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INTRODUCTION

GENERALE

L'utilisation d'enzymes pour catalyser des réactions d'intérêt indus-
triel présente certains avantages par rapport aux procédés relevant de la chimie
organique et de la microbiologie appliquée :

- siSplicité de l'équipement et des opérations qui peuvent éventuellement
être faites en milieu stérile, après filtration des solutions enzymatiques,

- spécificité de la catalyse,

- rapidité, même dans des conditions modérées,

possibilité de réactions continues, en plusieurs étapes, Sl nécessaire.

Les désavantages prlnClpaux des enzymes sont liés à leur instabilité
et à leur prix. L'éventuelle nécessité de coenzyme et le caractère réversible
des réactions catalysées par les enzymes peuvent aussi présenter des problèmes.

L'amélioration des techniques de production éconoýique de diverses
enzymes microbiennes par fermentation (DEMAIN, 1971 - CHARM et MATTEO, 1971),
la découverte des ýéthodes de purification par chromatographie d'affinité
(CUATRECASAS, 1971), la possibilité de fixer les enzywes par différents procédés
(GRYSKIEWICZ, 1971) et de les réutiliser ou de les stabiliser marquent la nais-
sance de la technologie enzymatique. Dès lors, il est possible d'envisager
l'emploi industriel des enzywes pour la catalyse de noýbreuses réactions (FAITH
et al., 1971). Ces catalyseurs biologiques peuvent être utilisés dans divers
types de réacteurs discontinus ou continus que l'on qualifie de "biologiques"
(LILLY et DUNNILL, 1971).



Les applications potentielles vont du traitement des maladies hérédi-
taires i l'épuration d'effluents industriels. La majeure partie des applications
actuelles concerne la technologie alimentaire (WIELAND. 1972 - REED. 1966).

Les revues bibliographiques concernant ce sujet sont nombreuses et
l'on peut citer celles de SILMAN et KATCHALSKI (1966). de Hc LAREN et PAeXI.

(1970). GRYSKIEWICZ (1971). ZABORSKY (1973), et plus récemment et en français

celle de DURAND et MONSAN (1975). Tous ces auteurs s'accordent pour classer les

divers modes de fixation d'enZymes utilisés. Il y en a quatre principaux:

1) Adsorption physique :

La liaison ainsi formée entre l'enzySe et le support est réversible. En

conséquence, la perte d'activité enzymatique par désorption peut être iSportante.

Lorsque le support est une résine échangeuse d'ions, les propriétés polyélectro-

lytiques des protéines peuvent renforcer l'adsorption entre l'enzyme et le sup-

port. L'adsorption n'est cependant efficace que dans certains intervalles de

pH et de force ionique.

2) Formation de liaisons covalentes entre enzyme et support :

Le support est activé par introduction d'un groupement chimique capable

de réagir avec les groupements aminés, hydroxyles ou carboxyliques libres des

enzymes. Le groupe actif fixé sur le support peut être soit un groupement azide

(MITZ et SUMMARIA, 1961), diazo (ENZACRYL), isothiocyanate (AXEN et PORATH, 1966)

et triazinyl (KAY et CROOK, 1967) etc """

3) Rýticulation des molýcules d'enzyme:

Les molécules d'enzyme sont réticulées entre elles par des liaisons

covalentes transversales réalisées à l'aide de réactifs multifonctionnels. Il y

a alors formation d'un réseau tridimensionnel. Les agents multifonctionnels

utilisés peuvent être le glutaraldéhyde (AVRAMEAS et al., 1968), l'acide bis-

diazobenzidine-2,2'-disulphonique (GOLDMAN et al., 1968). SILMAN et KAT CHAL SKI

(1966) mentionnent d'autres réactifs qui peuvent être également utilisés.

4) Inclusion de l'enzyme dans un support rýticulý :

Les molécules d'enzyme peuvent être immobilisées de façon irréversible

par inclusion dans un gel fortement réticulé. Celui-ci peut être un gel de

polyacrylamide (HICKS et UPDIKE, 1966), de dextranes (CHAPPELLE et al "" 1967)



ou d'amidon (GUILBAULT et KRAMER, 1965). ou encore des membranes .emi-perméables
(CHANG, 1964).

La fixation d'une enzyme sur un support insoluble peut lui faire per-
dre une partie de son activité (GOLDSTEIN et KATCHALSKI, 1968) probablement
dans la mesure où la fixation modifie partois le centre actit, et en raison de
l'encombrement stérique dû au support. Dans certains cas, la fixation peut
cependant conférer à l'enzyme l'avantage d'une plus grande stabilité vis à vis
des agents dénaturants (chaleur en particulier) (BROUN et al., 1969) ou protéo-
lytiques (VERAGUD et CHRISTENSEN, 1975).
Mais c'est surtout la facilité de la séparation enzyme-produits en fin de
réaction ou lors d'opérations continues, qui constitue l'intérêt des enzymes
fixées. puisqu'elle permet la réutilisation prolongée de ces dernières
(LACHMANN. 1972).

Signalons également les études assez récentes concernant la stabili-
sation des enzymes vis à vis de la dénaturation thermique. Deux procédés sont

actuellement utilisés. Le premier est génétique: une culture à teýpérature
élevée de micro-organismes thermophiles permet d'isoler des enzymes plus thermo-
résistantes (DOIG. 1975). Le second est chimique: l'addition d'inhibiteurs.
d'agents réducteurs. de réactifs multifonctionnels et d'hydrates de carbone
permet également de diminuer la dénaturation thermique (WISEýý, 1973). Ces

dernières études restent cependant inexpliquées dans la Sesure où les mécanismes
de dénaturation le sont aussi.

D'autres méthodes de fixation d'enzymes. physiques ou chimiques,
autres que celles précédeSment citées ont été mises au point. Certaines font
d'ailleurs simultanément appel à plusieurs des modes de fixation mentionnés
ci-dessus (ZABORSKY. 1972). En ce qui concerne les enzymes, les travaux ont
essentiellement porté sur l'immobilisation des hydrolases et enzymes ne néces-
sitant pas de cofacteurs.

Signalons cependant que des études récentes ont apporté des résultats
intéressants en ce qui concerne l'immobilisation de coenzymes (CHIBATA et al.,
J975 - WEIBEL et al "" 1975 - MOSBACH et al "" 1975) et d'enzymes capables de

régénérer des cofacteurs (JULLIARD et al "" 197J - CHAMBERS et al., J975 -

WHITESIDES et al "" 1975).



Dans le cas de la fixation d'une enzyme sur un support insoluble le

choix de celui-ci est important. Une grande variété de supports a été utilisée,
(VIETH et VENKATASUBRAMANIAN, 1973) ; les principaux critýres de choix sont les
caractères physiques du Satériau, la capacité de liaison, l'activité de l'enzyme
après immobilisation, le type de réacteur envisagé, le coût ainsi que la possi-
bilité de régénération.

En ce qU1 concerne les réacteurs, les divers types pouvant être uti-

lisés de façon continue sont bien connus (LILLY et SHARP, 1967 - VIETH et

VENKATASUBRAMANIAN, 1974 b). Il existe deux catégories principales : les réac-

teurs homogènes et les réacteurs tubulaires.
Dans les réacteur s homogènes, l'enzyme peut être ut il isée soi t sous forme so lu-

bIe, soit immobilisée sur un support insoluble. Dans le preýier cas, le procédé

de retention de l'enzyme est une membrane d'ultrafiltration; celle-ci permet

le passage des produits de la réaction tout en assurant la rétention de l'enzyme

(BUTTERWORTH et al., 1970). Dans le second cas un moyen de séparation du sup-

port, tel que filtration à la sortie du réacteur est utilisé (SMILEY, 1971 -

O'NEILL et al., 1971 a). Signalons également que des réacteurs homogènes avec

séparation et recyclage du support enzymatiquement actif ont été étudiés

(KINGMA, 1966 - HORWATH et al., 1973).

Le réacteur continu le plus fréquemment utilisé est probablement le réacteur

tubulaire à lit fixe; son comportement a en effet été décrit par de nombreux

auteurs (BAR ELI et KATCHALSKI, 1966 - ARNOLD, 1966 - LILLY et al., 1966 -

MONSAN, 1971 - GELLF et al., 1973 a et 1973 b - MARRAZZO et al., 1975). Un

autre type de réacteur tubulaire est le réacteur à lit fluidisé, particulièrement

intéressant pour le traitement de solutions troubles (CHERYAN et al., 1975). Il

faut alors immobiliser l'enzyme sur un support dense (HASSELBERGER et al., 1974).

D'autres types de réacteurs enzymatiques continus ont été mis au point. Ainsi

des éléments biocatalytiques tubulaires assurant un contact étroit entre l'en-

zyme et la solution de substrat ont été réalisés (VIETH et al., 1972).

Les diverses études effectuées sur ces réacteurs ont portées d'une

part sur le calcul de leurs performances en fonction de la réaction qui s'y

déroule (LILLY et SHARP, 1967 - VIETH et VENKATASUBRAMANIAN, 1974 b) et d'autre

part sur la comparaison de l'efficacité des divers types de réacteurs vis à vis

d'une réaction donnée. Ainsi lors de l'hydrolyse du maltose par l'amylogluco-

sidase, un réacteur tubulaire semble plus efficace qu'un réacteur continu homo-

gène (O'NEILL et al., 1971 b). On peut remarquer que, si la plupart des systèmes



ont été étudiés avec de faibles concentrations de substrat, certains auteurs
(SMILEY, 1971 - WEETALL et al., 1974 - WIERZBICKI, 1974 - CHERYAN et al., 1975)
ont cependant essayé de travailler dans des conditions plus proches des exi-
gences industrielles.

Si une quantit' important. d. travaux (vot. eo.,t.- "" ftýu.ý """ ýýt.ý.
scientifiques: WINGARD, 1972 - PYE et WINGARD, 1974 - OLSON et COONEY, 1974)
a été publiée, beaucoup de problèmes pratiques ne sont pas résolus. (Citons, par

exemple, ceux de l'instabilité de l'activité enzymatique et du développement
microbien lors d'une expérimentation de longue durée. La résolution de ces

problèmes techniques, peut être plus difficile et moins spectaculaire que la

découverte d'un procédé d'immobilisation d'enzyme et est fondamentale pour
l'application de procédés à la technologie enzymatique. C'est la raison princi-
pale pour laquelle les diverses revues bibliographiques mentionnent plus les

applications potentielles - qu'elles soient industrielles (DURAND et BAUDRAS,
1975), analytiques (GUILBAULT, 1972), ou médicales (CHANG, 1969) - que les réa-
lisations déjà mises en oeuvre dans l'industrie. De telles réalisations semblent
être actuellement limitées à trois opérations :

I) Aux Etats-Unis et en Grande Bretagne, la pénicilline amidase immobilisée
sur cellulose, dans un réacteur à lit fixe, permet l'hydrolyse de la benzyl-
pénicilline en acide 6-aminopénicil1anique, précurseur d'une variété de pénicil-
lines semisynthétiques (WEETALL, 1973).

2) Au Japon, l'aminoacylase adsorbée sur D EAE cellulose est utilisée pour
la transformation de mélanges d'acides aminés D et L en la forme L physiologi-
quement active (CHIBATA et al., 1972).

3) Aux Etats-Unis, la glucose isomérase adsorbée sur D EAE-cellulose per-
met de transformer en continu le glucose en fructose (MERMELSTEIN, 1975).

L'utilisation d'un nouveau procédé fait appel aux processus de déve-
loppement et d'extrapolation des expérimentations effectuées à l'échelle du

laboratoire. Il nécessite en général un passage à une échelle intermédiaire
(atelier pilote) où interviennent les mêmes phénomènes que ceux étudiés au

laboratoire, phénomènes de cinétique notamment. Le passage à l'échelle indus-

trielle fait appel à d'autres bilans dans lesquels interviennent des facteurs
économiques. Ainsi dans le cas de la production des acides aminés de la forme
L à l'aide de l'aminoacylase adsorbée sur DEA E cellulose, le coût de production



serait inférieur de 40% l celui du procédé utilisant l'enzyme loluble non ricu-
pérée (VIETH et VENKATASUBRAMANIAN, 1973).

L'ensemble des notions concernant la technologie enzymatique ne
recouvre qu'une partie du génie biochimique dont AlBA et al. (J965) ont donné
la définition suivante: .L. 9I"i. býDO.ýýý """"""" ý ý ,. ... ý "......

miques utilisant des matýriaux d'origine ou de caractýre biologique à des fins

pr4paratives. La fonction de Z'ing4nieur biochimiste est d'utiliser les connais-

sanoes du microbiologiste et du bioohimiste pour des op4rations d'intýr6t indus-

triel. Pour ce faireý celui-ci doit non seulement avoir de solides bases en

ecienoee biologiques mais éqal.ement: en qénùe chimique".

e

<> "

ý



Au cours du présent travail, nous avons étudié diverses réactions
enzymatiques d'intérêt industriel. L'hydrolyse du saccharose, la transformation
du glucose en acide gluconique, la préparation d'hydrolysats protéiques et
l'hydrolyse des pectines en vue de la clarification des jus de fruits ont été
choisies comme modèles de ces ré_ctiona et 'tudi'e. dena de. r'ecteur. perm.t-

tant une réaction continue.
Nous présentons le développement expérimental de ce travail en tenant compte du

type de réacteur employé. Dans chacun des cas nouS avons tenté d'analyser cer-

tains phénomènes se rapportant aux systèmes étudiés, que ces phénomènes consti-
tuent un avantage ou une limitation pour les applications ultérieures de ces

systèmes.
Le premier chýpitre se rapporte aux utilisations du réacteur homogène agité.

