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Matériel et Méthodes 

b- Méthode 

Prendre 6 tubes à vis et placer dans chacun d'eux une bille de gel d'alginate. Y ajouter 

0.25 ml de tampon acétate 0.1 M pH 4.8. Le blanc réactif (71  tube) contient uniquement le 

volume correspondant de tampon acétate. 

Les temps d'incubation étant fixés à 2.5 min et 4 min, on procède à l'addition dans 

chaque tube de 0.75 ml d'une solution de saccharose 0.5 M préparée dans du tampon acétate 

0.1 M, pH4.8. La réaction est arrêtée par le réactif DNS. 

Les tubes sont ensuite bouchés et plongés dans un bain-marie bouillant pendant 

exactement 5 minutes. Ils sont ensuite refroidis dans un bain d'eau glacée puis on y ajoute 10 

ml d'eau distillée. L'absorbance est lue à 530 nm. 

La vitesse initiale d'une bille correspond à 

bxlO' 
fl= 	 , 	 ( tmoI.F'.min') 

2xb 

b : pente de la droite "absorbance du milieu réactionnel en fonction du temps" D.O. = f(t) 

b' : pente de la droite d'étalonnage. 

4.2.3. Calcul de l'activité volumique des billes d'alginate 

L'activité volumique des billes est calculée comme suit: 

AV1<<F (UI.mf5 

Vm : vitesse initiale (.tmol.l'.mhï'), 

Vr : volume du milieu réactionnel (1 ml), 

Ve  : volume de la dilution enzymatique (0.25 ml), 

N : nombre de billes obtenues (en moyenne 600), 

F : facteur de dilution de la préparation enzymatique. 
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Matériel et Méthodes 

5. Hydrolyse continue du saccharose par l'invertase 

immobilisée dans des billes d'alginate 

5.1. Réalisation du réacteur à lit fixe 

Le système consiste en un réfrigérant droit en verre, de 1 cm de diamètre et 20 cm de 

hauteur, muni d'une double paroi, surmonté d'une ampoule à décanter servant de réservoir de 

percolation de la solution de substrat de concentration fixée. 

La figure n°11 est un schéma représentant le réacteur enzymatique à lit fixe réalisé au 

laboratoire. 

La colonne est garnie de billes d'alginate contenant l'invertase immobilisée; le 

diamètre des billes utilisées est en moyenne de 0.2 cm ± 0.02. 

Après garnissage, le réacteur est d'abord percolé 15 minutes avec une solution de 

tampon acétate 0.1 M, pH 4.8, avant d'être alimenté par la solution de saccharose. Cette 

opération a pour but de stabiliser le débit de sortie et d'entrée. 

Pour les températures de 40 °C et de 50°C, une circulation d'eau chaude est maintenue 

constante dans la double paroi du réfrigérant. 

5.2. Détermination des taux de conversion des réacteurs réalisés 

a- Matériel et produits utilisés 

- Tampon acétate 0.1 M pli 4.8, 

- Réactif DNS, 

- Tubes à vis, 

- Pipettes de lml, 10 ml, 

- Micropipette 0.75 ml, 0.25 ml, 

- Bain-marie, 

- Spectrophotomètre. 
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Matériel et Méthodes 

b- Méthode 

Pour qu'elle puisse être dosée, la solution de sortie du réacteur est d'abord diluée 

suivant les cas 100, 200, voire 300 fois. 

Dans trois tube à essais, on verse 0.75 ml de la dilution à 0.25 ml de tampon acétate 

0.1 M, pH 4.8, et 1 ml de réactif DNS préalablement préparé. Le blanc réactif contient 1 ml de 

tampon acétate 0.1 M, pH 4.8, et 1 ml de réactif DNS. 

Les tubes sont mis à chauffer 5 minutes au bain-marie; puis refroidis dans un bain 

d'eau glacée. La lecture au spectrophotomètre est à 530 nm, la moyenne des trois densités 

optiques enregistrés est utilisée pour le calcul de la concentration du produit. 

La concentration de produit dosé est calculée par la relation: 

D.O.x VrxF 
2xb 

D.O. : moyenne de trois densités optiques enregistrées, 

Vr : Volume réactionnel (1 ml), 

F : Facteur de dilution de la solution à doser, 

b: pente de la droite d'étalonnage. 

La concentration en substrat à la sortie du réacteur (S') correspond à la différence: 

s,= s—P 

où S est la concentration en substrat à l'entrée du réacteur et P est la concentration en 

sucre inverti à la sortie du réacteur. 

Le taux de conversion (X) est alors égal à: 

V____ 
dk  s 
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II 	 Matériel et Méthodes 

Réservoir de la solution d'entrée 
Saccharose dans du tampon acétate 

0.1 M, pH 4.8 

et 

Entrée d'eau chaude 

Lit de billes d'alginate de calcium 

net 

Solution de sortie Sucre 
inverti dans du tampon 

acétate 0.1M pH4.8 

Sortie d'eau chaude 

 

Figure n°11 : Schéma du dispositif du réacteur enzymatique a lit fixe 
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Résultats et Discussion 

I. Etude de l'enzyme soluble 

I. L Détermination du pH optimum de l'enzyme 

En général, une enzyme possède un pH optimum où son activité catalytique est 

maximale. Il est important de connaître ce paramètre afin de mieux comprendre la réaction. 

Le pH optimum de l'invertase de levure se situe entre 4.4 et 5.5. (Durand et Monsan, 

1982) 

Une gamme de solutions de saccharose est préparée, en utilisant comme solvant du 

tampon acétate 0.1 M, à différents pi-1 allant de 3.6 à 5.6. La préparation enzymatique est 

diluée 200 fois dans du tampon acétate au mêmes pH que la solution de saccharose. La 

réaction se déroule à 25°C. 

L'effet du pH est présenté dans la figure n°12. 
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Figure n°12 : Effet du pH sur l'activité de l'enzyme soluble 

L'effet du pH est souvent complexe: on peut ainsi avoir une modification de 

l'ionisation de groupements intervenant dans la catalyse ou dans la fixation du substrat, ou 

encore dans le maintien de la conformation native; l'ionisation du substrat lui-même peut 

éventuellement être modifiée. (Coutouly, 1992) 

On constate trois pics d'activité caractérisés par des vitesses initiales comparables. Les 

pi-I correspondants sont de 3.6, 4.4, et 4.8. Pour cela, on a choisi de travailler avec une 

solution tampon acétate 0.1 M de pH 4.8. 
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Résultats et Discussion 

1.2. Evolution de la préparation enzymatique 

Ayant utilisé l'extrait d'invertase pendant une assez longue période, nous avons tenu à 

vérifier la stabilité de cette préparation et la persistance de son intégrité au cours du temps. 

Nous n'avons constaté aucun changement dans son aspect, dans sa couleur, ou dans 

son odeur, premiers indices révélateurs d'une quelconque contamination par des germes 

(il convient de noter que le pli acide de l'extrait invertase est un inhibiteur majeur pour une 

prolifération microbienne). 

Un suivi de l'activité enzymatique a été réalisé dans les conditions opératoires 

standards; à savoir une température de 25°C, une solution de saccharose 0.5 M dans du 

tampon acétate 0.1 M, pH 4.8, et une solution d'enzyme diluée 200 fois dans du tampon 

acétate 0.1 M, pH 4.8. 

Figure n 0 13 : Activité volumique de l'enzyme au cours du 1 "  mois 

La figure n°13 représente l'activité de la préparation enzymatique au cours du 1er  mois 

de stockage. On remarque des fluctuations mais elles sont moins marquées que celles 

enregistrées par Alnadjar (2000). 
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Résultats et Discussion 

Suivant les recommandations d'Alnadjar (2000), nous avons préféré laisser la 

préparation se stabiliser durant un mois avant de l'utiliser. 

L'activité volumique moyenne de l'extrait d'invertase au cours du premier mois est de 

745 ULml' avec un écart type de 70. 

La figure n°14 représente l'activité volumique de la préparation enzymatique au cours 

de huit mois de conservation. 

Sur cette période, l'activité volumique moyenne est de 724 ULmt' avec un écart type 

de 85. 

On peut en déduire que la préparation enzymatique est suffisamment stable tout au 

long de la réalisation de ce travail. 

Ainsi, tout au long de ce travail, les conditions opératoires ont été maintenues 

homogènes, surtout lors de l'immobilisation de l'enzyme en billes d'alginate et de la 

réalisation des réacteurs enzymatiques. 
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Figure n°14 : Activité volumique de l'enzyme au cours du temps 
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Résultais et Discussion 

I. 3. Détermination des paramètres cinétiques 

Afin de déterminer les paramètres cinétiques Km et Vmax  de l'invertase, nous avons fait 

varier la concentration du substrat soumis à l'enzyme. 

Les vitesses initiales (V m) des réactions ont été évaluées par la méthode des deux 

points, aux temps choisis de I min et 1.5 mm, à 25°C. 

