxylase
est mélangée 4 un prépolymére de polyéther uréthane
hydrophile ol au moins 50% en moles des unités dloxyde
d'alcoyline dans le segment de polyéther du prépolymére
sont de l'oxyde d'éthyléne, suffisamment dleau étant
présente dans le mélange pour forcer le prépolymére &
subir une formation de mousse pour piéger et immobiliser
les cellules microbiennes de la culture.

17.- Procédé selon la revendication 16, caractérisée
en ce que la teneur en eau dans la culture est de 10 & 90%
en poids.

18.~ Procédé selon la revendication 16, caractérisée
en ce que le pH du mélapge est supérieur a 7.
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19.- Procédé selon la revendication 16, caractérisé
en ce que, sur une base pondérale, le rapport pondéral
prépolymére/culture dans le mélange est de 10:1 a 1:10,
le poids de ladite culture étant calculé sur une base
séche,

20.- Procédé selon la revendication 16, caractérisé
en ce que le migo-organisme est Pseudomonas dacunhae ou
Alcaligenes faecalis.