L'hydrolyse du saccharose et la préparation d'hydrolysats protéiques ont été

étudiées dans un réacteur de ce type, les enzymes étant retenues sous forme
soluble à l'aide d'une membrane d'ultrafiltration. Dans le deuxième cas, la

stabilité de l'activité enzymatique dans le réacteur a été améliorée à l'aide
d'un traitement chimique préalable de l'enzyme. L'oxydation continue du glucose,
dans un réacteur homogène agité ne retenant pas l'enzyme, a également été

étudiée. Des expériences préliminaires réalisées de manière discontinue ont per-

mis de déceler que le transfert d'oxygène est le facteur limitant de la réaction.
Le deuxième chapitre concerne les utilisations du réacteur tubulaire. L'hydro-

lyse du saccharose y a également été étudiée; le réacteur est à lit fixe et

l'enzyme retenue par adsorption sur une résine échangeuse d'ions. Des essais en

vue de l'hydrolyse des pectines et des protéines ont été réalisés dans ce même

type de réacteur. La réaction de protéolyse a aussi été étudiée dans un réacteur
tubulaire à lit fluidisé. Dans ce cas l'enzyme est immobilisée par réticulation
sur des particules magnétiques ou par fixation covalente sur du verre poreux.
L'efficacité de ce dernier type de réacteur a été comparée à celle d'un réac-

teur à lit fixe et étudiée en fonction de la masse volumique apparente des par-

ticules porteuses d'enzyme et de la viscosité de la solution à traiter.
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catalyst· l'hydrolyse de sucres possédant un rèsidu
terminal non substitué ý-D-frucloruranosyl. La
<'Ïnt·tiqm· de l'hydrolyse du saccharose, ainsi que
l'ctf'et inhibiteur du substrat et des produits de
réaction ont été étudiés [6, 7, 81. Une activité
trunstéruslque de l'invertase a été mise en
évidence 9, 10, 11 J. Un mécanisme d'action de
l'enz yrne a été récemment proposé [12;.

On peut mentionner que les solutions de sucre
invert i préparées dans l'industrie sont obtenues
par hydrolyse en présence soit d'acide chlor-
hydrique, soit de résines échangeuses de cations
"13'. Des essais d'utilisation d'invertase fixée sur
divers supports ont été publiés [14, 15, 16).

L'Invertase de levure (extrait lyophilisé) et le
sacchurose «pour usages biochimiques ý pro-
viennent de :\Ierck. Les expériences continues ont
été faites avec du saccharose «très pur ý Merck.
La glucose oxydase provient de Worthington Bio-
chemical Corp. L'azote provient de l'Air liquide
(qualité L, 99,9 p. cent de !Ii:!).

Les concentrations de sucre sont exprimées en
gramme pour 100 millilitres (p. cent).

Joseph BOUDRAST et Claude CHEFTEL.

Laboratoire de Biochimie Alimentaire, Université des Sciences et Techniques,
.H - Montpellier, France.

(27/3/1972).

Summary. -- Continuous hydrolysis of sucrose solutions by yeast invertase has been
studied in u continuous stirred tank reactor (C.S.T.R.) limited hy an ultraftltration
membrane capa hie of se lect ive ly retaining the e nzyme.

1. Initially, studies were made of the kinetics of batch sucrose hydrolysis and of
invertase stubi l ity, under conditions applicable to a continuous process, In particular al
high sucrose concentrations.

2. UltranItration studies showed that various me mhra ne s retain Invertase selectively
and remain permeahle to solutions of hydro lysed sucrose. The flux of the products of
hydrolysis was found to be maximum when the concentrat ion of the solution was close
Lo 50 p. cent.

3. Studies of continuous hydrulys ls without enzyme retention showed that the steady
state ratio 01 sucrose hydr o lys i s may be predicted from the kinetics of the batch enzy-
matic reaction and from the suhstrate material balance in a C.S.T.R.

4. Studies of continuous hydro lysrs with enzyme retention through ultraflltration
showed that invertase reutilisation fol' ;, days, at !'lO"C, docs not lead to any detectable
loss of enzyme activity. Under the conditio'ns adopted, the ratio of sucrose hydrolysis
remained constant, and close to 90 p. cent.

L'hydrolyse du saccharose par de l'invertase "l'
levure a été choisie comme modèle "C réaction
enzymatique d'Inter .... t industriel el étudiée "ans
un système permettant l'hydrolyse continue du
substrat par une quantité fixe ct continuellement
réutilisée d'enzyme en solution.

Ce système consiste principalement en un réac-
teur homogène limité par une membrane d'ultra-
filtration, Le réacteur, qui contient une solution
d'enzyme. est alimenté de façon continue en sub-
strat. Le milieu réactionnel à l'intérieur est rians
un état stationnaire et réparti rie façon horuogène
grâce à l'agitation. La membrane d'ultrafiltration
retient sélectivement les molécules d'enzyme mais
laisse passer les molécules de faibles po iris molé-
culaires, eau, produits de la réaction et substrat.
Le temps de résidence nominal de la solution de
saccharose à l'intérieur du réacteur est élabli de
façon à ce que le taux de conversion (d'hydrolyser
à la sortie du réacteur soit rie l'ordre de 90 p. cent.
De tels réacteurs enzymatiques it membrane ont
été étudiés par Wang et al. : Il.

L'invertase extracellulaire rie levure (Ee 3.2.1.26)
est une glycoprotéine contenant environ 50 p. cent
d'hydrates de carbone [2,3,4,5) ; son poids mo-
léculaire est proche de 270000 [3, 4 J. L'invertase

1.1.1 - Hydrolyse continue du saccharose par de l'invertase
immohilisée sous forme soluble.
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saccharose (micromoles de saccharose hydro-
lysées par nunute ct dans les conditions C"Pl'rI-
mentales adoptées). nous avons truce la courbe dl'
déhut d'hydrolyse et déternuné la valeur de la
pente it l'or-iuine.

Afin dévulucr la stabilit(· de l'Invertase t'Il pré-
xcru-e dl" produ its d'Iivdrulvs« ct ('gal('lIIl'nl aflu
d'e xpruucr la r('ll'nlion de l'invertuse par II.'ý

IIIl'III brunes c)'ultrafiltration, une méthode dl'
dosage' CIL' l'dit' enz yme 11 étl' mise au point, l'Il

aliquot convcuuhle cil- snlut ion euz ymutique est
Illt·langt· il .. ml d'une solution dl' sa('('lIal'osl' il
I;") p, ce nt clans II.' tampon a('('tate dl' snd iuru
H,OI :\1, pH t.;"" Après .. minutes de rcuctron a

ý:!"C, le tuux dhvdrolvs« doit l'tre au mn xi mum
d't"J\iron :W p, cent Dans ('('S cond it ions, la

I

1 $ 10

vitesse de reaction
( p mole mn -',

Fit" :1, - Influence de la température sur I'acf iv itè
euz ymut ique initiale de l'Invertase de levure, Les
\'Îlè"cý d'hydrolyse sont déterminées et expr-imées
comme indiqué duns c Matériel et Méthodes ... Concen-
t rnt io ns eu snecha rose : to 0;', ( 0-0) et 6(1 % (. -.

I

tampon acètute de sodium O,nt M, pH 4,5 ; ('OIll'CIl-

t rutron en invertase : 0,04 mg/ml.

J!plhodes.

I.'hyclrol,yse est faile en solution tumpon a .. l-Iate
de sodium H,Ol :\1, pH ",5.

L'hydrolvse est sui vie soit par dosage des grou-
pements réducteurs libérés : 17', soit par dosage
du ghl<'OSl' il l'aide de la glm'ose oxydase.

Pour les études cmétrques, l'hvdrolyse est
arr-êtée par addition de soude 0,01 =" et ref'ruid is-
sernent Ù WC. Afin d'exprimer l'activité enzyma-
tique ('Il tant que vitesse initiale d'Iivdrolvse du

est assurée en plaçant la cellule dans un hain
d'eau.

Des hydrolyses continues et discontiuues sans
rétention d'enzyme ont été réalisées 11\'(>(' le réac-
teur Radiometer. l'ne pompe péristaltique Sigma-
motor permet de faire varier le déhit (figure 2).

azote
SOUS pr e s sron

solution
de saccharose

pompe
per rs t al t ique

Invertase
retenue

s.cýharose
en

A'------':a...._

o solution

agitateur
maqnetrque

pompe
ner ist au.que

solution agitateur salut Ion salut Ion
de saccharose maçnenuue de saccharose d Invertase

hydrolyse

FIIô. 2. - Prj ncipe du montage ut i l i sé lOI', d('
J'hydrolyse continue du saccharose sans ri'lIlili,alioli
de l'invertase.

(aý'on continue dans la Cl'II Il Il' du fail d(' la pn's-
sion d'azote (3 hal'S), l'I ail fill' el il III l'S Il n' '1111'

la solution de substr-at pills 011 1II0ins hydrolyst,
présente duns la ('('11111(' pussv ail tr-aver-s dl' 1:1

membrane d'ultrafiltration. La thermostntisution

CEllULE
e: Ul TRAFILTRATION

Les hydrolyses continues uvee rétention d'en-
zyme ont été Iaitcs il l'aide "'UIIl' cellule d'ultra-
filtration Amicon, modèle 5ý, dl' capae itè n5 ml,
munie dun burrcau aimanté (figure 1), Les meru-
hranes Amicon type Diallo ont une surface dl'
1ý,5 ('Ill:!, La solution stock de sacchuruse est
placée dans un réservoir inox Arnicon type HS
cie capacité 4 litres, Celle solutlnn pénètre dl'

,1/Jpllreillnyr.
Les hydrolyses discontinues ont l·té faites clans

un réacteur à double enveloppe Radiometer
(511 mil,

solution
de saccharose

hydrolyse

Fu., 1. Prmcipe du montage ut il ise lors (il-
l'h\'drol\'se continuc du saccharose avec réut+llsatiou
de 'l'invèrtase,



Hydroly,c enzymatique continue du saccharose.
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Conrrntrution initiale ell succharose,
La vitessv i n it iale d'hydrolyse du saccharose a

(otl' dl'tl'rlllinl'l' en fOlldion rle la cour-enf rut ion
initiale eu succhurose. en opèrnnt dans un volume
dl' 30 ml, an',' une concentration c1'in\'('rta'il' cil'
tI,tlR mg/ml et il une température de :W ou l.iO"C,

La figure 4 montr-e qu'il 11\ a pas dl' pl'rll'
d'ucti vité enzymatique après ï heures il ;)O"C, et
que la préscm-e dl' ghlcosl' l'I dl' Iructosc ralentit
la dl'gradalion dl' l'In vertuse il fiO"C, Ell raison ch-

difficultl's analytiques, il u'a pas l'tl' posvi hle
d'l,tudil'r la stuhi lité dl' l'mvertuse l'Il présence dl'
coucvntruttuns plus élevées dl' ghl(,O'il' ct cil' Iruc-
tose, telles qu'l'Iles scruient tr-ouvées dans un rt'al'-
teur avec ulimcntation cont inue en sacchurosc.

Fil;, 5, - Cini,tique de III réaction d'hyd rolysc du
succharose par l'invertase de levure. Herrl'sentlltion
de LOI(, (1 - XI en fonction du temps, .e s valeurs
correspondit nt au taux d'hydrolyse X figurent -ur le
deuxième axe d'ordonnée. ;,II"e: turnpon acétute de
vod ium fI,fll ýI, pH .J,;' : co nce nt rut io n e n i nv e rt a ve :

:.l ml(/ml : cnnce nt rnt i on en <acchu rose : 10 '; I I.

:.lU c; ( "" J, :10 ,ý, (.ý .'. J, .JO '-;
( .... l, :,0 ';

I 0 - 0 I, liO '1, (. " J,

I.l' tall' d'h\'(ll'o)\"c est la fruct iun du Sal'dlal'lISl'
initial qui Il dl' hydl'OlYSl"

acétate dl' sodium (J,OI :\1, pH .t,5, ainsi que .luus
une solution dl' gh)('OSl' (;) p, cc nt i et fructose
(5 p, cent) dans ('l' III l'III l' tampon,

turc optimale d'activité apparait alors plus i'levée,
On SHit que les courbes d'activité en Fonction de
la température résultent de deux phénomènca :

l'activation thermique dl' la réaction d'hydrolyse
et celle de la dénaturation thermique de l'enz yme.
Ainsi la température optimale peut dépendre du
temps de réaction, qui est ici de ;) minutes,

La température optimale d'opération d'un réac-

teur it membrane retenant l'enzyme est la tempé-
rature la plus élevée possible Ill' provoquant
aucune perte d'activité enzymatique. La stahilité
dl' l'invertase a donc été étudiée dans le tampon

HeurC",
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Tempéra/lire,
L'Influence de la température sur l'acti vité

enzymatique initiale a été étudiée à des concen-
trations de saccharose de to et (iO p. cent (figure 3),
On obser-ve une inhihition de l'activité enz yma-
tique il la plus forte concentration en saccharose
utilisée, ainsi qu'un effet protecteur de celte con-
ccntrution de sar-r-hurose vis-il-vis dl' l'inactiva-
tion thermique de l'enzyme id, 181; la tempér-a-

pH,
Cne zone dl' pH optimum comprise entre .t,?' et

.t,S est observée ct lin pH de .t,5 retenu pour la
suite dl' celte étude,

Il G

Fju, .. , Innctivntlon de l'Invertnse de levure pili

lu chaleur, Les solutions d'enzyme (l mg 1111.1 sont
incubées à diverses températures pendant des durées
déterminées, Les nct ivités enzymatiques résldue lles
sont alors détermlnées comme indiqué duns « ýlIltl'l'Ïels
et Mýthodes:. et expr-imées par rapport it l'nct ivitc
présente au temp' zéro de l Tncuhat i o n. l ncubut i o n

dons le tampon ncétnte de sodium n,ni ýI, pH .J,;" il
500e (0-\) J, 5:1,5"<: ( "" J, "fi"C ( .... l, nu-r:
I !',--t:, I et dans Ir mèrne tn mpo n contenu ut du 1:111-

cose (5 "Ir J ct du f'ructose (i, <::; J, it fiOoe ( 0 0 J,

I:') l nlluenc e des conditions de réaction mr In

cinétique d'hydrolyse et sur la sta[lilité de l'en-
zyme.

Des expér-iences d'hydrolyse discontinue du
saccharose ont èté faites pour r-aructér iser la pré,
paration d'invertase utilisée.

HESl'I.TATS ET DISCTSSIO:'\,

o L- __ ý--ý----ý------ __ r_--ý--ý--ýý

quantité de sucres réducteurs formés est propor-
tionnelle à la concentration d'enzyme, Lorsque la
solution enzymatique contient déjà du glucose et
du fructose, un témoin doit être eff'ectué. L'acti-
vité enzymatique est exprimée comme indiqué
précédemment,

Les mesures de viscosité sont faites à l'aide d'un
viscosimètre à écoulement plongé clans un hain
thermostaté, Le calcul des viscosités est fait par
rapport à une solution de saccharose de viscosité
connue.
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TABLEAU J.

Itétcntion de l'invertase par divers types cie membranes d'ultrafiltration,
50·C, 3 bars: tampon acétate de sodium 0,01 M, pH ",5: concentration en
invertase: 2 mg/ml.