La préparation d'enzyme diluée 200 fois est mise en présence de différentes 

concentrations de saccharose dissous dans du tampon acétate 0.1 M pH 4.8 (ces 

concentrations variant de 0.02 à 1 mol.l'). 

En premier lieu, nous avons utilisé l'équation de Michaelis - Menten (éq. n°1) pour 

évaluer les constantes cinétiques Km et Vmax . 

VmaxxS 
Vin= Km+S 
	

(equationn°l) 

V: Vitesse initiale d'hydrolyse (.tmol.1'.min'), 

Vmax : Vitesse maximale d'hydrolyse (jimol.F'.min), 

S : Concentration en substrat (tmo1.1 -1 ), 

KM: Constante de Michaelis (j.tmol.F 1 ), correspond à la valeur de S pour laquelle Vin V max/2. 

La figure n°15 présente la courbe obtenue. 
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Figure n°15 : Représentation de la vitesse initiale en fonction de la concentration 

en substrat suivant l'équation de Michaelis - Menten 

59 



Résultats et Discussion 
rn,nrnrrnnr,rrn,,(n.rnrnnvn,e,n,rn4ns,n,,.,nn4rn,mnn,n na,arm,e4rnnna,n 

A partir de cette courbe, on a obtenu: 

Vmax  = 1034.86 .imol.l'.min' 

Km  = 0.0314 mol.1' 

r2 	= 0.819 

Un coefficient de corrélation (r 2) aussi faible indique que l'équation choisie n'est pas 

adéquate, ce qui était prévisible puisqu'elle est valable pour une enzyme ne subissant pas 

d'inhibition; or l'on sait que l'invertase est inhibée par son substrat et par ses produits. 

Lors de la mesure des vitesses initiales d'hydrolyse, l'on peut considérer que seule 

l'inhibition par le substrat se manifeste. 

Combes et Monsan (1984) considèrent que, quand la concentration en saccharose 

augmente, des liaisons hydrogènes intermoléculaire apparaissent ayant pour résultat une 

agrégation du substrat. Le schéma de la réaction est alors le suivant: 

E+SES 	> E+P 

ES + S ESS 

ES + S—S ESSS 

Aux concentrations élevées en saccharose, des liaisons hydrogène intermoléculaire 

apparaissent; cela aboutit à une agrégation du saccharose, et à la formation de différents 

complexes enzyme - substrat (ES, ESS et ESSS). 

Pour prendre en compte ces phénomènes, deux nouvelles constantes sont introduites 

dans l'équation n°1. Ces constantes (K3 et K's) sont définies par les équations n°2 et n°3. 

Ks= < 	(éq. n°2) 
[ESJS] 

é n°3 
- [ESSS] 	(q. 	) 

Où S—S est un dimère résultant de l'agrégation de deux molécules de saccharose, et 

ESS et ESSS sont des formes inactives de l'enzyme. On obtient l'équation n°4 que l'on a 

utilisée afin d'obtenir le graphe de la figure n°16. 

Vmax x [5] 
Km+[S]+[8]

2/Ks+[S]31K's 	(éq. n°4) 
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Figure n°16 : Mise en évidence de l'inhibition de l'invertase par le saccharose 

Avec un r2  égal à 0.993, ce graphe rend compte avec plus de justesse des données 

expérimentales obtenues. On en déduit: 

Vmax  = 1640.15 tmo1.1'.niin' 

Km 	0.081 moI.I 

Ks 	1.18 molS' 

K'5 	= 15.15 mol.14  

r2 	= 0.993 
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Résultais et Discussion 

I. 4. Effet de la température 

L'activité de l'enzyme est fonction de la température à laquelle la réaction est 

effectuée. 

Berset (1993) indique que l'activité catalytique augmente avec l'élévation de la 

température comme avec un catalyseur chimique. Toutefois, à partir d'une température 

critique, il y a perte d'activité due à la dénaturation de l'enzyme. L'activité est maximale à la 

température optimale, celle ci est proche de la température critique. 

C'est pourquoi lors d'une détermination d'activité, il est souhaitable de travailler à une 

température inférieure à cette température optimale. (Coutouly, 1991) 

L'étude de l'effet de la température sur l'activité est effectuée avec une solution de 

saccharose 0.5 M, le tampon acétate 0.1M, pH 4.8 comme solvant, une préparation 

enzymatique diluée 300 fois pour les températures allant de 25 °C à 45°C, et 600 fois de 50°C 

à 75°C. La figure n°17 présente les résultats obtenus. 
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Figure n°17: Effet de la température sur l'activité de l'enzyme libre 

On remarque que la température à laquelle la préparation enzymatique montre 

l'activité la plus élevée est 65°C. L'activité chute ensuite pour ne représenter à 75°C que 

40 % de l'activité maximale. L'enzyme est alors exposée à des températures supérieures à sa 

température critique, auxquelles l'effet de son inactivation devient visible. 
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Résultats et Discussion 

II. Etude de l'enzyme immobilisée dans des billes 

d'alginate de calcium 

H. 1. Optimisation des paramètres d'immobilisation 

H. 1. 1. Volume d'enzyme immobilisée 

Pour des billes à 3 % d'alginate (plv), nous avons fait varier le volume de la 

préparation enzymatique confinée dans ces billes afin de rechercher le meilleur rendement 

d'immobilisation. 

Le volume final du gel d'alginate est de 10 ml pour 0.3 g de poudre d'alginate de 

sodium, et le volume d'enzyme représente entre 0.5 et 4 ml de ces 10 ml. 

Pour chaque volume d'enzyme testé, l'activité est dosée en incubant une bille avec du 

saccharose 0.5 M, dans du tampon acétate 0.1 M pH 4.8, dans des conditions opératoires 

standards; les concentrations en produits d'hydrolyse formés sont ensuite déterminées. 

La figure n°18 présente les résultats obtenus. 
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Figure n°18: Evaluation de la vitesse initiale d'hydrolyse en fonction 

du volume d'enzyme immobilisé 



Résultais et Discussion 

On remarque que les billes formées avec 3 ml d'enzyme sont celles ayant la vitesse 

initiale la plus élevée (elles permettent d'atteindre les D.O. les plus élevées). Cependant, en 

termes d'activité volumique, ce ne sont pas les plus efficaces. 

Les billes contenant 0.5 ml d'enzyme présentent en fait l'activité volumique la plus 

élevée; celles formées avec 1 ml et 2 ml d'enzyme ont des activités comparables, alors que 

les billes formées avec 3 ml ou 4 ml d'enzyme ont les activités les plus faibles. Le tableau n°4 

récapitule les résultats obtenus. 

La figure n°19 représente l'activité relative des billes (activité volumique rapportée à 

la plus grande activité volumique obtenue) en fonction du volume d'enzyme utilisé. 

Le plus haut pourcentage de l'activité correspond à 0.5 ml d'enzyme immobilisée, 

mais aussi à une vitesse initiale faible (une quantité relativement faible de saccharose est 

hydrolysée par unité de temps); cette concentration est donc inadaptée à une application en 

réacteur continu, ce dernier nécessitant un rendement d'hydrolyse important. 

Pour les volumes d'enzyme de 3 et 4 ml, la baisse d'activité peut être due à un 

encombrement au sein de la bille, ou alors à une mauvaise orientation des molécules 

enzymatiques (site actif masqué). 

Afin d'avoir le meilleur compromis entre activité volumique et vitesse initiale 

d'hydrolyse, nous avons choisi d'utiliser des billes d'alginate de calcium avec 2 ml d'enzyme 

immobilisée. Ces billes conduisent à la deuxième vitesse initiale la plus élevée et n'ont que 

16 % d'activité volumique en moins par rapport aux billes contenant 0.5 ml d'enzyme (les 

billes contenant 3 ml et 4 ml d'enzyme ont respectivement 40 % et 60 % d'activité en moins 

par rapport aux billes contenant 0.5 ml d'enzyme). 
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Résultats et Discussion 

Tableau n°4 Activités des billes selon le volume d'enzyme immobilisée 

Volume d'enzyme (ml) + Volume de solvant (ml) 

0.5+9.5 1+9 2+8 3+7 4+6 

Pente 
0.0535 

(D.O. min')  
0.0955 0.18 0.19 0.175 

Vin 
174.83 (p.mol. r'. miiï)  312.09 588.23 620.91 571.89 

AV 
(UImI) 

209.796 187.25 176.47 124.18 85.78 
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Figure n'19: Activités volumiques en fonction de la quantité d'enzyme immobilisée 
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Résultats et Discussion 

11. 1. 2. Réticulation par le glutaraldéhyde 

Sachant que le glutaraldéhyde est un réactif très utilisé pour la réticulation d'enzymes 

incluses dans des billes de gel, nous avons testé l'ajout de différents volumes de ce réactif au 

gel d'alginate. 