Activité transjérasique de l'inuertase,
L'hydrolyse du saccharose par l'Invertase s'est

révélée complète dans les conditions e xpértrncn-

3

2,3

3,52,8

2,6

o

P. cent P. cent
d'invertase d'enzyme

dan, le filtrat non retrouvt'

97

93,7

95,1

d'invertase comprises entre 0,1 et 2 mg/ml. Elle
répond à la relation suivante: K = 2.10 1 (E), où
K repr-ésente la constante Ii(' vitesse de réaction
dl' pn'mÎt'l' ordre (mn-I) (·t (E) la coucentr-ation
en invertase (mg/IIlI,.

2") lUrnîiltrution dt' sulutious d'i mvertase et dr
,w/"liIJIIS de sarchurose hlldrolysý.

l noertase .

La rétention de l'invertase par divers types de
membranes d'ultrafiltration a été étudiée. 30 ml
d'une solution d'invertase (2 mu/rnh dans le tam-
pon acétate cie sodium sont placés dans la cellule
d'ultrafiltration et diaflltrés en continu avec du
tampon acétate tic sodium 0,01 M, pH 4,5, pendant
8 heures, it 50"C, sous une pression de 3 bars.

La rétention est exprimée selon l'équation : Ré-

tention = 100
(

1 -
ý:

)

où Af représente l'acti-

vité enzymatique retrouvée dans le filtrat et Ao

l'. cent
d'invertase

retenu

Concentration en enzyme.

La constante de vitesse de réaction de premier
ordre a été mesurée pour des concentrations

vertase pur le fructose est compétitive, tandis que
J'inhibition par le glucose ne l'est pas ý5ý.

Cinétique de réaction.
Pour des concentrations initiales en saccharose

comprises entre 10 et 60 p. cent, la réaction
d'hydrolyse du saccharose suit approximative-
ment une cinétique de premier ordre par rapport
à la concentration en substrat, pendant la quasi-
totalité cie l'hydrolyse (figure 51. Ce comportement
parf icufier est la résultante de plusieurs effets, y

compris de l'inhihition par le substrat et les pro-
duits de réaction rd. 6'. Il est difficile de lui
donner une explication biochimique précise; il

a cependant facilité la prévisron des performances
d'11l1 ri-acteur continu.

30 000

300 000

100 000

I Seuil d'arr,:t
théorique

I Dalton]

0,176

0,151

0,108

Oébit
tmt.mn-r.cm-t.

PM 30

Type de
membrane

XM 100 A

XM 300

lnhibition par les produits d'hydru/yu.
Nous avons vérifié que l'activité hydrolvtiqu«

de l'invertase est part ie+Icrncut inhibée par 1(,

fructose et, à un moindre degré. par le ghlcoSl', La
vitesse initiale d'hydrolyse d'une solution dl'
saccharose 0,1 :'\1 est abaissée de 80 p. cent en
présence de fructose 0,1 :'\1 ct de 35 p. cent en
présence de glucose 0,1 M (22·C ; pH ",5 ; 2 mg
d'invertase/ml). On sait que l'inhihition de l'in-

tales adoptées: avec une solution de .')0 p, cent dl'
saccharose (50UC; 1,5 mg d'Invertusc-mh Il' glu·
cose libéré après une heure correspond it la quan-
tité théorique introduite sous Iorme de sucrhurosc.
Afin de déterminer si l'invertase eX('ITe une urti-
vité transférasiquc au cours de l'hvdrolvsc, nous
avons recherché la présence dl' polysal'\'hal'idl'ý
de fructose et glucose par chromutourapluc CI'

couche mince selon Collins et Chandorkur ,20'.
Des traces de composés autres que saccharose.
fructose et glucose ont été observées.

On observe un maximum de vitesse entre to et
15 p. cent de saccharose, qui correspondrait à la
saturation de l'enzyme ý6ý. Au delà de t5 p. cent
de saccharose, la vitesse initiale d'hydrolyse
décroît [6] ; pour une concentration en saccha-
rose de 60 p. cent, elle n'est plus que la moitié de
l'activité maximum. Ces phénomènes sont connus
et ont été commentés par Mac l.arcn :7ý ct
Bowsk i et al. [19'. La baisse d'activité enzyma-
tique aux concentrations initiales élevées dl'
saccharose serait duc aux eff'ets comhinés d'une
inhibition compétitive par II' substrat ct d'une
faible activité physico-chimique cie l'r-au. La
viscosité élevée du milieu provoque peut-être ('ga-
lement un ralentissement des phénomènes de
diffusion [d. 8 J.



Hydrolyse enzymatique continue du saccharose,

Ll' SYStl'II11' utilisl' pour l'hydrolyse continue
.sans réutilisation rl'cnzym« est celui présenté sur

1
o = 0,08 + 0,05 log,

Debl! de saLChafO'.

:::l"ý:ýý
002L'/ oý

00'

cone.nl,,11O" en UcchafOs. l " I

a
60 !JO 10 70

où
0 est le dl'bit en mi. rnn" , l'I1l'ý ct 'I la vi-«-o-

siti' des solutions. en centipoise,

Ll'S déhils d'ultrafiltration evpr imès Cil

grammes de sacchurosc équivalent sont porti-s sur
la figul"(' 7, pour diverses concentrutions de
sace harose équivak-nt, ù diver-ses températures,
ct it une pression constante de 3 hars. Ln débit
rnu x inuun dl' xueres est observé pour une conccn-
trutlon de saccharus« éqnivalcnt dl' ;iO p, r-ent.
Cl'St la concentr-ation que nous avons utilisl'l'
pour les e xpértences continues.

Les dl·hito; volume corresponclant a tous II'S
points dl' la figllrl' 7 répondent a la relation
cmp ir-ique sui vante :

tassement de la membrane. L'ne augmentation du
dèbit a été observée en (onction de la pression
ainsi qu'en (onction de la température, les inter-
valles cie mesure étant respectivement de I 11

J bars ct de 40"C it 71)"c' t.'eïïet de la température
est relié it une modification cie la viscusité des
solutions,

Fn., 7, Influence de la conccntrntton de s ucre
inverti sur Je débit matière à travers la membrane
d'uttruûltrution, Memhrane Amicon Diaflo XM :iOO;
:1 harx : solutions de glucose, fructose et succhuro-,«
correspondant à du saccharose hydrolysé à 90 p. cent,
dans le tampon acétate de sodium 0,01 :\1, pH 4,:1, Les
dl'hits ct les concentrations sont expr-imés en I(rnmmc
de succhnrose équivalent.

70"C ( 0-0 I ; 'lO"e ( "" ' ; 50'e (0 0 J.

:i" I 1I11t1r(Jl!lst"ý continues.
Call'III tit'S perî ornum ces "'1111 réucteur continu

JWflwyè/lt' et nérijicution e r périmentale,
Xous uvuns d'uhord vèr ifiè uvee une solution

d'hl'Iianthinl' que Il' rèucteur Hudiomcter sc COIll-

portait hien comme un réacteur hOlllogène ý21:,

volume df' fdtpal I ml I

FIC;, fi, l'Jtrafiltration de l'Invertuse de levure.
I>ialillratioll an',' du tumpon nCl;tal(' O,Hl M. pH ý,;) ;
"Wc, ;\ll'lIIh,'ancs Arn icon Dlnûo,

La membrune X:\I-:iOfJ, qui l'l'l'ml'! Il' déhlt Il'
plus i-lnl', a été adoptée pour la 'illite dl' ('l·ttl'
étude,

Les données de la figure (j montrent que la
membrane dl' type PM 311 ne laisse pas passer
d'enzym«. J.l·S membranes X:\I-IOO A et Xýf-3I)O ne
laissent plisser l'Invertase que dans les premiers
:ill ml de filtrat, et le total de l'activité cnzyma-

100 ad enl "Uree
al"l enl mt rodtnte

o 10 Iý 10 2!t JO lý to

t iqru- trn vcrsunt la nu-mhrune Il'l'XCi'cll' l'as :i p,
ce nt. Ces rèxultuls e x cluent la filtration prHl'ren-
tidl,' totah' rl'une l'lasse til' molt-cull'S d'inn'rtasl'
cil' poicl" mo lécuhurc inf'cr icur : ils s'e xp liqucnt
vruiserublnhlcuu-nt par la Iorrnat iou rl'unc rouchc
dill' til' « polarisation til' concentrution » '1111
mnrl iti« la sl'Iedivitl' dl' la uu-mhrunc,

Le seu il d'arrd théor-ique rlvs membrum-s. le
dl·hit nu-xure pour chuque memhrune et Il' hilan
dl'S adivill's enzvmatiqucs sont portés Sill' le ta-
hleuu I.

ý nlt_>mhr.inf' )lM 300

ý .M '00.
_

PM JO

I'ucf iv lté enzymatique initiale de la solut ion
d'enzyme.

Solntion de sacchurose h{/drll/ll,ýé,

La viscosité d'une solution dl' ,iO p, cent dl'
saccharuse baisse d'environ 10 l', l'l'nt après
hydrolyse,

:\'OIIS avons préparé des solurions de glul'osl',
Iructose et saccharose corr-espondant à <les solu-
tions <le concentratluns diverses de succhurose
hydrolysé it 90 p, cent (analogue it l'efflue nt <1'1111

réacteur continu).

Les déhits dnlt rafi ltrnl ion dl' ('('S solulions
(en ml.mn! , rm'ý) it tr-avers la mcnrhrunc X:\I-30o
ont été mesurés après la pi'riodl' de ha isse iu il iulc
rapide de déhit corcspondant pruhuhleurcnt ;', un
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(') Les valeurs de li provicnnent dl' détermtuutions e xpérime nta le s (Cf. pa ru-
I(l'aphe e Conventrnt ion en enzyme »),

l, (\ 1'1'1'-

x-- = KO1-X

l.« culcul aboutit il la relation sui vante '22

(

d (S») dl" ,
I à K IS 'K--- hy ru yse est ICI ega - .) ou

dt ,est la constante de vitesse de réaction de
premier ordre par rapport il la concen-
tration en substrat.

La relation précédente s'écrit alors:
U

S
uK'. ,(,01 - --.(S) - (S) = 0

v V

oil X l'si It- tuux Ill' con version «(I ý X - I I, ('\'sl-

ù-d ir e la Iruct inn du succhuruve i n if inl qui a l,tl-
It ,\'IIr'ol Y"l',

vulcurs 11101111'1' qlll' la rvlut ion
I

La relation l'''l'cédenle pl'rllll'! dl' ('all-lIlt'l' Il'
lau, d'hydrulys« théor-ique d'utu- "pl'ration ront i-
nue il parlil' dl' (J. l'I de K pri'I'('d('IlI11II'nt d,'It'I'-
minèc lors d'e xpér-iences disvunti nucs. Ce" tuux
d'hydrolyse thi'orilflles peuvent i'ln' ('ol1lpal""s 0111'\

tuu x d'h,ydrol}Sl' e xpér uuentau x d'l'ssai" r ont inu»
(Iahleau II el fi gil 1'1' XI, L'accord Oll'l'I"\'i' ('1111'1' l'l'S

X

nu-t til' prl"\'oil' l'rufhu-m-i- dll It'IIIP'" dl' 1''''sidl'llI'I'

nominal 1'1 de la rouce ntrutiuu ('II ('IIZ,\ 1111' 'III' !t-

10111\ tI'hý dl'olysc cont inu. Cl' t v Pl' til' culrul dl'

réuvteur l'si Iréquctunu-nt IIlil;';l' cu gl'lIil' rh i-
nuqu«

.

21, ý3, 22 ,

«)11 l'l'III fail'(' !'t'Ill:ll'qllt'I' 11'11' "I la 1',',;tl'(j"l1 a v.u t

vui vi line l'illl-tilJlIl' diflt'I'l'III1', ri .uua rt l'll' .,alls
dOIlI(' pili, diflil'ih', mui s nvn n nu u nx (lo.,.,i!III',

('
d

(ýý)entrée +
dt

, (Sol
U

v

Coneen I ra tion en invertase
0,1 0,2 n,:; O,I! O,!J4Img/mll

----

K correspondant (') (mn-") 2, l o-ý 4,10-t 10.1 1,6,10-' 1,88,10-1
,-------- - --_-- ----
fj

volume
(mn)- 60 30 30 30 60débit

-_._-- - ------
x. fj 1.2 1,2 3 4,8 11 ,3

- --_ ----_._- -

X théorique (p. cent) 54,:! 54,3 75 82,7 91
-- ----- -_-- .. _--- ----.

X expérimental (P, cent, 54 ,'lU ,3 75 84 92

d (S»)' sortiedt-

La variation instuntunée dl' cunccntr-ation (S)
du sacchurose par un it« d(' telllps it l'Inter-ir-ur du

la figure 2. Le réacteur agité est alimenté en
continu avec des solulions cie saccharo: s e ct
d'invertase. La concentration de saccharose équi-
valent dans le réacteur est loujours de 5(1 p. cent.
La concentration d'invertase et le temps de rési-
denee nominale 0 ( égal au rapport

volume du mélange réactionnel
débit' it traver; iý.·--;:é;;cteur )

sont variables d'une expérience il l'autr-e. I.e \'0-

lume du mélange réuct ionnvl cst ruaiute nu cou st ant
à l'aide d'un trop plein,

(

ý ýý)
)

réacteur = (d_ýý)
)

.

(

d (S)

)

sortie + --- hvrlrolvse.
dt ' ,

T AIU.EAU Il.
Performances du réacteur c out i nu homogène en fonction dl' la concentration

en invertase, et du temps de réside nee nominal. Le montage utilisé est l'l'lui de
la figure 2, 511"C ; tampon aci'iaie dl' sodium Il,111 :\1, pH 4,5 ; concentratlon en
saccharose éf!uÎ\'alenl dans le l'i'adellr: ;'(1 p. Iüü. K, constante de vitesse de
ri'udion dl' premier- ordrc ; I), temps de rvs ide nce nominal; X, taux d'hydrolyse
(Il, 1011),

(

_d (S)

)

réacteur est nul lorsque l'état Il'élfllilihn'
dt est atteint.