Nous avons réalisé des immobilisations sans réticulation puis avec, mais lorsque l'on 

ajoutait directement le glutaraldéhyde (1 ml)dans le gel en cours de préparation, les activités 

obtenues étaient faibles. Nous avons alors ajouté le g!utaraldéhyde (2 ml puis 1 ml) dans la 

solution de CaC12, c'est à dire dans la dernière étape de la formation des billes. Les résultats 

obtenus sont résumés dans le tableau n°5. 

Tableau 05 : Comparaison entre les différentes préparations 

de billes d'enzyme immobilisée 

Avec glutaraldéhyde (25%) 

Dans le gel Dans la solution de CaCl2  Billes d'alginate 
Sans 

glutaraldéhyde 
0.5 % 0.25% 

2.5 % 

vi n  

(tmol. 	min') î'. 
757.77 436.31 672.2 1152.54 1477.4 

AV 

(UI mi-) 
227.33 130.89 201.81 345.76 443.22 

0.998 0.998 0.998 0.998 0.997 

Activité relative 
100 57.6 88.8 152.1 194.4 

(0/-) 

Compte tenu de ces résultats, nous avons utilisé pour le reste du travail des billes 

d'alginate préparées avec 2 ml d'enzyme, et polymérisées dans une solution de CaC1 2  

contenant de glutaraldéhyde 0.25 % (v/v) (soit 1 ml de glutaraldéhyde 25 % dans 100 ml de 

CaC12). 

Les activités volumiques obtenues, grâce à ce dernier procédé, sont 1.5 à 2 fois 

supérieures à celles des billes non réticulées. 

Ce résultat peut être expliqué par des conditions plus douces d'immobilisation ayant 

pour conséquence une disposition plus favorable des enzymes à l'intérieur du réseau formé 

par le gel, et un masquage moins important des sites actifs. 



Résultats et Discussion 

H. 2. Effet du pH sur l'enzyme immobilisée 

De la même façon que pour l'enzyme soluble, une gamme de solutions de saccharose 

0.5 M dans du tampon acétate O. 1M est préparée à des pH allant de 3.6 à 5.6. 

A 25 oc et pour chaque pH étudié, une bille d'enzyme immobilisée est incubée dans 

un mélange formé de 0.75 ml de solution tamponnée de saccharose 0.5 M et de 0.25 ml de 

solution tampon acétate 0.1 M. Afin d'utiliser la méthode des deux points, l'incubation se fait 

durant 2.5 min et 4 min. 

La figure n°20 donne ses activités relative spour l'enzyme soluble et pour l'enzyme 

immobilisée en fonction du pH. 

• libre 
- 	immobilisée 

100 

90 

M > 
4- 

80 
E 

> 
4-• 
o 

60 

3,5 	4,0 	4,5 	5,0 	5,5 	6,0 

pH 

Figure n°20: Comparaison de l'effet du pH sur les activités de l'enzyme soluble et 

de l'enzyme immobilisée dans des billes d'alginate de calcium 

À l'inverse de l'enzyme soluble pour laquelle l'activité ne présente pas de variations 

notables hormis trois pics de pH, pour l'enzyme immobilisée l'activité maximale est 

enregistrée au pH 3.6, puis l'activité diminue pour ne représenter que 71 % de la valeur 

maximum à pH 4.8 et 58 % de cette valeur à pH 5.6. 
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II 	 Résultats et Discussion 

Berset (1993) signale que de nombreux chercheurs ont observé une différence de pH 

optimal, pouvant aller jusqu'à deux unités, selon que l'enzyme étudiée était immobilisée ou 

en solution. Elle ajoute qu'un tel phénomène peut s'expliquer aisément lorsque le support 

solide comporte de nombreux groupes dissociés. 

H. 3. Effet de la concentration de substrat 

Des solutions de saccharose, dans du tampon acétate 0.1 M pI-1 4.8, sont préparées 

pour des concentrations allant de 0.1 M à 1 M. L'activité d'une bille d'alginate est dosée dans 

les conditions opératoires standards, à 25°C. 

Nous avons d'abord testé l'équation de Michaelis - Menten, comme pour la figure 

n° 15 le résultat est peu représentatif des données expérimentales obtenues. (Figure n°21) 
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Figure n°21 : Représentation de Michaelis Menten 

appliquée à l'enzyme immobilisée dans des billes d'alginate de calcium 

Avec un r 2  égal à 0.939, on obtient les valeurs suivantes: 

V rnax  = 445.56 jtmol.l'.min' 

Km  = 0.169 mol.1' 

r2 	= 0.939 
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Nous avons choisi de tester l'équation n°5 qui ne comporte qu'une seule constante 

d'inhibition puisque l'enzyme est confinée dans le gel d'alginate et que le substrat se 

concentre relativement difficilement dans ce support. 

VmaxxES 
Km+[SJ+[S]211( 	(éq. n°5) 

On obtient alors le graphe de la figure n °22. 
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Figure n°22 : Effet de fa concentration en substrat sur l'enzyme immobilisée 

Le r2  pour cette représentation est supérieur à celui obtenu précédemment, il est égal 

à 0.965 ; les constantes cinétiques sont: 

V 	= 1399.11 tmol.l'.min' 

IÇ = 0.946 mou' 

Ks  = 0.485 mol.t' 

r2  = 0.965 

On remarque que le V, de l'enzyme immobilisée est proche du V de l'enzyme 

libre qui est de 1640 .tmoI/l. mm, le V. n'a donc pas subi de variations importantes. 
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En revanche, le Km de l'enzyme immobilisée est 30 fois supérieur au K m  de l'enzyme 

soluble. Ainsi, pour atteindre une vitesse d'hydrolyse donnée, l'enzyme immobilisée devra 

être placée dans un milieu beaucoup plus riche en saccharose que le milieu dans lequel sera 

placée l'enzyme soluble. 

On sait que l'affinité du substrat pour le support va conditionner la valeur du Km de 

l'enzyme. 

Lorsque le support et le substrat sont chargés électriquement, il se crée dans 

l'environnement immédiat de l'enzyme des interactions électrostatiques, attractives ou 

répulsives, avec pour conséquence l'établissement d'un gradient de concentration du substrat 

et une variation de l'affinité apparente de l'enzyme pour son substrat; alors, Km  augmente si 

les charges du substrat et du support sont de même signe; ou K, diminue si les charges sont 

de signes opposés. 

Par ailleurs, il faut aussi tenir compte des limitations diffusionnelles qui peuvent 

ralentir la pénétration du substrat dans les particules de gel contenant l'enzyme immobilisée. 

H. 4. Effet de la température 

On détermine l'activité d'une bille d'alginate contenant l'enzyme immobilisée placée 

dans une solution de saccharose 0.5 M, dans du tampon acétate 0.1 M pH 4.8, et ce à 

différentes températures, comprises entre 25 oc et 75 °C. 

Cette expérience a pour but de déterminer la température la plus élevée à laquelle la 

préparation d'enzyme immobilisée pourrait être utilisée dans un bioréacteur. 

Berset (1993) précise que la résistance accrue à la chaleur d'une préparation 

enzymatique peut avoir des répercussions technologiques importantes, en permettant de 

travailler à des températures où les développements bactériens sont freinés ou stoppés, ce qui 

améliore la qualité sanitaire du produit et prolonge la vie des réacteurs. 

La figure n°23 compare les effets de la température sur l'activité de l'enzyme libre et 

de l'enzyme immobilisée. 
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Figure n°23 Comparaison de l'effet de la température sur les activités de l'enzyme soluble 

et l'enzyme immobilisée en gel d'alginate de calcium 

On note, de prime abord, que les comportements des deux formes d'enzymes sont 

différents. L'allure de la courbe correspondant à l'enzyme libre est progressive surtout dans sa 

partie ascendante; alors que la courbe correspondant à l'enzyme immobilisée accède 

rapidement à un palier puis chute brusquement après 65°C. 

On remarque que l'activité maximale de l'enzyme immobilisée est atteinte dès 60°C et 

reste pratiquement inchangée à 65°C où l'activité de l'enzyme soluble est maximale. 

Les deux formes d'enzymes ont donc des températures optimales analogues. 

L'on note aussi que l'activité de l'enzyme immobilisée n'augmente que de 25 % entre 

25°C et 60°C; alors que pour l'enzyme libre, elle augmente de 77.5 % entre 25°C et 65°C. 

Après 65°C, l'activité de l'enzyme immobilisée chute brusquement et ne conserve que 28 % 

de son activité maximale à 70 °C. 
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M. Etude du réacteur enzymatique à lit fixe 

M. 1. Etude de la distribution des temps de séjours 

Pour un réacteur continu de volume V, parcouru par un débit D, le temps de passage t 

est défini comme étant le temps nécessaire à un volume V de fluide pour sortir du réacteur. 

On a: 

r _V 
D 

Soit un réacteur continu de volume V, parcouru par un débit D; un volume de fluide 

entrant dans le réacteur à un instant t donné séjourne en moyenne pendant le temps t dans le 

réacteur. En fait, le fluide entré à l'instant t dans le réacteur se mélange avec le liquide en 

amont et en aval et donc il ne quitte pas le réacteur en une seule fois au temps t + t. 

La sortie du fluide entré à l'instant t dans le réacteur se fait progressivement et on 

parle d'une distribution des temps de séjour (DTS) des différentes fractions de ce fluide dans 

le réacteur. On définit la fonction DTS notée E(t) qui est telle que E(t).dt est la fraction du 

débit de sortie contenant des molécules d'âge compris entre t et t+ dt. On a aussi 

JE(ls).dts =1 

Cette fonction DTS renseigne sur la manière dont s'effectue l'écoulement des fluides 

dans le réacteur, et permet d'évaluer l'écart de comportement d'un réacteur réel à un réacteur 

idéal. La procédure, permettant de tracer la courbe de distribution des temps de séjour du 

fluide dans le réacteur, consiste à injecter un traceur à l'entrée du réacteur fonctionnant en 

régime stationnaire et à mesurer la concentration en traceur à la sortie du réacteur en fonction 

du temps de séjour. 

Nous avons utilisé un colorant chimique le méthyle orange. Il suffit d'une poussière de 

ce colorant pour avoir une solution orange lisible à 530 nm. 

A un instant donné (temps 0), on a injecté un volume donné de traceur dans la solution 

qui alimentait le réacteur, puis mesuré la coloration de la solution à la sortie du réacteur. 

Après différents essais, nous avons obtenu les graphes de la figure n°24 pour une 

température de 40 °C, pour les trois concentrations en saccharose 0.2 M (graphe a), 0.5 M 

(graphe b),et 0.8 M (graphe e). On constate que les trois graphes indiquent la présence d'un 

volume mort dans le réacteur puisque les trois courbes présentent une traînée à la fin. II en 

résulte que Je flux à l'intérieur de la colonne n'est pas réparti de manière homogène puisqu'il 

ne peut accéder à toutes les parties du lit fixe. 
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Figure 11024:  Evolution au cours du temps de la concentration en traceur 

à la sortie du réacteur. Débit d'alimentation du réacteur 0.86 ml/min, 

Température: 40 °C, Concentration en saccharose: (a) 0.2M ; (b) 0.5 M ; (c) 0.8 M. 
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La courbe D.T.S. permet de modéliser le fonctionnement du réacteur réel. Le modèle 

de la cascade de réacteurs parfaitement agités de même volume s'adapte bien aux réacteurs à 

lit fixe. Ce modèle assimile les vides entre les grains de particules du garnissage à une série de 

petits réacteurs successifs où la turbulence réalise un mélange uniforme. Le paramètre de ce 

modèle est le nombre N de réacteurs idéaux en série. 

Levenspiel (1972) a proposé l'équation suivante (éq. n°6), 

F (N)E 
N(NO)' —NO = 	

= (N-1)! e 
	(équation n°6) 

où N est le nombre de réacteurs en série 

e=f 
O est un nombre adimensionnel utilisé dans le but de normer le temps. 

Ï: est le temps de séjour moyen, défini comme étant le temps réel moyen passé par le 

substrat dans le réacteur; c'est un paramètre expérimental déterminé à partir de la distribution 

des temps de séjour. 

L'application de l'équation n°6 à nos données expérimentales a conduit aux résultats 

présentés dans les figures n° 25, 26, 27. 

Les figures n° 25, 26, et 27 permettent de constater que l'équation testée n'ajuste pas 

correctement nos données expérimentales. 

Compte tenu des r2  assez faibles, on peut juste dire que le nombre de réacteurs pourrait 

atteindre 4 pour 0.2 M, 12 pour 0.5 M, et 10 pour 0.8 M et ce pour un débit de 0.86 mllmin. 

En fin de compte, ce test avec le méthyle orange s'est révélé peu concluant, un autre 

traceur permettrait peut être d'obtenir de meilleurs résultats. 
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Figure n025 : D.T.S. du réacteur à lit fixe. Débit d'alimentation 0.86 MI/min. 

Température : 40 °C, Concentration: 0.5 M. 
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Figure n°26: D.T.S. du réacteur à lit fixe. Débit d'alimentation 0.86 mi/min. 

Température: 40 °C, Concentration: 0.2 M. 
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Figure n°27: D.T.S. du réacteur à lit fixe. Débit d'alimentation 0.86 mb'min. 

Température : 40 °C, Concentration: 0.8 M. 
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111.2. Hydrolyse continue du saccharose en réacteur à lit fixe 

Différents réacteurs sont réalisés pour trois concentrations en substrat 0.2 M, 0.5 M et 

0.8 M, et avec la quantité de billes d'enzymes immobilisées correspondant à 10 ml de gel 

d'alginate. Pour chaque concentration en substrat, les réacteurs sont soumis à différentes 

conditions de fonctionnement. On a testé deux température 25°C et 40°C, et deux, voire trois 

débits d'alimentation: 0.86 ri -il/min, 1.6 ml/min, et 0.3 ml/min. Chaque essai se déroulait sur 

deux jours consécutifs mais était interrompu en fin de la première journée et repris le 

lendemain. Durant cette interruption, le réacteur n'était plus alimenté en substrat. 

On a constaté dès les premiers essais en continu qu'après quelques heures 

d'écoulement de la solution de saccharose préparée dans du tampon acétate 0.1 M, pI-1 4.8, les 

billes d'alginate gonflent, probablement en raison d'un échange entre les ions sodium du 

tampon et les ions calcium des billes. Afin d'éviter cet inconvénient, on rajoute à la solution 

de saccharose qui alimente le réacteur du CaC12 à 1% (p/v). 

Nous avons aussi noté un rétrécissement du garnissage (hauteur initiale de 14 cm 

passant à 12 cm) après quelques minutes d'écoulement du substrat, ceci est peut être duc à la 

viscosité du saccharose ainsi qu'au débit constant exercé. 

M. 2. 1. Essais à 25°C 

a) Résultats pour le débit de 0.86 ml/min 

Les courbes enregistrées montrent une ascension rapide vers un plateau indiquant une 

phase stationnaire. (voir graphes a, b, c de la figure n°28) 

Les conversions maximales, pour ce débit, sont données dans le tableau n°6. 

Tableau n16: Conversions maximales à 25 °C pour un débit de 0.86 ml/min 

Concentration (M) Jour Conversion (%) 

0.2 
le 98.9 
2e 98.8 

0.5 
le 88.5 
2e 755 

0.8 
le 27.3 
2e 24.1 

On remarque que les conversions les plus élevées correspondent à la concentration en 

substrat de 0.2 M. Elles restent à peu près inchangées durant deux jours consécutifs de 

manipulation; même si l'état stationnaire n'est atteint qu'après 2.5 heures pour le premier 

jour et après 3 heures pour le deuxième. 
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Figure n°  28 : Taux de conversion du substrat en fonction du temps. 

Température: 25 oc - Débit d'alimentation: 0.86 mllmin - 

Concentration en substrat: (a) 0.2 M ; (b) 0.5 M ; (c) 0.8 M. 
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Pour 0.5 M, les taux de conversion atteignent un plateau de la même façon, mais la 

diminution du taux de conversion est évidente ; ce taux passe de 88.5 % le premier jour à 

75.5 % pour le deuxième jour. A 0.8 M, le plateau est plus vite atteint (dès la première heure), 

les conversions sont relativement stables, mais ce sont également les plus basses enregistrées. 

b) Résultats pour le débit de 1.6 ml/min 

On remarque que plus la concentration en substrat est élevée plus la phase stationnaire 

tarde à s'installer. Elle est apparue à 0.2 M dans l'heure qui suit le début de l'application; 

mais pour 0.8 M, la phase stationnaire ne débute qu'après 3 heures d'écoulement du substrat. 

(graphe a, b, c de la figure n°29) 

On remarque que pour le débit de 1.6 ml/min, les conversions sont plus faibles que 

pour le débit 0.86 ml/min. Les conversions maximales (au débit de 1.6 ml/min) sont données 

dans le tableau n°7. 

Tableau n 07 : Conversions maximales à 25 °C pour un débit de 1.6 ml/min 

Concentration (M) Jour Conversion (%) 

0.2  
le 61.1 

2e 54.8 

0.5  
le 26.5 

2e 18.5 

0.8  
1 °  15.8 

2e 13.8 

Sauf pour 0.2 M, l'apparition de la phase stationnaire est retardée de plus d'une heure 

lorsqu'on passe du débit de 0.86 ml/min au débit de 1.6 ml/min. Pour ce dernier débit, les 

conversions fluctuent beaucoup d'un jour au suivant. 

c) Comparaison des résultats obtenus à 25 °C aux deux débits testés 

On a constaté une diminution des conversions en relation avec l'augmentation du 

débit. A 25 °C, il est donc préférable d'utiliser non seulement un débit faible, mais aussi une 

concentration faible, de préférence 0.2 M, afin d'obtenir les plus hauts rendements dans des 

délais suffisants. 