(

dd(tS)

)

U
entrée . (So)

V

réacteur est égale il la somme 1I1gi'hriIJlle Ill'S va-
riations cie concentrations ducs ;', ('('nln:'l' d(' sac-
charose, il la sorlie de suer-hm-ose ct il la réuc tion
d'hydrolyse.

où l'est le débit Ù travers Il' réacteur, et " Il' Vo-
lume de mélange reactionnel.
BIOCHIMIE, 1973,55, n° 4,



HydrolY6e enzymatique continue du saccharose.
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La figure 9 indique le volume de solution
recueilli en fonction du temps, et le taux d'hydre-
lyse de cette solution, On voit que cc taux dhvrlro-
lyse, une fois l'équilibre atteint, est resté constant
et égal à 87 p. cent, pendant 120 heures, Ceci
montre que l'invertase n'est que très peu ou pas
dégradée au cours cie cette opération avec réten-
tion d'enzyme à 50"C, Le tau'( d'hydrolyse mesuré
de 87 p. cent peut être comparé au taux d'hydro-
lyse théorique de 88 p. cent. L'ru- c xpèr ience
eff'ectuée à 53,5·C révèle urie haisse assez rapide
du taux d'hydrolyse (figure 9).

Du fait dl' la réuti lisat ion sans peril' de l'In ver-
lase il :'lO·C, il semble «Ill' l'cfflcac it

è

du réacteur
à membrane d'ultrafiltration peut ètre augmentée
en opérant il une concentration plus élevée en
enzyme. Des essais ont cependant montré que le
débit de sucre inverti à travers la membrane
d'ultrafiltration baisse rapidement lorsque la con-

centrution d'in\'l'rlaSl' dl'passl' 1,5 mg ml fhaissl'
dt' dl'hit dt' ,Hl p, cent IHlI'" l,X mg d'mvcrtuse
par ml).

Dans les conditions d'opl-ration continue a n't'
réten t iun d't'nzyme (Ilgurc 9, :'l(l"C), :!Il mg t1'inver·
tuse ont permis d'hydrolyser :!,I kg dt' succhurose
en 1:!(I heu res. Da ns dt's corul i t ions d'opl'ra t ion
discontinm' sans l'l'tt'ntion d't'nzYlIH', la ml'mt'
quantitl' tI'invcrlase, t'n prl'sencl' d'IIIIl' solution
rie 50 p, cent tic sal't'harosl', it 5U"<:, pt'I'llwt

Fit:, !J, \'ariation du taux d'hntl'fltvse lors
d'hvdrnlvses co nt inue s du snccharove :in'l' rl'utilisa·
I ion de j'invertase pal' ultrnûltrntton. Le mnntage ut i-
lisl' est l'l'lui de tu IIgul'e I. Tampon ucétnte d(' ""Iiulll
fI,lIl :'II, pH ",'l ; co nce nf rut i on en ýal'('hal'oý(' : ý,fI ,; ;

me m hru ne Am icon Diano X:'II :WO,

Ex pcrie nce it 'lO"e 10- C, " _ ." I ; \0111111(' l'l'al"
t i o n ne l : 'lO ml ; conce nt rut io n e n i nvert a se : n," ml(
1111 ; temps de ré s ide nce nominal: !Hl ru i nu tes ; tuu x
d'hydrolyse inilial du sncchnrose dans Iý réuctcur : fi.

Ex pérte nce it 53,5"e (I::. 1::.: Â Â'; volume réar-
t io n nel : Iif) ml ; co nce ntrut ion en invertuse Il,:11; ml(
ml ; temps de ré s ide nce norni na l : ISO minutes; taux
dhvd rol vse initinl du snccharose dans le 1'':'al'l('UI' :

li7 il, lOci,

10

= K,O (._-), Points

"

1 " X

Il42

l'l'pondant il la relation

Fill. 8, - Hepréseutatiou du taux d'hydrolyse cont i-
nue du saccharose en fonction du produit K,O, Le mou-
lalle utilisé est celui de la Ilgure 2, K, constante de
vitesse de réact iou de premier ordre (mn") ; 0, temps
de résidence nominal (mn), 50·C ; tampon acétnte dt'
sodium 0,01 :\1, pH "", ; conce nt rnt io n en succha rosc
équivalent dans le réacteur : 50 Ok, Cour-he théorique

X

Hydrolyse continue (/"1'(' rétention d'e n z umc
pur la membrane d'ultruiiltrotion,

I.e système uti lixé est celui repr-ésenté ')111' la
liglll'e l. L'In vcrtusv l'si rcteuuc pal' la nu-mhruu«
d'ultrnflltratton et dune réuti lisé«. Le saccharose
est introduit de facon r-ont inue. I.e taux rl'hvdro-
lyse du mélange sortanl est l'gal à celui du mé-
lange réactionnel d:H1S le reacteur. La cellul«
d'ultraflltralion St' comportr- ('OIllIlH' lin rèactcur
horuogènc dans les conditions c'\pi'l'illll'nlalcs
utHisées [21J,

o+---ýý--ý----_r----ý----ý------ý ..
Ke

02

04

o.

cxpértme ntuux (6'1.

--_._,_._--_-_._.-
T.... d hydrolya. "

d'obtenir une équation empirique reliant la vitesse
de réaction à la concentration de substrat, et
d'introduire cette équation dans le bilan de ma-
tière du réacteur chimique.

Xous avons constaté, :111 ('ollrs d'opl'rations pro·
longées, que le dl'bit ù truver s la nu-mhruru-
baissait d't'm'iron I;; p, cent par jour Celte baisse
peut être èvitèe si la solution dl' s .. cchar ose ut i-

lisée l'si préalablement ûltrcc a travers IIIH'

membrune d'ultrafiltration nnaloguc. Dans ('('S

conditions, Il' déhit ct le t e m ps dt, résidcnce sont
restés constants au l'ours dune hydrolyse conti-
nue de 120 heures, Pour l'l'Ill' expértonce. la tern-
pèrature était 50"C, la coucvntrut lon en surchu
rose du liquide d'alinwntation ;)1) p, cent, la
quantité d'Invertase dans la co llule d'ultr-uliltrn-
tion :W mg et le temps til' résidence nominal
90 minutes. Le volume du nu-Innuc rl, .. dionnel
dans la cl'Ilule est !"estl' l'gal il ;-)(1 ml pendanl toutt'
l'hydrolyse, Aucun dl'\'('lopJlelllt'nt dl' micro·
organisme n'a loté ohsl'r\'é,
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lisnlion de l'in\'erl,,''e, pend a nt a JOUI'S, il 50' C, Ile

p"O\'()(IUC pas de perte notable de J'ad i,'itt', cnzvma-
tique, Dans les condrtinns adoptées, le t a u x d'h;'(lro-
Iý'se reste cnnst a ni, ct proche de 90 O/C;,

L'hydrolyse cnnt i nu c de vo l ut i o n-, dc ':ll'l'han"l'
pn r de I'tuvertnse dl' Il'\'III'c a dl' dlllli"l' dans un
réacteur chimique homogène l i m i t

é

pal' u nc me m lnn ue
d'ultrafiltration rupa hle dl' rct e ni r "'!l'clin'lIIl'nt l'r-n-

zyme.
1. l'ne étude prén la hle dl' la ci nct i quc d'hydr"lý 'c

discontinue du sncchu rovc ct de la stahilitl' dl' l'ill\l"'-
tase a lýti' faite dans des l'ondition, applil'ahll" " UII
procédé continu, en pnrt icu l ie r il cuncent rut iou ,·tt-n:·c
en saccharose.

2. Des essais d'ultrafiltration ont i nd i qu« 'IUt· di-

verses me rnbranes rct ic nne nt sélcct ivc mc nt l'in\'l'I'tast·
ct laissent passer l i hrcrne nt Il' re st e dl's vo l u I ion' dc

saccharose hydrolysé. l'Il di·hit lI1a\ill1UIII dl' produit-
d'hydrolyse est ohte nu avec une solution de COIlCCIl-

tration proche de 50 %.

3. Des essais d'hvdrntvse continuc sans rétcnt ion

d'enzyme ont montr(: (lue 'le taux stationnaire d'hvrlr»-
lyse du mélange réactionnel peut être cu leu lé il pnrt ir

de l'expression clnét ique de la réaction e nzyrnutlquc
discontinue et du bilan d'un réacteur chlmique continu,

4 Les essais d'hydrolyse continue avec rétent ion

d'enzyme par ultrafiltration ont mont ri' que la réuti-

d'hydrolyser 2,t kg de saccharose en :i5 heures.
La capacité de réacteur nécessaire est cependant
près de tOO (ois plus élevée. L'avantage du réac-
teur continu à membrane d'ultrafiltration est
d'autant plus grand <tile la réutilisation de l'en-
zyme est prolongée,

Celte étude constitue lin l'ssai d'optimi'atioll
d'un modèle de réacteur biochimique : Il'S condi-
tions optimales d'opérution d'lin réarteur a

membrane d'ultrafiltration en vue tip l'hydrolyse
du saccharose par Ill' l'invertase ont t·tl, apprnx i-

mativement dètermlnées. Cl'S données ne permet-
tent cependant pas Il'affirnll'l' li ntérvt industr ivl
d'lin tel réacteur,
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1.1.2.1 - CONTINUOUS PROTEOLYSIS WITH A STABILIZED PROTEASE.

I. CHEMICAL STABILIZATION OF AN ALKALINE PROTEASE.
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SUMMARY

Due to the important loss of enzymatic activity as a

function of time, an alkaline protease, selected for the continuous
preparation of protein hydrolysates ( see following paper, ref.1 )

was chemically stabilized by a simple treatment with glutaraldehyde "

Two fractions, soluble and insoluble, were obtained " The activies
of these two fractions were measured with casein and BAEE as a

function of glutaraldehyde concentration used " It was noted that
the insoluble fraction was practically inactive with the first
substrate, and that the heat stability of the soluble form was
likewise enhanced " Molecular weights of these two forms were

unchanged, but the UV spectrum of the soluble form was modified
FrSm amino acid analysis, it appears that this treatment provokes
mainly a decrease in lysine content "



INTRODUCTION

It is known that protease preparations are rather unstable at high
temperatures. This is mai,nly due to both hsat denaturation and self digestion.
Having selected an alkali'ne protease (Alcalase) for the continuous preparation
of proteolysate (1), we attempted to modified the enzyme chemically in order
to improve its heat stability. Such a treatment is known as reducirYd self digestion
and increasing heat stabýlity (2). Compound such as diamines or polyamines (3)
hexamethylenediisocyanate, N-bromosuccinimide and iodine (4) are known to act
as protease stabilizers as a result of a chemical reaction. "Immobilisation"
on a macromolecular support by means of reagent is also known to confer
increased enzymatic stability (5). However it is difficult to state if increased

isheat stability due to physical immobilisation or chemical modification of the
enzyme. We have used glutaraldehyde, a bifunctional reagent already used for
many methods of enzyme immo' ilisation (6). We have treated Alcalase according
to a method used by several investigators (7-10), using low glutaraldehyde
concentrations and high p'rotein concentrations. We have verified the
the improved heat stabili,ty of glutaraldehyde treated enzyme, a phenomenon
that has already be noted (9), and analysed some of the modifications occuring
in the protein as a result of the glutaraldehyde treatment.



f£THODS

was recorded.

t.M\TERIAL and RTHODS

BAEE, N-benzoyl-arginine ethyl esterAbbreviation used

Protein determinations
Protein determination was done using Gornall's photometric

biuret method according to Fleury and Eberhard (11), or using the Kjeldahl
method (12).

Determination of initial proteolytic activity with casein
substrate
Initial proteolytic activity was determined by method adapted

from Keay and Wildi (13):

2 g casein were dissolved in 20 ml N sodium hydroxide solution.
50 ml distilled water were then added and the solution stirred while the
pH was adjusted to pH 7 by addition of a dilute phosphoric acid solution.

EQUIPEMENT

Casein Hammarsten type was obtained from Merck (Darmstadt, West
Germany) and N-benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) from Sigma (st Louis USA).

Batch hydrolysis experiments were carried out in a jacketted
50 ml glass reactor with stirrer, maintained at a constant temperature.
The pH control was performed using 2M ammonium hydroxide with an automatic.
pH-stat (Biolafitte, Maison-Lafitte, France). The rate of addition of alkali

CHEMICALS

The proteolytic enzyme Alcalase is from Novo (Copenhagen, Denmark),
glutaraldehyde (concentration 50ý, w/v) from Eastman Kodak (Rochester, USA),
Falin -ciocalteus reagent from Merck, nitrogen (U quality, 99,9 p. cent N2)
from L'Air Liquide (France), Sephadex G 200 and Sepharose 28 from Pharmacis
(Uppsala, Sweden).



I

After equilibration the solution was made up to 100 ml with distilled water.

Suitably diluted enzyme solutions were preincubated at 37°C for 5 min ""

1 ml prewarmed (37°C) casein solution was added to 1 ml enzyme solution and
the reaction mixture was incubated at 37°C for 10 min. The reaction was
then stopped by the addit ion of 2 ml of a 30 ý (v/v) trichloracetic acid
solution. After mixing, th,,' reaction mixture was incubat ed at 37°C for
20 min., and then centrifuged for 10 min. at 2800 g. 1 ml supernatant was
transferred to a test tube, 5 ml of a 0,5 M sodium carbonate solution was added,
then 1 ml diluted (1/4) Folin-ciocalteus reagent. Arter mixing, the contents
of the test tube were incýubated at 37°C for 20 min. and the absorbance
then measured at 660 nm. A "blank" was prepared by the same procedure, the
tricloracetic acid being added at time zero and the casein after 10 min.

incubation. A calibration curve was set up with a tyrosine solution
(0 to 100 ýg/ml) in 0.2 N hydrochloric acid solution. One unit of protease
activity was defined as that quantity of enzyme which produces TCA soluble
peptides or amino acids gýiving a blue color equivalent to that of 0.5 ug
tyrosine under the condit ions of the assay. The proteolytic activity of

Al ce Ias e was found to be equal to 2200 units per mg. (1).

Determination of initial esterolytic activity with BAEE

Initial esterolyt:ic activity was also measured using BAEE as

a substrate. The degree o,f proteolysis was followed by the increase in

absorbance at 254 nm. Assays were performed with 0.5 ml samples of protease
solution and 2.5 ml of a 1.2 10-3 M BAEE solution (both in a pH 7.5,

0.1 M sodium phosphate buffer).

Chemical stabilization

In order to stabilize the enzyme selected for the continuous
experiments (Alcalase, see ref. 1) the following procedure was used :

500 mg of Alcalase were suspended at 4°C in 9 ml of a pH 7.5 0.1 M

sodium phosphate buffer. After stirring thýnsoluble fraction verified as

being inactive was removed by centrifugation at 14,000 g for 10 min. i 1 ml
of a glutaraldehyde salut/ion in the same buffer was added to the supernatant.
The final concentration of glutaraldehyde varied between 0.025 ý t 0.5 ý
(lU / V ). The mixture was then incubated for 12 hours at 40°C.