La diminution des taux de conversions entre le premier et le deuxième jour 

d'utilisation est manifeste; elle est probablement due à l'accumulation du substrat et des 

produits provoquant une perturbation du mieroenvironnement à l'intérieur et autour des billes 

d'alginate. 
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Figure n°29 : Taux de conversion du substrat en fonction du temps. 

Température: 25 oc - Débit d'alimentation: 1.6 mllmin - 

Concentration en substrat: (a) 0.2 M ; (b) 0.5 M ; (c) 0.8 M. 
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ifi. 2. 2. Essais à 40°C 

Etant donné que la température est un paramètre important dans la réalisation de 

réacteurs enzymatiques performants, nous avons testé le fonctionnement de notre réacteur à 

40°C. Différentes études portant sur des réacteurs à invertase ont utilisé cette température 

(exemple: Combes et Monsan, 1984 ; Geankopolis et ai, 1987). 

a) Résultats pour le débit de 0.86 ml/min 

Les conversions maximales obtenues à ce débit sont rapportées dans le tableau n°8. 

Les conversions les plus élevées sont celles obtenues lorsque le réacteur est alimenté 

par une solution de substrat 0.2 M. Dans ce cas, les conversions moyennes pour le premier et 

le deuxième jour de fonctionnement du réacteur sont respectivement 88.8 % et 80.9 %. 

Pour 0.8 M, on constate une augmentation significative des conversions par rapport à 

celles enregistrées à 25°C, au débit 0.86 ml/min. 

Tableau n18: Conversions maximales à 40°C pour un débit de 0.86 ml/min 

Concentration (M) Jour Conversion (%) 

0.2  
le 88.8 

2' 80.9 

0.5  
le 65.5 

2e 64.9 

0.8  
le 48.3 

2e 42.6 

L'allure des courbes est similaire pour les trois concentrations même si celles relatives 

0.2 M sont différentes d'un jour à l'autre (Figure n°30). 
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Figure n° 30 : Taux de conversion du substrat en fonction du temps. 

Température: 40 oc - Débit d'alimentation: 0.86 mI/min - 

Concentration en substrat: (a) 0.2 M; (b) 0.5 M ; (e) 0.8 M. 
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b) Résultats pour le débit de 1.6 ml/min 

La figure n° 31 montre que plus la concentration en substrat augmente plus la durée 

d'établissement de la phase stationnaire s'allonge; indiquant un retard dans la stabilisation du 

gradient de concentrations, cette phase transitoire est de 1 heure pour 0.2 M, de 2 heures pour 

0.5 M, et de 3 heures pour 0.8 M. 

Les conversions obtenues sont plus basses que celles obtenues pour le débit 

0.86 mi/min. De plus, les taux obtenus pour le substrat 0.5 M sont les plus élevés même s'ils 

restent proches de ceux obtenus pour le substrat 0.2 M. 

Tableau n°9: Conversions maximales à 40°C pour un débit de 1.6 ml/min 

Concentration (M) Jour Conversion (%) 

0.2  
le 58.4 

2' 60.8 

0.5  
le 62.4 

2e 65.8 

0.8  
le 30.9 

2e 345 

e) Comparaison des résultats obtenus à 40 °C aux deux débits testés 

On remarque que les conversions obtenues au débit 0.86 ml/min sont supérieures à 

celles obtenues au débit 1.6 ml/min quelle que soit la concentration en substrat testée. 

Cependant, on constate qu'avec un substrat 0.5 M, les conversions sont similaires pour 

les deux débits (aux environs de 60 - 65 %) même si la phase stationnaire est atteinte plus 

rapidement pour le débit de 1.6 ml/min (1.5 heure pour le premier jour et 2 heures pour le 

second) que pour 0.86 ml/min (2.5 heures pour le premier jour et 3 heures pour le second). 
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Figure n° 31: Taux de conversion du substrat en fonction du temps. 

Température: 40 oc - Débit d'alimentation: 1.6 mI/min - 

Concentration en substrat: (a) 0.2 M; (b) 0.5 M; (c) 0.8 M. 
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M. 2. 3. Interprétation des résultats obtenus aux deux débits et températures testés 

Pour les réacteurs fonctionnant durant deux jours à 40 °C, au débit de 0.86 ml/min, les 

taux de conversion obtenus à partir de solutions de substrat 0.2 M et 0.5 M restent intéressants 

(88.8 % et 80.9 % pour 0.2 M, 65.5 % et 64.9 % pour 0.5 M), même s'ils sont inférieurs à 

ceux obtenus à 25°c (98.8 % et 98.9 % pour 0.2 M et 88.5 % et 75.5 %pour 0.5 M). 

Cependant, pour la concentration 0.8M, on remarque que le passage de la température de 

25°C à 40 °C s'accompagne d'une augmentation (presque un doublement) des conversions 

qui passent de 27.3 % à 48.3 % pour le premier jour, et de 24.1 % à 42.6 % pour le deuxième 

jour de fonctionnement du réacteur. 

Pour les essais de deux jours au débit de 1.6 mi/min, on remarque pour la 

concentration en substrat 0.2 M, des conversions maximales comparables à 25°c et 40°C. 

Pour le substrat 0.5 M, les conversions sont nettement améliorées, lorsque la 

température passe de 25 °C à 40 °C. Le taux de conversion passent pour le premier jour de 

26.5 % à 62.4% et de 18.5 % à 65.8 % pour le deuxième jour; les conversions ont presque 

triplé. 

Le même effet s'observe avec le substrat 0.8 M. Le taux de conversion passe de 

15.8 % à 30.9% pour le premier jour et de 13.8 % à 34.5 % pour le deuxième jour ; pour cette 

concentration, les conversions ont doublé sous l'effet de l'augmentation de la température. 

On constate aussi que l'allure des courbes, quelle que soit la concentration en substrat 

testée est pratiquement constante pour une même température, mais la phase stationnaire est 

plus rapidement atteinte à 40°C qu'à 25°C. 

Ces constatations peuvent être expliquées par le fait que l'augmentation de la 

température et du débit pourrait entraîner l'établissement d'un gradient de concentrations plus 

favorable à la réaction que celui qui s'établit au même débit mais à une température inférieure 

c'est à dire à 25°C. 

M. 2. 4. Essais supplémentaires à d'autres débit et température 

Suite aux constatations précédentes, nous avons testé pour une température de 40°C un 

débit plus faible, soit 0.3 ml/min, mais seulement pour les concentrations 0.5 M et 0.8 M afin 

de vérifier la possibilité d'améliorer les rendements. (figure n°32) 

Les conversions relatives aux trois débits testés (c'est à dire 0.3 milmin; 0.86 ml/min 

et 1.6 ml/min) sont données dans le tableau n°10. 
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Tableau n°10: Comparaison entre les conversions maximales à 40°C 

pour les trois débits 0.3, 0.86, et 1.6 mI/min 

Concentration (M) Jour 
Conversion (%) 

 ________________ 
0.3 mI/min 

_ 
0.86 MI/min 1.6 MI/min 

0.5 
le 85.2 88.8 58.4 

____ 
2e 72.3 

_______________  
80.9 60.8 

0.8 
le 785 65.5 62.4 

____ 
2e 73.5 

_______________  
64.9 - 	65.8 

Pour le substrat 0.8 M, on relève que les conversions maximales sont améliorées par la 

diminution du débit ce qui était prévisible. 

En revanche, pour le substrat 0.5 M, les plus hautes conversions sont obtenues au débit 

de 0.86 mI/min et non à celui de 0.3 mI/min vraisemblablement en raison des limitations 

diffusionnelles qui tendent à devenir plus importantes lorsque le débit d'écoulement du fluide 

dans le réacteur diminue. 

Par conséquent, pour une concentration en substrat élevée, soit 0.8 M, un débit faible 

est préféré. 

Afin de voir l'effet de la température sur l'hydrolyse continue, nous avons essayé de 

faire fonctionner le réacteur à la température de 50 oc pour une concentration en substrat de 

0.5 M et un débit de 0.86 mI/min (Figure n°32). 

Les conversions obtenues (voir tableau n°11) sont légèrement supérieures à celles 

obtenues à 40°C, mais sont nettement inférieures à celles obtenues à 25°C même si les 

différences entre le premier et le deuxième jour de fonctionnement sont moins accentuées: de 

88.5 % à 75.5% pour 25°c, et de 67.7 % à 66.7 % pour so°c. 

Tableau n°11 : Conversions maximales à 25 °C, 40 °C, et 50 °C pour 0.5 M, 

Débit 0.86 mi/min. 