Gel filtration

Acid hydr.:::llysis

100 and 500 1-'1.

The co::'.JlTln size lNas 2.2 x 62 cm with a vod.d voluýlein tý.e same buffer

Acid hydrolysis was carried Jut in a 180 mm long, 16 mm

dianeter pyrex test t.Jb2 according to the technique described by Gund Lach

at al. (14). 250}Jl of prcteic so.Lut Lon (6 to 8 mg of protein), 500 tAl of

a 2.5 mM norleucine solution [Techrrîcon T ý3-O118-11l ý, 1250 rll hydrochloric
acid (Soprapur Merck, d= 1,15) .nade up to 2 ml with distilled water were

introduced into the tube préviously washed and treated with boiling hydrochloric
acid. The mixture was frozen i.n a dry ice-acetone beth unc.er El 60 r' H!; pressure .

The t csc tubs was slowly warmed to room temperature over s evere l minutes.

Then the ;:.ressure Nas reduced to 50
jJ Hg i the tube was sealed under nitrogen and

placed in a ventilated oven at 110°C t 2°C for 24 hours. After cooling,

the t ube was opened ty t.hermf,c shack, eveporat ed under vacuum at 40°C.

The dry matter was dissolved U,J in 2 ml of N/ýOO hydrocr.loric acid i

thF! chr-omat aqraohfc analysis was performed on an aliquct usually between

of 90 ml " 4.3 rr.l fractions were col.Lect cd and their 280 nm absorbances

determined. The ýlow rut e was maintained at 4 ml per hour, and the

temperature at 22°C.

The molecular weights of proteases (Alcalase and soluble fraction

of this glutaraldehyde treated enzyme) were determined ty' chromat oqraohy
on a 3ephadax G 20cf.olumn of 0.5 ml of a 25 mg/ml ao'Lut Lon, The cnl.unn

lNas equLlibrated with a 0.05 M Tris-+iCl buffer, pH 7.5, 0.1 M in NaCl.

It is calibrated with chymotrypsin, ovalbumin, serum albumin and

'-glotulins. 3 rr.! fractions ..... ere co l l ect ed , and 280 nm absorbances and

enzymat i.c activities were det ermdried, The co Iumr, s i z s was 1.5 x 90 cm

with a void vo Lurne of 45 ml (determined 'NUýI a dextran blue solution).

The flow rate was maintained at 6 ml per hour, and the t enpere tur-e at 4°C.

The mo12cular weight Df the insoluble fraction of glutaraldehyde
treated Al ce Las e was est Lmat ed by chrorratography on a Sephacex 28 column

equilibrated with a pH 7.5, 0.1 'Y sodium pnosphate, 6 M urea buffer. The

sample wa.: 1 m::' of a 1J mg/ml of the freeze-dried precipitate soIL:bilized



RE SUL TS AND DISCUSSION

l,rulJdbly rl'5ults from two r-eac t i on..

. .r: , 'ýJrIr1 t , UI" i :-:,0,·1 ..c t r i c point of the

_Y"', .,"' ý

,J ' ,

Enzyme prer.ipitation

imiicètc t.he t + n i s r eac t i on is nH der,;', dant : the: pH for most rapid

Lnso l ub i Li se t i on was found to t;p about 8.7, and no precipitation

occur ed at pH 4.1 and 11. Sur.h ot.s or-vat Lons hav c. alrrudy been noted tly

Jansen ct al. (8). ThF'Sf' investigators c;howed that pH optimum for

Af t er aoo Ino qlut.araldrtlyc:1f' in tri£' enzyme solution (sce

"Material and met hods "}, il l'Idle f orms dur ing the incubation; it can be

f o l L. .weo by measurement of tru: absor-oanc e at 560 nm of the solut ion "

This absorbance was found to incrABse as a function of time, after a

laý period of about 10 min "" ror givýn ýonditions, (0.1 ý final

'ancentration in glutaraldehyde) ansorbanc e was found to be 0.38, 0.64

.J'Id 0.85 e f t er' 30 mi.n , , 45 min. and 60 min. respectively. A pr cc Lp i t a t e

t.ll!?n f ormed, Iýas removed by centrifugation (14,000 9 x 10 min.)

,"]fb'r 12 hours incubation at 4°C. The absorbance of the supernatant

r', r,ta Lncd constant upon further incuhat ion at 4°C. ThE' dis tribut ion of

f,r otr.in material (Gornall biuret method, 11) in the supernatant and the

c r-nt r lf uqe t i.on onl Lct was dct errni ncd as a function of the final con' F'rý-

t.r.s t ion of :::Jlu·ýar·a:jý!1yfjr. 7Go;o, :)0 io, 51 7ý and 42 '7ý of tile pru'::E..ir!

'18'.:c La I l'err.aim.:d sc Iob l.c f Jt -r l ut a r.s l nenyc c conc ent r-at Lon CJf (J.1 0;0,

O " .? ý;, 0.3 'Yo, C.4 'YaE:nd u.5 0;0 r es ne c t iv'!ly. TtlL ;Jrr,tL::i., r-ecovr.ry i.-,

tile tN(1 f rac t tons W£l.ý c.l o-s c I.a 1110 /0 of initial. r'e p .... ec i.p Lt.e t i on

dllr ears .-.ot tu be Li.nr.ar :ýith r cspcc t ý 0 q I. ,ta!'aldû,ydE.! conc enr ra t Lon,

The: 3f:"ect (If t nc pH (In the pr.::.r::i.,J::..tatiDn r x.ction wa5

:tud:i '2C by iT8tl.3LI:"ing th2 t i'n£.: !'F.qu::'rýd for the f orma t Lon of Cv:: sua I

pr uc ip i tu t e aý, a f unc t i or, of the pli of th" r uac t Lon mIxt.ure (ýH réng::,

11 - 4.1). Fo .... ttlÏ:.... plarp' lSI' tt·y A.1.céila 3e--Jluturnld(j1)'dE.' r-cacc i on 'o\,:.as

l'al'riýd cut ùt 4°C 3r,j I] ut:)r.:..tlcctyd'ý ccnc ent re t Lm, enos en tu gi',('

C! v i aue I pre.::ipib.tiofl Nithin (.! rL\.;sllibrJLý t i T1£.:, w.:.ts 0.5 rfu. Th,ý r esu l t s

:'llJ I : 'c u: , III t LI L t t

:



on the one hand, assuming 33 other invIJ.,stigators (7 - 10) that

gluta:."ald8hyde iý rSctirg withlNH2 free groups. 9. chemieel rnýdification

that cout d r-esul ten a precipitation (ttlis reaction is probahly mor-e

i.mportant vJiU" lncreasing pH -\NH2 group on its F,..., fcrr:l -) ; on the
lIt' er hand, a r-eac t Lon of solubilisaJ:ion of the protei.c precipitate
"::hat may increase with pH. These tV/:J coupled r eact i ons WOI.JJ d probably
imply the oct imum pli ob s ar'v ed For the pr-ec i.p It.at.Lan r-eect Lcn,

Enzymatic activity of soluble and precipited enzyme fractions

The esterolytic and proteolytic activities of soluble and

ýrecipitBd enzyme fractions obtained after glutaraldehyde treatment at

pH 7.5 were measured as a function of the final glutaraldehyde concen-
tration used. The activities were measured with BAEE (esterolytic
activity) and casein (proteolytic activity) solutions as indicated in
Il Mat erial and met hod'",

The precipited fractions were washed with 10 ml buffer solution in

order to eliminate the remaining soluble enzyme, centrifuged and re-

suspenoed in 10 ml of the buffer solution before being tested. The

results show non linear decreases in both enzymatic activities as a

fu1tion of the final glutaraldehyde concentration used, for the soluble
...

and precipited fractions (figures 1 and 2). But these decreases are

much more ýronounced when the activity is tested against casein
rather than against BAEE. If such a d if f er-ence betwween the residual
proteolytic and esterolytic activities h3s already been noted by

Gaffield et al. (9), these results does not seem to be in Lotal agree-
ment with those noted by Jansen et al. (8). These last investigators
found 3 decrease of the proteolytic activity after glutaraldehyde
treatment b.Jt a similar esterolytic activity for the untreated and

treated .:x-chymotrypsine (in these experiments, glutaraldehyde concentration
was 3 %). As for the results obtained with Alcalase, it appears that
severe glutaraldehyde treatm3nts mU3t be avoided in order to keep
a significant soluble residual proteolytic activity (figure 2. curve A).

It may be also noted, that the total proteolytic activity of the

precipited fractions is 31ways very low. These precipited fractions,



Figure 1

Relative enzymatic activity of Alcalase for BAEE

as a function of the final concentration glutaraldehyde.

Soluble fraction (. ), insoluble fraction (0 ).

Alcalase was treated as indicated in"glutaraldehyde
treatment of Alcalase", the enzymatic activities were

measured as indicated in "ýterial and methods".
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casedn as Ci f'unnt âun of U ý fý.rt'31 c:mce.-n".:rdt"-on oç

gh;ltlntldmyc'e.
Cur'J8 8 : rnlymatic activity III' glL.tdraldm:/dE! trf'.étted

Alca:mi'3 ror :;3stýin as a f'unct Lon of the ;-Jl' of trEntllent

(final gluter:l1dehyds concentration 0.025 ý).

Soluble fraction (. ). insolul:::>::: frFicý io , (0).
Alca1.ëlýe was trl::atf:::i dS indicated in "Material and met hoda'",

FigurF.: 2

Cur'vu A
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thet may be considered as insoluble egýregated forms of the enzyme
(see later and ref. 7 - 10), are mýre active against small molecular
weight substrates th3n 3gainst proteins : this result may probably be
related to those noted in the case of proteases immobilised on insoluble
supports (19 - 22).

The proteolytic activity of the soluble fractions of glutaraldehyae
treated Alcalas9 was measured for different pH of incubation: 4.1 and
11,where no precipitate forms; 7.5 and 10.2, caracterised by the same
required time for precipitation

; ýnd 8.7, pHvalue for most raýid
precipitation .For these experiments, glutaraldehyde concentration
was 0.025 %. Figure 2, curve B shows the results, where the enzymatic activity
is expressed in units per mg of the native enzymatic preparation. A

decrease of the enzymatic activity was noted for the two extreme pH

tested (4.1 and 11). This phenom3nùn has nJt been further inves-
tigated, it may result either froý the glutaraldehyde reaction which
seems to be pH dependant or from enzyme denaturation that may be more
important at these pH.

Thermal ý,tability of glutaraldehyde trSted Alcalase

The thermal stability of soluble fractions obtained with various
glutaraldehyde concentrations (0.005 to 0.05 %) was studied after incubation
ýf these fractions at 50°C in pH 7.5, 0.1 M sodium phosphate buffer.
Enzymatic activity was measured against casein. The results are shown
on figure 3. An increase of the thermal stability of the enzymatic
activity of the soluble fractions is observed. his increase is found to

be larger for higher glutaraldehyde concentrations
;

it mýy be due to a

reduction in self digestion or to a true increase in thermal stability.
Similar results were 8bserved in the case of chymotrypsin (9) (estero-

lytic activity) and of glucose oxydase (23) " It may be noted that Mori-
kawa et al. (24) were able to show that treatment of an alkaline protease
with hexamethylenediisocyanate or N-bromosuccinimide protected specifically
the enzyme against self digestion. Also, in the present case,the same
phenomenon seems to be predominant: in fact, an experiment that is

reported in the following paper (1ý allowed to show the better reten-
tion in a reactor limited by an ultrafiltration membrane (Amicon PM 30),

(during a continuous proteolysis at 40°C) of the glutaraldehyde treated
enzyme, compared to that of the native enzyme.

Calculation combining the results of figure 2 (soluble enzyme
losses as a function of glutaraldphydc concentration) and figure 3, show
that q Lut.e r'e Ld ehyo e treatments arc 3dvcntagcous if the enzyme is to be r eut L«



Figure 3

-33-

Decrease of relative enzymatic activity as a function
of time of Alcalase at 40°C (E> - - E» and SQoC (e -.) ,

and glutaraldehyde-treated Alcalase at 500C.

pH 8, 0.1 M sodium phosphate buffer.

Native enzyme ( (i) , .) j enzyme treated with a final
glutaraldehyde concentration of 0.005 ý (ý ),0.010/0
(. ), O. 025 ý (0 ) or O. OS % (. ).
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lised for a s.;fficient lergth of time. For exemple, residual enzyme acti-

vities of 0.025 ý glutaraldehyde treated Alcalase reacted with casein

for 5 and 25 hours are 60 and 110 io respectively, as compared with those

of a non trORted Alcalase reacted in the same conditions. Approximative
calculations also show, that, within the experimental range selected, the

longer the reaction time, the higher the optimal glutaraldehyde concentration.
This reason led us to carry out experiments in order to prepare proteolysates
continuously. For these experiments which are reported in the following paper (1ý

a glutaraldehyde concentration of 0.025 c/ý wa.s chos sn in order ta treat Al.ce l as s,

Chern iCétl mCldification or Alcala5e

Sorne G><,per::'onE:lts Wtýre cULýied (lut as ar: a t t emot ta ccrr-eâe t c

týle chE1nges obs erv ed :::"n the snzymat ac ac-:ý.vity of glutaraldehyrJe-trS',ed

Alcalase wit:, chemical moddf Icert Lcn of the enzyme,

The mc Leci.Lar' wFli;Jhts of tile solubl e f'r-act Lc-i of natillE! Alcalese und of

the soluble. und ins:lluble f rac t Lcns of th': glutaraldehyde trseted Alcala.se

(final Jlutare.:(1ehyde cor.centra":ion 0.C23 ýo) were detsrminer. and compared.

The -nrû ecul.ar' Height of týe .so Lub I a fractiol' of the nati.le enzyme was

deterrnillE:!u t.y ýel filtration on a Sephadux G 200 co'Iumn aý 4°C. ""13 same

det errntnat Lon was also per-f'or-med after heat Lnact fvat i.on at 10CoC f or: 5 Il in.

of tt-,e enzymert Lc preparation, t.he precipitate being eliminated after c.entr'i-

fugatiorl (14,000 g x 10 min.). In each case thý enzyme same Le ::;e.posj ':E.'d on

the co lumr. consisted of 1 ml of an init:ia L 10 r1;J/ml solutien. In the f Lr s;

case tNO ac sor'banc e ':'93ks wer e obs erved , aile in the 19th fraction and the :Ittler

in the 28t1l fraction (aft I rr-' the vo; d va) urne). Enzyrnatic activity was found in

the fil'Sl peak. In the .set:ol1l; exp.ir'Lrner.t only 0.112 ahsor-banc e peak was four..:.!