Jours _______________ 
Conversion (%) 

25°C 40°C 
_______________  

SOC° 

le 88.5 65.5 67.7 

2e 75.5 64.9 66.7 
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100 ' 

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 	0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 
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Figure n° 32 : Essai du réacteur à lit fixe avec le débit d'alimentation de 0.3 mI/min, 

Température : 40 °C, Concentration: (a) 0.5 M - (b) 0.8M. 

100 

60- 	
Jjjj , 	 I j jjj 	 11110 

0,5 1 	1,5 2 2,5 3 3,5 4 	5 	0,5 1 	1,5 2 2,5 3 	4 4,5 5 

Temps (heures) 

Figure n° 33 : Essai du réacteur à lit fixe à température de 50°C. 

Débit d'alimentation: 0.86 ml/min, Température: 40 °C, Concentration: 0.5 M. 
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HL 3. Etude des phénomènes de transfert de matière dans le réacteur à litfixe 

Engasser (1993) rapporte que lorsqu'un biocatalyseur est immobilisé dans ou sur un 

support, la vitesse de réaction est souvent limitée par des transferts de matière à l'intérieur ou 

à la périphérie de ce support. 

Le processus global de la transformation du substrat met en jeu plusieurs étapes: le 

transport du ou des substrats de la solution jusqu'au niveau de l'enzyme; la transformation 

des substrats en produits au niveau du catalyseur; le transport en sens inverse du ou des 

produits du catalyseur jusque dans la solution. 

Si avec les enzymes solubles, l'étape de réaction est généralement la seule limitante; 

par contre avec des enzymes immobilisées, les étapes de transfert des substrats et des produits 

peuvent aussi devenir limitantes. Ceci résulte à la fois des fortes concentrations locales de 

biocatalyseurs et des vitesses relativement faibles de transport des différents solutés. Il en 

résulte l'établissement de gradients de concentrations du substrat et du produit à l'intérieur ou 

à l'extérieur des supports. En présence de limitations diffusionnelles, la concentration du 

substrat diminue progressivement de la solution vers le support à l'inverse du produit qui tend 

vers une accumulation avec augmentation de sa concentration de la solution vers l'intérieur 

du support. 

Engasser (1993) stipule aussi que, la plupart du temps, ces phénomènes de limitations 

diffiisionnelles résultent en une baisse de l'activité apparente de l'enzyme et, par conséquent, 

en une moins bonne performance de l'ensemble du réacteur. 

La performance d'un réacteur continu, exprimée en taux de conversion du substrat à la 

sortie du réacteur, en plus de la cinétique de la réaction mise en oeuvre dépend aussi de 

l'hydrodynamique de la phase liquide à l'intérieur du réacteur. (Levenspiel, 1972; 

Villermaux, 1982) 

Nous avons assimilé notre réacteur à lit fixe à un réacteur piston considéré comme un 

réacteur idéal. Le débit d'alimentation et le volume du réacteur étaient maintenus constants. 

Nous avons supposé qu'il n'y avait pas d'accumulation. 

Nous résumons dans ce qui suit l'étude du phénomène de transfert de matière pour les 

différents réacteurs à lit fixe réalisés. 
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ifi. 3. 1. Paramètres cinétiques de la réaction 

Dans nos conditions expérimentales, l'hydrolyse du saccharose par l'invertase est une 

réaction totale étant donné que le substrat saccharose est totalement transformé en fructose et 

glucose. Cette hydrolyse suit une cinétique michaélienne qui peut être approximée par une 

cinétique d'ordre un. 

La vitesse r est donc proportionnelle à la concentration du substrat S. 

r = k. [S] 

D'où le bilan de matière du réacteur: 	in (1 - X) = - k t 

In (1—X) 
On obtient 	k 

r 

Les valeurs de k obtenues sont la résultante de l'application de cette formule à la 

moyenne des trois derniers taux de conversions enregistrés en phase stationnaire pour chaque 

réacteur enzymatique réalisé. 

Le tableau n°12 donne les constantes k correspondant aux concentrations 0.2 M, 

0.5 M, et 0.8 M ; pour les débits 0.86 rnllrnin et 1.6 mi/min et à la température de 25 °C. 

Tableau n°12 : Constante de vitesse k à 25 °C 

Débit (mi/min) Concentration (M) Jour k (min-) 

0.86 

0.2 
1 0.222 
2 0.202 

0.5 
1 0.086 
2 0.074 

0.8 
1 0.017 
2 0.015 

1.6 

0.2 
1 0.088 
2 0.071 

0.5 
1 0.025 

 
2 0.020 

0.8 
1 0.017 
2 0.013 
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Le tableau n°13 donne les constantes k pour la température de 40 °C. 

Tableau n°13: Constante de vitesse k à 40 °C 

Débit (ml/niin) Concentration (M) Jour k (min') 

0.86 

0.2 1 0.114 
2 0.082 

0.5 1 0.057 
 

2 0.056 

0.8 
1 0.034 
2 0.029 

1.6 

0.2 1 0.087 
2 0.091 

0.5 
1 0.094  
2 0.078 

0.8 
1 0.035 
2 0.040 

On remarque que, pour un même réacteur, les constantes k diminuent souvent en cours 

e fonctionnement. 

Les figures n°34, 35, 36 et 37 permettent de vérifier graphiquement que la cinétique 

nzymatique peut être approximée par une cinétique d'ordre un. 

En effet, la trace de - In (1—X) en fonction de k est bien linéaire (comme le confirme 

s r2  très élevés). 

Dans ce cas, l'équation s'écrit sous la forme 

rk.S 	avec 	k = V max 

Ksi 

ME 
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4,5 

1,5 

j 
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0,05 

(a) 
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(b) 	 k (rrin) 

Figure n034: Validation de l'hypothèse de la cinétique d'ordre un 

Débit d'alimentation: 0.86 ml/min, Température : 25°C 

(a) 1er  jour; (b) 2e  jour de fonctionnement 
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y = 10,09 x r2  = 0,999 
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Figure n°35: Validation de l'hypothèse de la cinétique d'ordre un; 

Débit d'alimentation: 1.6 mI/min, Température: 25°C 

(a) 1 "  jour; (b) 2e  jour de fonctionnement 
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Figure n°36: Validation de l'hypothèse de la cinétique d'ordre un; 

Débit d'alimentation : 0.86 mllmin, Température: 40°C 

(a) 1 jour; (b) 2  jour de fonctionnement 
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Figure n°37 : Validation de l'hypothèse de la cinétique d'ordre un; 

Débit d'alimentation: 1.6 mi/min, Température: 40°C 

(a) 1" jour; (b) 2  jour de fonctionnement 
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ifi. 3. 2. Evaluation du gradient de concentration à l'intérieur de la bille d'alginate 

Iii. 3. 2. 1. Calcul du module de Thiele ((D) 

Afin de déterminer le profil de concentration du substrat à l'intérieur de la particule 

sphérique d'alginate de calcium, on évalue l'importance des limitations diffusionnelles en 

calculant le module de Thiele (I). 

0 = f ..jk/De 

avec R: rayon de la bille, R = 0.1 cm 

D: diffiisivité effective (diffusivité du substrat à l'intérieur de la bille). 

(D est un nombre adimensionnel, sa valeur détermine le gradient de concentration à 

l'intérieur du support. Aux faibles valeurs de (D ((D «1), lorsque l'activité catalytique du 

support est très faible, la diffusion du substrat n'est pas limitante et les concentrations sont 

pratiquement uniformes. Par contre aux fortes valeurs de (D ((D »1), lorsque la concentration 

du catalyseur immobilisé est élevée, la diffusion interne devient limitante et on obtient des 

gradients de concentrations de substrat très prononcés dans le support. 

La diffusivité effective d'un substrat est calculée à partir de la formule suivante 

De= et, D 
rp 

Cp : porosité interne correspondant au rapport du volume des pores sur le volume total 

des particules; selon Engasser (1993), s p  est voisine de 0.4 pour les billes d'alginate de 

calcium. 

tortuosité des pores correspondant au rapport longueur du pore sur sa profondeur; 

TP  vaut approximativement 1.44 d'après Sabiri et al (1999). 

D : est la diffusivité du saccharose en solution. 

Dans le macroenvironnement, elle est égale à 5 . 10b 0  m2.s à 25°C, et à 6. 10-10 m2.s4  à 40°C. 

Les tableaux n°14, 15 et 16 donnent les estimations des modules de Thiele des 

I différents réacteurs réalisés. 