(19th fraction). The protein material in the 28th fraction probably results

from a thermocoagulable fraction of the preparation. The apparent molecular

weight of the enzyme fraction via'::; f'ounn t c be cLos e tr .. 43,000 (figure 3)

ace :ll'jing te the rflethod of Andrews (24). This \'a:"_w aqr ees with thOSE indicated

by t<'ea/ and Nildi for neutral prot ease ext.rat; ed f'r-on. th 3 genus Bacillus (13)

but :: s Larqcr than týlo::,e feu:-,d hy th.=s·_: same ai.tbor-s for e Iked Lne prot ee s es

( 28 , OaT) ( 25 ) "

In thý.' C:3SE: of the 30:uL,1.:: frac;tioi: o' the glub,raldehjDe tSt2j Al ca La s e

t:-IE.' dLýerrTli::a t ion of trie l'la' ecu La r weight Nas dona wit., t.hs seme SGJ_:1ac.1E.>: G 200

column al: 4°('. drd without heat inactivation. The sarne two
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Determination of the molecular weight of Alcalase by

gel filtration (see "Material and methods").
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Figure 5 :

Absorption sepctra of native Alcalase and soluble fraction
of glutaraldehyde·treated Alcalase (corrected for losses
in insoluble fraction).

pH 8, 0.01 M sodium phosphate buffer.

Native enzyme (- - -) i glutaraldehyde-treated enzyme
(-----), (final glutaraldehyde concentrations, ý as
indicated above each curve) glutaraldehyde solution 1 ý

( ).
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absorbance peaks at 280 nm were also observed (19th and 28th fractions),
and enzymatic activity occured in the first peak. The same gel filtration
was also performed with the glutaraldehyde treated Alcalase, initially
heat denatured in order to eliminate the thermocoagulable fraction. As
for the soluble fraction of the native enzyme, one absorbance peak at 280
nm was observed and the elution volume was found to be the same (19th fraction).

The determination of the molecular weight of the insoluble fraction
of the glutaraldehyde treated Alcalase (also initially heat denatured)
was performed on a Sephadex 28 column in the presence of 6 M urea. ýimilarly for
the soluble fraction of the native enzyme, one absorbance peak was observed
and their elution volumes were found to be the same.

From these experiments it can be said that, glutaraldehyde treatment
of Alcalase does not change the molecular weight of the enzyme,and that,
the precipited fraction is probably only an aggregated form of the enzyme,
without covalent linkage between molecules. These results does not corro-
borate those of Payne (7). In fact with similar experimental conditions
this investigator abtained soluble polymerized oligomers in the molecular weight
range 3. 104 - 2. 107 with proteins such as lysozyme, haemoglobin, serum
albumin and asparaginase.

The U.V. absorbance spectra of the soluble fraction of several
glutaraldehyde treated Alcalase samples (final glutaraldehyde concentrations
varying between 0.05 io and 0.5 io) versus the sodium phosphate buffer showed
an increase of absorbance in the range 235 -270 nm. Such a phenomenon has
also been reported in the case of an other alkaline protease modified by
iodine, treatment which also enhance its heat stability (4), and in the
case of ovalbumine and bovin serum ovalbumine (7). In the present case U.V.
spectra of the stabilized anzyme versus the native enzyme exhibited a maximum
at about 240 nm. This probably corresponds to the chemical modification of the
molecule, due to the reactivity of glutaraldehyde with basic amino acids.

In order to relate the previous observations (enhancement of the
heat stability, modification of the U.V. spectra) ,ta a chemical modification



of the enzyme, amino acids analysis were performed. These experiments
were carried out with heat denatured enzyme samples, and the amino acids
composition expressed in m moles per 100 g of protein, the protein being
estimated with the Kjeldahl method (12).

The amino acids compositions of native Alcalase and of soluble and
insoluble fractions of this glutaraldehyde treated enzyme at pH 7.5 (final
glutaraldehyde concentration 0.025 ý) are indicated in the table I (column
1, 2, 3). A good agreement is noted between these compositions. The only
change in amino acids composition observed upon reacting glutaraldehyde
with Alcalase is a decrease in lysine content. This phenomenon has already
previously observed with other proteins (8, 9, 10). The decrease of lysine
liberated after acid hydrolysis could be due to the formation of an acid
stable lysyl-glutaraldehyde compound. It could also be due to the formation,
after acid hydrolysis, of degradation products from the eventual lysyl-
-glutaraldehyde compound, these products being different from lysine.
The pH dependance of the glutaraldehyde-Alcalase reaction on the amino acids
composition was verified : the amino acids analysis were performed on the
products obtained after reaction at pH 4.2 and 10.9, pH values where no
precipitation occured. As previously noted, the results show that the

quantity of the majority of the amino acids is not affected by glutaraldehyde
treatment (table I , column 4and 5). The most important differences concern
essentially lysine. At pH 4.2 lYSine does not seem to be implied in the

reaction (column 4) but a diminution of about 20 ý of this amino acid is obser-
ved when the reaction pH is equal to 7.5 and 10.9 (column 2, 3 and 5).

un·
This result is in agreement with the fact thattýH2 group isAreactive
in its salt form. It may be noted that, in the experimental conditions used,
the number of glutaraldehyde molecules is 2.5 times greater than the number
lysine molecules.

The amount of unavailable lysine, determined after dinitrophenylation
and acid hydrolysis (table II ), is the most elevated for the insoluble
fraction. This result may perhaps be correlated witýh&revious observations
involving the activity of these two fractions. Some of the lysyl residues
seem to be concerned with a chemical reaction with glutaraldehyde by their
E-NH2" But the proportion of reacted lysine, assuming that there is no

cross-linking between molecules, is not in opposition with the previous result
about the non variation of the molecular weight of thý treated Alcalase.

As for the tyrosyl residues, they do not seem to be concerned with the
chemical rection with glutaraldehyde : in fact they are found as traces after
dinitrophenylation and acid hydrolysis. If at pH 7.5, tbe amount of histidyl
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residues,determined under the same conditions, are found only as traces; at

pH 4.2 and 10.9 they are found equal to 2 and 2.1 m moles/100 g (table II).
This result may imply that hÎstidyl-glutaraldehyde links exist when the reaction
is performed at pH 4.2 and 10.9, and that these links are partially hydrolysed
in 6 N HGl. This last result may perhaps be related to the decrease of proteoly-
tic activity/previously observed after reaction with glutaraldehyde/at these
extremes of pH.
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SUMMARY

Batch proteolysis experiments were performed in order
choose a protein-protease system to prepare a correct hydrolysate
suitable for the enrichment of soft drinks. The system eventually
studied was casein-Alcalase.

Comparative batch and continuous proteolysis of casein
by Alcalase showed that the reaction. which does not exactly
follow first order kinetics with respect to the substrate concentration
is inhibited by the reaction products. Furthermore, experiments
were done in order to determine the reaction conditions (pH 8.8
in the reactor, casein concentration 5ý. 40°C). The determination
of the molecular weight of Alcalase (43.000) permitted the choice
of the ultrafiltration membrane PM 30.

Studies of continuous proteolysis with the chemically
stabilized enzyme retained by the ultrafiltration reactor.
showed that protease reutilisation for 7 days at 40°C is possible
and that the growth of microorganisms is practically inhibited
under these conditions. Gel chromatography showed the molecular
weight range of the peptides to be less than 2.000. Triangular
taste tests showed that the threshold identification concentration
of the dry hydrolysate in an orange juice is about 0.65' ý.
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INTRODUCTION

Protein hydrolysates can be used for the nutritional enrichment
of various liquid food such as soups, soft and fruit drink (1-4).
Contrary to proteins, small peptides remain soluble at low pH and heat
processing temperatures. Protein hydrolysates can be obtained by acid,
alkaline or enzymatic hydrolysis. The latter procedure best retains the
nutritional value j it is however slower and most costly moreover it
increases the risk of microbial growth and often leads to the formation
of bitter-tasting peptides (5-8).

In a previous paper (9), we have described a simple treatment
using glutaraldehyde that allows to stabilize an alkaline protease.
This enzymatic preparation seeming suitable for the preparation of a

protein hydrolysatesfrom casein, experiments were carried out for this
purpose.

Various systems or reactors have been devised for the continuous
enzymatic hydrolysis of proteins such as fish protein concentrate , soy
proteins and casein(10 - 15). Some of these systems permitted partial anzyme
reutilization, by means of ultrafiltration membranes or of enzyme fixation
(11, 15, 16).

In the present study, an ultrafiltration membrane enzyme reactor.
has been used for the continuous production of soluble peptides flrom

casein. The membrane selectively retains the enzyme and allows the reaction
products to pass through.



ýTERIAL AND RlHODS

CHEMICALS

EQUIPPvENT

C:5T8, corrt i nuous ý_;tirrcýd tank rSclor.ýhtJr' f?\/ id t ion us ['C

Batch hydrolysis experiments were carried out in a jacketted 50 ml
glass reactor with stirrer, maintained at constant temperature. The pH control
was performed using 2M ammonium hydroxyde with an automatic pH-stat (Bio-
lafitte, Maisons-Lafitte, France). The rate of addition of alkali was recorded.

Continuous proteolysis with enzyme retention were performed using
an ultrafiltration cell Amicon (Lexington, USA) type TCF 10). Continuous
recirculation of the liquid at the membrane surface is obtained by the means
of a peristaltic pump (Amicon LP 1A). the volume in the ultrafiltration
reactor was 3QOml. PM 30 Amicon Diaflo membr-anae (diameter 90 mrn, ar'ea al) cm2)

were used. The stock cas6in solution was ýlaced in a stainless steel tank
(Amicon, RS type, a liter). Under a nitrogen pressure of 2 bars, this solution
flowed continuously into the r eact.or- , v/hile the hydrolysed substrate solu-
tion passed continuousýy through the ultrafiltration membrane. The constant
temperature was maintained ny placing the r-eac t or- in a thermostated ..... ater bath.

Continuous hydrolysis exper-Lmerrt s without enzyue ret ent i.on wer c a I so
performed in a glass reactor (continuous stirred tank reactor, CSTR).

Casein Hammarsten type was obtained from Merck (Darmstadt, West
Germany), Promine 0, a soya protein isolate, from Central Soya (Chicago, USA).

The following commercial enzyme preparations were used : Proteases

A1 ref. 4339 and V200 ref. 4333 from Rapidase-Wallerstein (Seclin, France),
papa!ne from Calbiochem (Los Angeles, USA), protesses from Streptomyces
griseus from Sigma (St. Louis, USA), protsases from streptomyces species,
ref. 496, from CEPA (Aranjuez, Madrid, Spain), bacterial proteinase, Alcalase
and Esperase from Novo (Copenhagen, Denmark), protease from Seishin Seiyaku
(Chiba, Japan).

Glutaraldehyde (concentration 50 ý w/v) was obtained from Eastman
Kodak (Rochester, USA); Biogel P 10 from Bio-Rad(Richmond, USA) and nitrogen
(U quality, 99.9 p. cent N2) from L'Air Liquide (France).



Two peristaltic pumps were used to obtain given flow rates of reactants and

products, and therefore given residence times of the reactants in the reactor

(17). ApH-stat was also used.

ftETHODS

Determination of the initial proteolytic ac-:ivity wtth casein substrëte

Initial proteolytic activity was dýýermined by the method adaýted
from Keay and Wildi (18) as previously described (9).

Estimation of the ext ent and of the rat e :Jf proteolysis

The extent of pr-ot eo Lys Ls was estimated in two ways.
One is derived from the previously describýd methoe (9) : 1 ml of

the solution of par-t ie Ll.y hydrolysed protein is adjusted to 2 ml with a 30 iD

trichloacetic acid solut:'on. After mixing, incubating and ýentrif..Jging, the

supernatant was reacted with Folin' s rEsgent and the absorbanc e of the mixture

determined at 560 nrn, A"blank", Do, was prepared by addirYJ the trichloracetic

acid to the solution of unhydrolys 3d protein. Another "blank", Dmax, corres-

ponding to the maximum extent of proteolysis was det ermfned after hydrolysis

of the prûtein solution by HCl 6N for 24 hours at 110oC. In this case, the

extent of pr-ot eo Iys Ls is defined by the r-a t i.o

o a-: time t - Do
Dmax - Do

The second method of estimation was by measurirYJ thë amount of

ammonium hydroxyde solution added during proteolysis. It was as!:umed that,

during proteolysis at constant pý, the equivalent of ammonium hydroxyde

solutiýn added arc proportional to the numbE'r of peptide bonds cleaved. The

extent of proteolysis is then defined as trw ratio

ml NH40H at time t
ml NH,.PH max

.

Estimation of proteaýe dEQTëtion during continuous proteolysis

The following pr oc edur-e was adopted in order to mSsure the resi-

dual enzymatic activity in the reaction medium : to 1.75 rnl of a 1.14 ofo

casein ao Lub i.on (pH 7) was added 0.25 ml of the enzymatic reaction medium

(containing ýaT'tially hdr-o i ys 3d pr-ot e.i ns }, The mixture is t r-ca t ed us indicated

preceding paper (9)ý 2 ml of a 15 ý týichloracetic ncid solution are added

after a 10 min. time r-eac t Lon, A "blanc" was pr-epa r ed by the same pr oc edur-e ,

trichloacEtlc acid b8ing added at time ýero.
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Chemical stabilization

In order to stabilize the enzyme selected for the continuous
experiments (Alcalase ), the following procedure was used (9) : 500 mg

of the enzymatic preparation were suspended at 4°C in 9 :nI of a pH ?S,
0.1 M sodium phosphate buffer. After stirring the insoluble fraction was

rFmoved ýy centrifugation (14,000 g x 10 min. ). 1 ml of a 0.25 ý glutaraldOhyde
sýlution in the same buffer was added to the supernatant. The mixýure was incu-
bated for 12 hour's at 4°C.

Gel filtration

FreezE.--ctried proteolysates wers dissolved and the molecular
wEights distribution of the psptides was estimated by chromatography of

2 ml samples (co.1centration ý ý) on a Biog91 P 10 column, 200 to 400 mesh.

The sanples wore dissolved and the column equilibrated in a pH 6.5, 0.1 M

soaium phosphate buff8r. The absorbance at 280 nm wer9 read on the 3 ml fractiQný.
The column size was 1.5 x 90 em with a void volume (determined with a

dextran blue ao Iut Lon] of 37 ml. The flow rate was ma i.ntia'i.ned at 12 ml p.gr

hour, aýd the temperature at 22°C.