On remarque que les valeurs de (D sont élevées, ce qui signifie que le gradient de 

I concentration du substrat à l'intérieur d'une bille est très prononcé, le saccharose n'étant 

accessible qu'à une faible couche d'enzymes proche de la surface externe de la bille. 
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Tableau n°14: Valeurs du module de Thiele (D pour les concentrations 

0.2 M, 0.5 M et 0.8 M ; Température: 25°C 

Débit (mllmin) Concentration (M) Jour k (min-) (D 

0.86 

0.2 1 0.222 103.2 
2 0.202 98.6 

0.5 
1 0.086 64.2 
2 0.074 59.7 

0.8 
1 0.017 28.8 
2 0.015 26.9 

1.6 

0.2 
1 0.088 64.9 
2 0.071 58.5 

0.5 
1 0.025 34.5 
2 0.020 30.9 

0.8 1 0.017 28.5 
2 0.013 24.9 

Tableau n°15: Valeurs du module de Thiele (D pour les concentrations 

0.2 M, 0.5 M et 0.8 M ; Température: 40°C 

Débit (mi/min) Concentration (M) Jour k (min-1 ) (D 

0.3 
0.5 

________________ 
1 0.033 36.2 
2 0.024 33.9 

0.8 1 0.028 33.7 
2 0.022 30.1 

0.86 

0.2 
1 0.114 67.5 
2 0.082 53.4 

0.5 
1 0.057 47.7 
2 0.056 47.3 

0.8 
1 0.034 36.8 
2 0.029 34.4 

1.6 

0.2 
1 0.087 59.0 
2 0.091 60.4 

0.5 
1 0.094 60.4 
2 0.078 61.3 

0.8 
1 0.035 56.0 
2 0.040 37.6 

Tableau n°16: Valeurs des constantes k et du module de 'I'hiele (D 

pour la concentration 0.5 M ; Température: 50°C 

rDébit (mllmun) I Concentration (M) Jour I k (min-   

0.86 0.5 
1 I 	0.060 I 	49.0 	I 
2 0.058 48.2 

moi 
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III 3. 2. 2.Calcul des facteurs d'efficacité (11) 

A partir des valeurs de 1) obtenues, nous avons ensuite calculé les valeurs du facteur 

d'efficacité (ri).  Ce paramètre est défini comme étant le rapport de la vitesse de la réaction 

dans le support et de la vitesse de la réaction avec la concentration en substrat régnant à la 

surface de la bille. 

Il peut être obtenu grâce à la relation suivante: 

1— (_____
1  

- tanh3çb -30) 

Pour (J « 1, -q = 1 	, cette situation correspond à un régime chimique, 

Pour 1» 1,'q = 1/q) 	, cette situation correspond à un régime diffusionnel. 

Les tableaux n°17, 18 et 19 répertorient les facteurs d'efficacité il des réacteurs, on 

remarque que tous les facteurs d' efficacité ri sont similaires à l'inverse du module de Thiele 

1; ce qui correspond à un régime diffusionnel quel que soit le réacteur considéré. 

Le tableau n° 17 indique qu'à la température de 25 °C, les facteurs d'efficacité les plus 

élevés correspondent à la concentration 0.8 M. Pour les deux débits (0.86 ml/min et 

1.6 ml/min), il est compris entre 3.3 % et 3.9 %. Les facteurs d'efficacité les plus faibles sont 

observés pour 0.2 M; ils sont compris entre 0.9 % et  % pour les deux débits. 

Pour la concentration de 0.5 M, le facteur d'efficacité est compris entre 1.5 % et 1.6 % 

pour le premier débit et entre 2.9 % et 3.2 % pour le deuxième. On constate une élévation 

notable de ce facteur. 

A 0.2 M, ce facteur est de 0.9 % le premier jour et 1 % le deuxième jour au débit de 

0.86 mI/min; et de 1.5 % et 1.7 % pour le débit de 1.6 ml/min ; à cette température, ce sont 

les facteurs d'efficacité les plus bas observés, même si les taux de conversions enregistrés 

sont les plus élevés. 
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A la température de 40 °C, le tableau n°18 montre que c'est au plus faible débit, soit 

0.3 ml/niin que les efficacités sont les plus élevées; i  varie entre 2.7 % et 2.9 % pour le 

substrat 0.5 M ; alors que pour 0.8 M, ri est compris entre 2.9 % et 3.2 %. 

Au débit de 0.86 mI/min, les facteurs d'efficacité sont pour 0.2 M compris entre 1.5 et 

1.7 % pour ; pour 0.5 M, il est entre 2.1 et 2 % ; et pour 0.8 M, entre 2 et 2.6 %. Au deuxième 

débit (1.6 mI/min), pour 0.2 M et 0.5 M, i  est entre 1.6 et 1.7 %, et pour 0.8 M, il est entre 2.5 

et 2.6 %. On remarque, qu'à cette température, les facteurs d'efficacité sont similaires entre 

les deux débits et pour une même concentration, sauf pour 0.5 M où on a noté une diminution 

des valeurs obtenues. 

Le tableau n°19 donne une comparaison entre les facteurs d'efficacité pour une 

concentration de 0.5 M aux trois températures testées soit 25°C, 40°C, et 50°C. En ce qui 

concerne le passage de 40°C à 50°C, on constate que malgré une élévation de la température 

de 10 °c, les efficacités obtenues sont toutes proches de 2 %. 

De manière générale, on constate que les valeurs des facteurs d'efficacité sont très 

faibles, et que les valeurs les plus élevées correspondent à une concentration de substrat de 

0.8 M et avoisinent les 3 %. 

Ainsi, à cause des limitations diffusionnelles, dans les meilleurs des cas 3 % du 

potentiel des enzymes immobilisées est réellement exprimé. 
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Tableau n°17: Facteurs d'efficacité pour les concentrations 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M; 
Température: 25°C 

Débit (mi/min) Concentration (M) Jour  1/'t) 

0.86 

0.2 1 103.2 0.009 0.009 
2 98.6 0.010 0.010 

0.5 
1 64.2 0.015 0.015 
2 59.7 0.016 0.016 

0.8 1 0.034 0.033 
2 26.9 0.037 0.036 

1.6 

0.2 
1 64.9 0.015 0.015 
2 58.5 0.017 0.017 

0.5 
1 34.5 0.029 0.029 
2 30.9 0.032 0.032 

0.8 1 28.5 0.035 0.034 
2 24.9 0.040 0.039 

Tableau n°18: Facteurs d'efficacité pour les concentrations 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M; 

Température: 40°C 

Débit (ml/min) Concentration (M) Jour (I) 1/ t) 

0.3 
0.5 

________________ 
1 36.2 0.027 0.027 
2 33.9 0.029 0.029 

0.8 
1 33.7 0.029 0.029 
2 30.1 0.033 0.032 

0.86 

0.2 1 67.5 0.015 0.015 
2 53.4 0.017 0.017 

0.5 
1 47.7 0.021 0.021 
2 47.3 0.021 0.020 

0.8 
1 36.8 0.027 0.026 
2 34.4 0.029 0.028 

1.6 

0.2 
1 59.0 0.017 0.017 
2 60.4 0.016 0.016 

0.5 
1 60.4 0.016 0.016 
2 61.3 0.017 0.017 

0.8 
1 56.0 0.026 0.026 
2 37.6 OE025 0.025 

Tableau n°19: Comparaison entre les facteurs d'efficacité pour la concentration 0.5 M 

aux températures de 25°C, 40°C et 50°C; Débit d'alimentation : 0.86 ml/min. 

Tenipérature(°C) 	Jour 	D 	1/ D  

25 	
1 	64.2 	0.015 	0.015 

2 	59.7 	0.016 	0.016 

40 	
1 	47.7 	0.021 	0.021 

2 	47.3 	0.021 	0.020 

50 	
1 	49.0 	0.020 	0.020 

2 	48.2 	0.021 	0.021 
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III. 3. 2. 3. Evaluation de la concentration en substrat à l'intérieur des pores 

Le facteur d'efficacité correspond au rapport de deux vitesses celle de la réaction dans 

le support sur celle de la réaction avec la concentration en substrat régnant à la surface de la 

bille. 

- 	r (dans le support) 
- r' (à la surface de la bille) 

Etant donné que la cinétique est d'ordre 1, le facteur d'efficacité correspond 

simplement au rapport: 

- Cpores 

surface 

C 	concentration du substrat à l'intérieur des pores, 

C 	 : concentration du substrat à la surface de la bille. 

On peut donc déduire des valeurs de il calculées précédemment, des valeurs moyennes 

de la concentration en substrat dans les pores. Ces valeurs sont présentées dans les tableaux 

n°20, 21 et 22. 

On remarque que ces valeurs sont nettement plus basses que celles régnant à la surface 

des particules sphériques. 

Le tableau n°20 donne les concentrations à l'intérieur des pores pour les 

concentrations en surface de 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M à la température de 25°C. Il est intéressant 

de remarquer que la concentration interne la plus élevée vaut 0.031 M et qu'elle correspond à 

une concentration de surface de 0.8 M. 

Le tableau n°21 indique que le passage de la température de 25°C à 40°C ne conduit 

généralement pas à une augmentation des concentrations à l'intérieur des pores aux débits de 

0.86 mllmin et 1.6 mI/min. Néanmoins, à 40°C les concentrations internes mesurées au débit 

de 0.3 ml/min sont supérieures à celles mesurées aux débits plus élevés (0.86 mI/min et 

1.6 ml/min). 