Determination of microbial counts

The determination of the microlJial count :"n the reaction medium
waý done using a duplicýte 1 in 10 serial dilution method, and Mac Crady's

tables. The culture medium cons i.at ed of a solution of yeast extract(S 0/00),
ýrotGose ýeptone (0.5 0/00), glucose (5 0/00), NaCl (1 0/00), pH ? Pr8senCE
or absence of microorganisms in the cilution tubes were determined after an

incubation time of 4 days at 37°C.

Apparent viscosity

A Brookfield (model AVT) viscosimeter was used in order to mea-

sure the appareýt viscosity ýf cusein solutions during hydrolysis. The
determinations were performed at 40°C with 500 ml of casein solution.
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RESULTS AND DISCUSSION

Choice of the enzyrr.o-substr3te system

havinaBP.fore,AiJerformed the chemical stahilization experiments, with

glut3raldehydc, and týat ere reported in the preceaing paper (9), sýne

prelimi'18ry exper-Imerrt s were carried out in order to s al.ect a prot::dn-

-protsose system a priori suitable for a protain hydrolysate preparation.
In each of these experiments, th a pH of the rsactiol1 mixture WClS

maintained ut 8.8 by the addition of arnmorri.urr. hydroxyda.

The activity of the enzyme preparations was rneaeur-ed on casein

(see "M3.terial and method"). The results are presented in table I. On ü.

weight basis, Alcalase, Esparase and CEPA preýarutions appeareo to be the

most effective with respect to the rate of solubilisati8n. The assays further

showed that Alcalase gave the highest extent of proteolysis with both

casein and Promin3 O.

Figure 1 shows the pH dependence of the enzymetic activity for

the var-Lous protease preparations : Alcalase and Esperase are alkaline pr-ot eas es

wherSs the others are neutral. Al.ka Li.ne proteases may be prefcred in a

continuous enzyme reactor because the growth of microorganisms is inhibi-

ted when the pH is high (12).

Tý:e proteolysates from casein and Promine 0 obtained batch-

wise with Alcalase and Esperase (5 ýý protein, 0,5 % enzyme, 8 hours, 40oC,

pH 8) were found to have about the same degree of bitterness (as a 1 ý

solution in water). Promine 0 proteolysates had a very unpleasant raspy

taste i furthermore they did not dissolve ent Lre.Ly at 1 ojo concentration in

a citric acid (U.4 0/0;, sucrose (12 0/0), pH J.8 solution according to

Holsinger et al. (2).
For these reasons, the caS8in-Alcalase system was chosen. It

may be noted that, when Alcalese (enzymatic pr eoar'at Lon extracted from

the genus Bacillus) is suspended in sodium phosphate buffer at 4°C, a non

enzymatically active part of the enzyme preparation rere.ins Lnso'Iub Le,

This insoluble part muy be removed by centriFugation (14,000 9 x 10 min.).



-53-

initial extent of' hydrolysis
Prot eas es enzymatic

activity casein PrOfftine 0
U/ma

(a) (b) (a) (b)
Rapidase A 1 ref. 4339 240

Rapidase V200 ref. 4333 160

Papa!ne (Calbiochem) 200

Pronase (Sigma) 360

C.E.P.A. ref. 496 400 95 100 93 80

Bacterial proteinase (Novo) 550

Alcalase (Novo) 2200 100 100 93 90

Esperase (Novo) 1800 81 90 82 85

Protease (Seishin Seiyaku) 260

TABLE I : Enzymatic activities and extent of hydrolysis with
the different proteases tested.

The enzymatic activity was measured with a 1 ý (w/v) casein
solution and is expressed in proteolytic units (see "ýterials and
methods") per mg of enzyme preparation.

The extent of proteolysis was measured with a 5 ý protein
solution after incubation for 8 hours at 40°C and pH 8 with a 0.05 ý
enzyme concentration. It is expressed as the percentage of the maximum
value obtained (aý with Folin's reagent or (b) with ammonium hydroxide
neutralisation.



Figure 1

-S4-

pH-activity curves of various protease preparations.

Pronase (Sigma) (.-.). protease CEPA (0·········0).

bacterial proteinase (Novo) (0 - - -0 ). AlSlase

(Nova) (ct -cI ). Esperase (Nova) (b --il).

The proteolytic activities are measured with 1 ý (w/v)
casein at 40oC.
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ýaaction kinetics

RSction kinetics were followed in batch and continuous expcrdmerrt s ,

with a 5 ý casein solution at pH 8.8, 400C and enzyme/casein ratio 1 ý. As recor-

ded previously, in Bach experirnents, the pH of the reaction mixture was maintained

at 8.8 by the addition of ammoniuý hydroxyde. This procedure is suitable in

practice, since neutralization of the product may be achieved by simply remo-

ving the alkali as amýonia gaz : after drying in a rotary evaporator ane

freeze drying, the final pH of the solids dissolved in distilled water (2 ý)

was found to be 7.2. The dahydration proc:=.ss alone is therefore sufficient

to neutralize the product.

Figure 1, curve A shows the results of the batch experiments (circles),

figure ý, curve B shows the results of' the cor.tinuous experiments (triangles).

A good egrsement muy be noted between the two dEterýinations of the extEnt of

hydrolysis, by trichloracetic soluble peptides (white points) or by the

amount of arnmoniuý hydroxide (shadded points). This figure (curve A) shows

also that the reaction is not exactly first order with respect to the

suost.r-at e concentration. The curve obtained by plotting Ln (1- X) ver aus

timE ( where X is the ratio of pr-ot .ýolysis) is net a straight line, and the

s Lope value of this curve is increasing with X. The value of the first order

constant kinetic initially squa I to 1.3
-1

is equal to 0.9
-1 -1

hr hr and 0.3 hr

whEn X is 0.5 and 0.9 respective] y. The value of the first order constant K

has also been det ermfned with expt-r'Lmerrt s performed in a CSTR under similar

conditions of temperature, pH, enzyme concentrat Lon and ;Jrotein conc ent r-et i on,

The EXtent of pr-ot eo.Lys i.s X was plotted as a function of the residence time of

the solution in the rPDctor (figure 2, curve 8).

Thr- values of K were calculated from the experimental data and from

f'orrnul.a

X
ý1-ýXý ,., K.8

corresponding to a first order kinetic in steady state during a continuous

reaction (19), whený 8 is the r-es Ldencc time of the solution in the r-sactor-,
-1 -1

These values were found to be less than 1.3 hr- and varying from 0.65 hr'

to 0.46 hr-1" The reaction kin3tic of which the order is gr8Bter than one

(curve A), the difference between the theoretical initial value of K (1.3 hr-1),

and the values obtained c.mt Lnuous Iy (CSTP) leýd us to thr. conclusion that

the r-ee c t i on :is pr-obab Iy irlhihited by the r eac t Lon products. Such él ;-Jtwno-

monon has a Lr': ýéh:ly heen not ed t'Y Chef tel et al. (11). REýsides, on but ch

EýxperL11ýnts, it has b een found thaL t he initial va l ue of K remains Li r u.e r'
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Reaction kinetics of casein hydrolysis with Alcalase.

Casein 5 ý (w/v). enzyme/substrate = 1 ý. pH 8.8. 40°C.

batch experiments j Ln (1 - x) is

Folin determination after trichloracetic
acid precipitation

( 0
I

A )

plotted as a function of time. the corresponding value of

the extent of hydrolysis x are on second righ axis.

Curve (A) :

Curve (S) : continuous experiments : extent of hydrolysis
as a function of the residence time of the solution in the
reactor (C S T R)

( " ," ) : measurement of tf-i4Ri added

Figure 2
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with enzyme concentration until the enzyme/substrate ratio reaches 2 %
(for a 5 ý casýin solution).

Ultrafiltration of Alcalase solutions

Because of the modification of t he pH ir tý3 r.3.:lctinn rr.edium during
proteolysis , the reactor type chosen for the continuous preparation of
proteolysate, was a continuous stirred tank reactorý In fact, in this reactor
type, the pH of the rS.ction medium may be maintained at the desired va Lue
by continuous adding a neutralizing solution.

hIn order to retain te p.nzymatic activity in the reactor, we delib9-,.

r-e t al.y chose a reactor that is limited by an ultrafiltration mrmbr'ane (see
"Material and methods). Also as a result of the determination of the molecular
weight of Al.ca Las e (9), an ultrafiltration rnanbré'ne Arrir on Diaflo PM 30 Wf-1S

selF.cted for enzyme retentir In. Thepxperimental retention of Alcalase with the
PM 30 membrane was studied with 300 ml of -;.n Al.ca Las e solution (0.5 mg/ml)

in a pH 8, 0.05 M sodium phosphate býffer introduced into the ultrafiltration
cell, and continuously diafiltered with thp. same buffer (nitrogpn pressure
2 bars). The enzymatic aGtivity , with casein as a substrate, was measured in 600

ml of filtrate, collected as 10 or 50 ml fractions, The results 81'e summa-
rized in table II. If diafiltration is p er'f'orrn ad at 30e, no activity is
detected in the ul trafiltrat e : this shows that Al ca Las e is retained by the PM 30

membrane. At higher temperatures (40oe and 50oe), no enzyme leaks out in the

first milliliters of filtrate : this is in aqr eemerrt with tile pr ev i ous

:statanent. However enzyme leakage becornes appreciable with time, filtýtion volume
and temperature ; this probably corresponds to self digestion of enzym2 into
smaller, but still Hnzymatically active, molecules. When continuous diafiltration
is performed at 400e with a 5 oJr. cas eri n solution instead of ohosphate buffer,
only 16 ý of the initial enzymatic activity is found in the totrll filtrate
and the percentage of lost enzymatic activity is 52 ýý These values compared
with those found with the phosphate buffer diafiltration - 40 ý and 53 %
respectively - suggest that casein e ct s as a protecting ag,=nt against self
digestion, but not against heat denaturation of the enzyme. A continuous dili-
filtration performed with bh e stabilized Alcalase showed a b2tter retentiun
of the enzyme: no activity was detected in tre ultrafiltrate, and only 8 0/0

of the initial enzymatic activity Viere not recovered in the reactor after
600 ml ultrafiltrate !lavelJeen collected, This last experiment shows the

eff Lci ency o-F' the glutaraldehyde t r eat.ment of the enzyme in stabilizing its

activity, The comparison of the percentages of the enzymatic nctivity
found in the 600 ml ultrafiltrate, during the experiments perf'orm-d at 400e

(table II), with native and stabilized Al ce La s o , suqq es t s t ba t thr. ;jluté1rol-
dehydo treatment protects the enzyme against self d i.q es t i.on,



;
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TARLE II : Ultrafiltration of AlcalasE at different temperatures
with the PM 30 membrane ..

(a) pH 8. 0.05 M sodium phosphate buffer
(b) casein solution. concentration 5ý. enýme concentraticn

0.5 mg/ml. 2 bars.

(c) stabilized Alcalase.

3 (a) 0 98 2

40 (e) 40 ? 53

50 (a) 30 3 6?

40 (b) 16 32 52

40 (b.c) 0 92 '8

Ul'll!!lccount ad for
retained
above the
membrane

percentage (ý) of enzymatic activity

in the 600 ml
filtrate

Temperature
oC



Twu preliminary exper-Lmerrt s W'_Jre p erf or-rned cit 41j"C and 50°(; for 120 nour»

ContinlJouý hydrolysis experiments

were 100 %, 70 o/rt, 40 %, ý6 0;, and 30 o;ý with casein ao'Iut Lons of concerrt re t i ans

1%, 2,5 ýý, 5 ra, 10 ýS and 15 ýý r'eapect Lve ty,

rs was maint led. The

casein an the flaw rate j the latter was found to be close to 0.025
The 5 % casein concentration was selected for the major part of the

experiments. It may be noted that AIýýse relative activities

tration of
2ml/mn. cm "

continuous

f8eding thE casRin solution. Nitrogen pressure of 2

w.;_th a 5 0;0 ce s-d,n solution, pH ý o. ': , 0.2 M ir .:W n.oruuo: Lons and ratil/8
la.

cane errer-a t ion mg/nI. mlAlca:'E!. Th8 enzyme was o. '.3 300 of a 5 hours batch hyrir-o-»
;-

) ysate, pH 8,8 WRre placEd in thE' u L t.r-af i.Lt r-at fon cpll hEfc;rg corrt Louous Ly

W.trafiltratiun of partially hydrolysEd cusein s0l..u_týý

Casein molecul3!:l (M.W. ca 25,000) may be supposed to be retained by

PM 30 membr-anes until tl'8Y are split into small peptides.
The initial apparent v Lscos î t Les of .3 0/0, 10 io and 15 'fa casein solutions

Vier.' f'ound to be 3, Gand 35 cp r esp ec t i.v al y at 400C. I\fter hydr-o.Iys Ls (100 niý.

at 4Uoý, enzyrnej'ca s e Ln 1 ý/o, pH S,S) the \lÏscosit) was considerably Lower-ed

0.6F, 0.9 aýnd 1.22 cp, respectively. The flow rates of these hydrolysed
so.Lut.Lons .. , through PM 30 memhrvmes , were n-easur-ad t 40°C LInder a ril.t r-oç en

pressure f 2 bars. here was no appr-ec Lab l e Lnf'Luenc e of t'18 i.nitial concer--

reaction volumes in the ultrafiltration cell remained close to 300 ml, the flow

rates through the membrane close to 0.022 ml/min. cm2 and the pH close to

8.8 during the whale experiments. For these experiments, residual enzymatic

activities and the total number of microorganisms were evaluated in the rEBctor.

Figure 3 shows the decrease of enzymatic activity : after 72 heur-s of cont Inoous

processing, 30 0;0 and 12 % of thE' initial enzymatic activity rcmnined in the

reactor at 41)OC and soar, r-espect.Lvnl y, When compar-Lrq this 500e curve, vlith ttlat

Showing the docrease of activity of Al.ca Ias e in ü 1='1 8, 0.1 M sodiu(:1 phosphat e

buffer at the seme t emoor-a tur-e, it appear-s that the pr es enc« of cus e'i.n protects

the enzy-ne- against inactivation. This correlates with the results of table II "

The number of total microorganisms per millimiter of rsaction mixture in the

reactor as a function of time was found to be constant and of about 1
n2 mi.crLl-

organisms. The mfcr-oscond.c analysis showed that :i.t was a grélm nýativp. bacter'Lt

of wh i ch optimal pH -md temperature growin!:) r at r- W9re found 1;0 be ahout '7.5 and

350C. This micr-onr-çarri srn mEl)' be l'B]arded as a contaminant because the enzymatic

preparation was verified to be sterile. Furthemore, it may be noted that a

recontaminaýtion with a mixture of microorganisms did not changed this result.