Le tableau n°22 montre que pour une concentration de surface de 0.5 M, l'élévation de 

la température de 25°C à 40°C ou à 50°C mène à une très légère augmentation des 

concentrations de substrat à l'intérieur du pore. 
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Tableau n°20: Concentrations à l'intérieur des pores pour les concentrations 

en surface de 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M ; Température: 25°C 

L)ébit(ml/min) Concentration (M) Jour  C 	(M) 

0.86 

0.2 1 0.009 0.002 
2 0.010 0.002 

0.5 1 0.015 0.007 
2 0.016 0.008 

0.8 
1 0.033 0.026 
2 0.036 0.028 

1.6 

L 

0.2 1 0.015 0.003 
2 0.017 0.003 

0.5 
1 0.029 0.014 
2 0.032 0.016 

0.8 1 0.034 0.027 
2 0.039 0.03 1 

Tableau n°21 : Concentrations à l'intérieur des pores pour les concentrations 

en surface de 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M ; Température: 40°C 

Débit (mi/min) Concentration (M) Jour  (M) 

0.3 
0.5 

_______________ 
1 0.027 0.013 
2 0.029 0.014 

0.8 1 0.029 0.023 
2 0.032 0.025 

0.86 

0.2 
1 0.015 0.003 
2 0.017 0.003 

0.5 
1 0.021 0.010 
2 0.020 0.010 

0.8 
1 0.026 0.020 
2 0.028 0.022 

1.6 

0,2 
1 0.017 0.003 
2 0.016 0.003 

0.5 
1 0.016 0.008 
2 0.017 0.008 

0.8 L  1 0.026 0.021 
2 0.025 0M20 

Tableau n°22 : Concentrations à l'intérieur des pores pour la concentrations 

en surface de 0.5 M à différentes températures; Débit: 0.86 mi/min. 

Température (°C) Jour  (M) 

25 
1 0.015 0.007 
2 0.016 0.008 

40 
1 0.021 0.010 
2 1 	0.020 1 	0.010 

50 
_____________ 

1 0.020 0.010 
2 0.021 0.010 
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Conclusion 

Cette étude avait pour but de quantifier les phénomènes de transfert de matière 

régissant le comportement cinétique d'une enzyme immobilisée dans un gel. L'hydrolyse du 

saccharose par l'invertase immobilisée dans des billes de gel d'alginate a servi de réaction 

modèle. 

Les essais d'hydrolyse ont été menés dans des réacteurs continus à lit fixe. 

Nous avons tout d'abord vérifié la stabilité de l'enzyme soluble que nous avons 

extraite de cellules de levure de boulangerie (Saccharomyces cerevisiae). Nous avons ensuite 

mesuré l'activité de cette enzyme soluble dans diverses conditions et nous avons en particulier 

opté pour l'utilisation du pH 4.8 tout au long de cette étude afin de maximiser cette activité. 

Les courbes «vitesses initiale en fonction de la concentration en substrat» ont été 

décrites en utilisant une équation incluant deux constantes d'inhibition. On sait en effet que 

non seulement le substrat mais aussi les produits de l'hydrolyse sont des inhibiteurs de 

l'invertase. Nous avons obtenu, pour l'enzyme soluble, les paramètres cinétiques suivants (à 

25°C et pH 4.8) 

V..,= 1640 j.tmol. 1.1  mm 1 , KM' 0.081 mol. 1', 

IK= 1.18 mol. I, K's= 15.15 mol. l', r2= 0.993. 

Pour l'enzyme immobilisée, la méthode d'immobilisation a consisté à piéger 2 ml 

d'enzyme diluée dans un volume final de gel d'alginate de 10 ml (3 % (plv)) puis à réticuler 

les billes formées en ajoutant dans la solution de polymérisation du gel (CaCl2 0.2 M) du 

glutaraldéhyde 0.25 % (v/v). Les billes ainsi formées ont des activités volumiques 1.5 à 2 fois 

supérieures à celles de billes préparées sans réticulation. 

Pour l'enzyme confinée dans le réseau du gel d'alginate, nous avons obtenu les 

paramètres cinétiques suivants, calculés avec une équation comportant une seule constante 

d'inhibition (à 25°C et pH 4.8): 

V.,,= 1399.4 p.mol. 1 1  min', KM 0.946 mol. 1', 

K5 0.485 mol. 1', r2  0.965. 

Le Vmax  de l'enzyme immobilisée n'étant pas éloigné de celui de l'enzyme libre, nous 

avons constaté que l'activité catalytique était maintenue môme si le KM augmente 

considérablement du fait de l'établissement d'un gradient de concentration en substrat à 

l'intérieur de la bille. 
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Conclusion 

Concernant l'étude des réacteurs à invertase immobilisée en billes d'alginate de 

calcium, des essais ont été réalisés à différentes températures et à différents débits et cela pour 

trois concentrations de saccharose 0.2 M, 0.5 M et 0.8 M (en solution dans du tampon acétate 

0.1 M, pH 4.8). La manipulation se déroulait durant deux jours consécutifs. Le diamètre des 

billes utilisées était de 2 mm. 

A 25°C, nous avons constaté que l'augmentation du débit (de 0.86 ml/min à 

1.6 ml/min) s'accompagnait d'une diminution des conversions quelles que soit la 

concentration en substrat considérée. La différence la plus marquée a été observée pour la 

concentration en saccharose de 0.5 M où les conversions maximales passaient de 88.5 % à 

26.5 % le premier jour et de 75.5 % à 18.5 % le deuxième jour. Les conversions les plus 

élevées correspondent au substrat 0.2 M (98.9 % le premier jour et 98.8 % le second jour, au 

débit 0.86 ml/min) et les plus basses au substrat 0.8 M (27.3 % le premier jour et 24.7 % le 

deuxième jour, au débit 0.86 ml/min). 

A 40°C, pour les concentrations en substrat expérimentées (0.2 M, 0.5 M et 0.8 M) et 

aux deux débits testés (0.86 ml/min et 1.6 ml/min), les plus hauts taux de conversion sont 

encore obtenus à partir du substrat 0.2 M, même si ceux correspondant au saccharose 0.5 M 

restent intéressants et sont moins influencés par l'élévation de la température. 

Ainsi à 0.86 ml/min, les conversions maximales obtenues pour le substrat 0.2 M sont 

88.8 % le premier jour et 80.9 % le second jour. Pour le substrat 0.5 M, les conversions sont 

65.5 % le premier jour et 64.9 % le second jour. 

Des essais supplémentaires montrent que pour le substrat 0.8 M, la conversion peut 

être améliorée en abaissant le débit à 0.3 ml/min. on obtient ainsi des conversions maximales 

comprises entre 78.5 % et 73.5 % à 40°C. Ce même débit appliqué à la solution de substrat 

0.5 M donne des conversions comprises entre 85.2 % et 72.3 % à 40°C. 

Pour le substrat 0.5 M au débit 0.86 mI/min, les conversions maximales mesurées à 

50°C sont similaires à celles obtenues à 40°C. 
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Conclusion 

L'étude des phénomènes de transfert de matières appliquée aux réacteurs réalisés 

indique qu'ils sont tous en régime diffusionnel, les modules de Thiele calculés sont compris 

entre 3.098 et 13.321. 

Les facteurs d'efficacité les plus élevés sont, à la température de 25°C, pour le substrat 

0.8 M, de 25.3 % le premier jour et 28.7 % le second jour pour le premier débit, et de 25.3 % 

et 27.7 % pour le deuxième débit. 

A 40°C, les facteurs d'efficacité les plus appréciables sont toujours à 0.8 M même si, 

au débit de 0.3 mI/min, les efficacités obtenues à 0.5 M (20 % - 22.9 %) et à 0.8 M (21.3 % - 

23.8 %) sont proches. 

De manière générale, les réacteurs réalisés ont donné des conversions satisfaisantes. 

Toutefois pour une application industrielle, il faudrait tester des concentrations en substrat 

plus élevées ou encore utiliser un réacteur à lit fixe avec une boucle de recyclage de la 

solution de sortie. 

Pour des études ultérieures, nous recommandons: 

V' L'utilisation d'invertase purifiée afin d'éviter les aléas d'une 

préparation enzymatique. Même si la préparation que nous avons utilisée est 

restée assez stable, une enzyme purifiée, ayant une activité catalytique 

standardisée conduira à des résultats plus précis. 

V' L'hydrolyse continue de concentrations plus élevées de 

saccharose pour se rapprocher des conditions industrielles. 

V' L'essai de réacteurs à lit fixe avec différentes tailles de billes 

d'alginate réticulées éventuellement avec des réactifs autres que le 

glutaraldéhyde. 

'I L'essai de réacteurs à lit fluidisé ou encore à membrane en 

utilisant toujours l'alginate de calcium comme support d'immobilisation. 

V' L'utilisation d'autres enzymes pour des applications du même 

type que celle développée dans la présente étude. 
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