AecauýE' of the less s i.qni.rLcant hec t i ,actlvaticn of Alcéila:3p at 400r: t he.n et ý)OCr,



Figure 3

Remaining enzymatic activity of Alcalase in the ultrafiltration
reactor as a function of time of continuous hydrolysis.

The casein solution, 5 ý (w/v) is continuously hydrolysed
pH in the ultrafiltration reactor was 8.8 i 150 mg Alcalase
in a reaction volume of 300 ml ;

40DC (. -.) and
SODC (0 ---0 ). Relative enzyme activities.

The curve (A----.6) represents the decrease of relative
enzymatic activity of Alcalase in a pH 8, 0.1 M sodium
phosphate buffer at 50DC.
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l +-050_U,"lon.

because of the difficulty in entirely solubilizing the casein in the initial

Two other continuous experiments were performed at 40oe.: the first
one with a 10 % casein solution (0.4 M ammonium ions, initial pH 10.2) and the
second one with a 15 % casein solution (0.6 M ammonium ions, initial pH 10.1).

The concentrations of glutaraldehyde treated Alcalase used in the ultrafiltration
reactor (reaction volumes: 300 ml), were respectively 1.1 mg/ml and 2.0 mg/ml.

account of both the increase of casein

higher casein concentrations were not performedExperiments with

these values were calculated taking

Another continuous hydrolysis, with the same casein solution, was

performed at 40°C with the glutaraldehyde treated Alcalase. 300 ml of the
casein solution containing 300 mg of Alcalase treated with glutaraldehyde at

a final concentration of 0.025 % (see "Material and methods" and ref. 9), were
hydrolysed for 5 hours (pH 8.8) and placed in the ultrafiltration cell before
continuously feeding in the casein solution. The continuous experiment was
maintained for 150 hours. During this period of time the flow rate remained
constant at 0.02 ml/min.cm2 " corresponding to a nominal residence time of

6.25 hours. The extent of proteolysis, determined with the Folin reaction as

trichloracetic acid soluble material remained constant and equal to 90 % .

During the experiment, residual enzymatic activity in the reactor was measured
as a function of time. It was found to be 75, 60 and 50 % after 50, 100 and 150

hours of operation respectively. These values, compared with those of the
continuous proteolysis performed previously with native Alcalase (figure 3),
at 40oe, show that the glutaraldehyde treatment efficiently stabilizes the
enzyme. The results of the first 25 hours of both these experiments are plotted
on figure 4.

concentration and the decrease of enzymatic activity as a function of substrate
concentration. As for the second experiment, the temperature of the initial casein
solution was maintained at 500e in order to decrease its viscosity (11 cp) and
so, to facilitate the flow of the solution into the reactor " These two continuous I

experiments were each maintained for 5 days and the residual enzymatic activity
in the reactor was measured after 25 and 150 hours. It was found to be 85 0/0

and 52 % for the 10 % casein solution and 81 % and 48 % for the 15 % casein
solution. These results agree with the previouly found with the 5 % casein
solution. Moreover, the flow rates were found to be approximatively the same
(0.024 ml/min.cm2 as for the 10 % casein solution and 0.02 ml/min.cm2 as for
the 15 % casein solution) and the extent of both hydrolysis of about 90 0/0.

The microbial counts performed after 5 days gave similar results to those found
prevjously (about 102 microorganisms per milliliter).



Figure 4

RBI!I!ining enzymatic activity of native Alcalase (.-.)

and glutaraldehyde (final concentration 0.025 ,.)-treated

Alcalase (0--0) in the ultrafiltration rSctor during

a continuous hydrolysis of a 5 ,. casein solution at 40°C.
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Products analysis

Casein solutio", submitted to various durations of continuous or batch
proteo),ysis (similarly with glutaraldEtlyde treated Alcase) were concentrated
in a rotary evaporator and then freezEM:Iried. The dried solids obtained
from the continuous hydrolysis were fully soluble in distilled water, and
the pH of this solution close to ?

The molecular weight distribution of the products of proteolysis
has .been evaluated by gel filtration on a Biogel P 10 column and by
measuring absorbance of the fractions at 280 mn (figure 5). The results
indicate that the hydrolysates contain a major part of low molecular
weigh,t peptides or of amino acids. However no free amino acids were found
in the:hydrolysate from the continous experiment (as shown by an automatic
amino acid analyser).

The molecular weight distribution of tbe peptides of the continuous
hydrolysate (nominal residence time 6.25 hours) is similar to that
of a 5 hours batch hydrolysate obtained under identical experimental
condiA:ions (temperature, pH, concentratation of glutaraldenyde treated
Aleal ase and of casein).

About 1 kg of peptides was prepared by continous proteolysis in
order to assess their value as a means of protein enrichment for
fruit drinks. The peptides were fully soluble, at a 1 ý concentration,

in the 12 ý sucrose-O.4 ý citric acid, pH 3.8, 22°e solution used by

Holsiýer et al. (2). No precipitate was observed after pasteurisation at 800e

for 2 min. j sterilisation at 1200C for 20 min. caused a very slight
precipýtetioDý .

Triangular taste tests according to Roessler et al. (20) were

performed with 18 tasters in order to detect the difference between a

normal non carbonated beverage with orange extracts and the same beverage

enricbed with the casein peptides. A significant difference was found

between the two beverages for peptides concentrations of 0.5 ý (safety limit

0.9) , 0.?5 ý (safety limit 0.95) and 1 ý (safety limit 0.999). Bitternessj-

was detected at a 0.65 ý concentration of peptides in 50 ý of cases.



Figure 5

Chromatography of casein hydrolysates on Biogel P 10.

The hydrolysates (100 mg dry solids) are those from
continuous (_ ) and from 20 min. (- ). 1 hour
(
- -- - ), 5 hours ( ) and 24 hours (__ )

batch experiments. Conditions of chromatography are
given in "teterial and methods".
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CONCLUSION

L'utilisation de cellules d'ultrafiltration se révèle être un procédé
simple et efficace pour l'immobilisation des enzymes. L'avantage de ce système
est la conservation prolongée de l'activité enzymatique et le maintien d'un

contact étroit entre l'enzyme soluble et le substrat. On sait en effet, et

ceci sera développé plus en détail dans le second chapitre, que l'immobilisation
d'enzymes sur des supports insolubles entraîne fréquemment une modification
défavorable de l'activité enzymatique due principalement aux phénomènes de
diffusion des substrats et produits de réaction. Cet effet est particulièrement
marqué lorsque le substrat est de poids moléculaire élevé en raison de l'encom-
brement stérique.
Dans les réacteurs enzymatiques à membrane d'ultrafiltration que nous avons
étudiés, trois problèmes essentiels ont retenu l'attention:

1) Le premier concerne la stabilité de l'activité enzymatique; il a été

observé qu'une concentration suffisamment élevée en substrat peut améliorer
la stabilité de l'invertase et limiter l'autodigestion de l'Alcalase.

2) Le second concerne la stabilité microbiologique du Silieu réactionnel.
L'action de la concentration en substrat peut être utile afin d'empêcher le

développement de micro-organismes. Bien que ceci n'ait pas été étudié ici dans
le cas de l'hydrolyse du saccharose, des expériences analogues quant au pH et

la concentration en substrat, réalisées dans un réacteur tubulaire et à 22°C,

ont permis de montrer que le développement des micro-organismes totaux était
inhibé (voir Chapitre 2, paragraphe 2.2. l, Hydrolyse continue du saccharose).
Lorsque l'action de la concentration en substrat n'est pas utilisable, on peut
avoir recours à une action combinée du pH et de la température. Ceci a été vu

lors de la préparation continue de protéalysats à l'aide de la protéase alcaline

Alcalase (pH 8,8 et 40°C).

3) Le troisième problème concerne la faible valeur des débits obtenus au

travers des membranes d'ultrafiltration (environ 0,01 ml/cm2.mn). Ce dernier

facteur est probablement celui qui limitera le plus l'utilisation des appareils

d'ultrafiltration pour la réalisation de réacteurs enzymatiques continus.



1.2 - REACTEUR HOMOGENE SANS RETENTION
D'ENZYME: CAS PARTICULIER DE
L'OXYDATION DU GLUCOSE

L'oxydation du glucose en acide gluconique semble, à priori,
une réaction intéressante. On sait en effet que l'acide gluconique, plus onéreux
que le glucose, sert à la préparation de produits pharmaceutiques.
La littérature comprend de nombreux travaux relatifs à la fixation de la glucose
oxydase par les diverses techniques d'immobilisation mises au point ces der-
nières années (ZABORSKY, 1973). Cet intérêt est probablement dû à l'ubiquité de

l'enzyme et à la bonne connalssance de son mécanisme d'action. Cependant peu
d'essais ont été faits en vue de la réalisation d'un réacteur enzymatique trans-
formant le glucose en acide gluconique de manière continue (CAILLEAU, 1974).

La fixation de la glucose oxydase a surtout été pratiquée pour expliquer cer-
tains phénomènes réactionnels (WEIBEL et BRIGHT, 1971 - THOMAS, 1971 - GREENFIELD
et al., 1974 - MESSING, 1974) ou dans un but analytique (GUILBAULT, 1970).

Nous nous sommes proposés d'étudier cette réaction dans le but de réaliser un

réacteur continu agité dans lequel l'enzyme, immobilisée sur un support inso-

luble, aurait été retenue à l'intérieur du réacteur. Si les expériences effec-

tuées nous ont montré qu'une telle réaction était inapplicable, la vitesse de

réaction étant limitée par l'oxygène, celles-ci nous ont néanmoins permis
d'appliquer la théorie du transfert de l'oxygène en vue de déterminer la cons-

tante de Michaelis de la glucose-oxydase par rapport à l'oxygène.
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Les e x pèr ie nces sont faites dans un récipient

t hermostatè, a double en veloppe, Radiometer
(50 ml), L'apport d'oxygène est assuré par bar-
botage : le débit d'oxygene pur (mesuré à 20°f:)
est de I litre par minute. Le pH est maintenu
constant à l'aide d'un pH-mètre Hadiometer
type TT2 muni d'une autohurelte type .\Bl' 11.

.u ét bodes analytiques.
l'ne série d'expériences pr élirninatr es avec des

solutions de concentration initiale en glucose
H,I ýI, 0,15 ýI et O,:! ýI a permis de vér iûer la con-
cordance entre deux méthodes de mesure des
activités enzymatiques: dosage du glucose r ési-

duel à l'aide du réactif « glucostat » ct mesure du
volume d'hydroxyde dl' sodium (l X) ajouté pour
maintenir le p H, Celte dernière méthode a été
adoptée. L'activité enzymatique est expvimée en
tant que vitesse de début d'oxydation du glucose
(mu-romolcs de r..:lucose oxydées par minute). Pour
cela la courbe expérimentale des 20 premières
minutes de la r éacf ion est tracée et la valeur de
la pente déterminée.

L'oxydation du glucose est faitr en solution
tampon phosphate dt' potassium 11.01 ýI, pH o.s.
La concentration initiale en glucose est 0,2 ;\1.
Ainsi la glucose oxydase l'l'ste saturee par le glu-
l'OSt' pendant toute la durée des mesures (20 mi-
illites). En effet la constante de 'lichaelis par
rapport au glucose O,15.lIP 'I) est négligeuble
par rapport à sa concentration initiale et la ciné-
tique de réaction est bien d'ordre zéro [5],

ETUDE CINETIQUE PREALABLE DE

REACTIONS DISCONTINUES
1.2.1

ýIATEHIEL ET ýIETHO»ES,

ý. A qui toute correspondance doit être adressée,

IýTHODl'CTlOý.

Réactifs,
Le 1>( + )glucose «pour usage hioch imi quc »

provient de Merck, et la Ir-glucono-ô-Iactone dt,
Flllka,

La glucose oxydase purifiée d'Asperyilllls uiqer
(type II) ct la catalase de Ioic de bSuf (type C Iü)
proviennent de Sigma,

Le réactif «glucostat» (j.llucose oxydase, per-
oxydase, orthodianisidine) provient de Worthing-
ton Biochemical Corporation.

Summary, - The oxidation of j3-U-glucose with glucose oxidase generally requires
oxygen, which, under normal cond it ion s is present at low concentrations in the reaction
medium, Experiments show that glucoýe oxidase is no longer saturated hy oxygen at
enzyme concentrations greater than 0,4 mg,ml-t, This is due to the decrease in the oxygen
concentration of the solution, The va lue of the oxygen mass transfer coefficients and
dissolved oxygen concentrations are deter mined. These dissolved oxygen concentrations
are found to correlate with d i r ect measurements with an oxygen electrode, From this, the
Michaelis constant of glucoýe oxidase for ox ygcn is calcu lated. These experiments also
show that oxygen is a limiting factor for this reaction

Application de la théorie du transfert d'oxygène
Détermination de la constante de Michaelis de la glucose oxydase

par rapport à l'oxygène.

La glucose oxydase (E.C.1.1.3.4) c .. t une gly('o-
protéine [I J

qui catalyse l'oxydation du ii-II-glu-
cose à l'aide de l'ox ygène dissous dans le milieu
réactionnel. L'enzyme y est réduite par Il' glucose
puis régénérée par I'oxvgèn e avec formation de
peroxyde d'hydrogène ý2, 3., Il y a liber af ion de
gluconolactnne qui est hydrolysée en acide glu-
conique [. J. La réaction ne sc poursuit que grâce
au r enouve llernent de l'oxygène dissous dont la
concentration dépend de l'activité enzvmatique
pr-ésente dans Il' milieu réact i on ne l. L'application
de la théorie des transferts dl' matière il celte
réaction - activités enzvrnatiques mesurées en
Conction de la concentration en glllcose oxvrlase
-- permet rie déterminer la valeur de la constante
de Michae-lis de la glucose oxydase par rapport à

l'oxygène.
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HESULTATS ET DISCCSSIOý.

La combinaison des relations (2) et (3) donne
d 0,

)
- = KI ". a (n t-n)

dt rýlIdlon

a o,
)

- - - est déterminé expérimentalement.
dt rý.l'lion

La connaissance de n se ramène donc a celle de
K ... a, coefficient global de transfert d'oxygène et
n', concentration en oxygène dissous de solutions

de ce seuil l'activité enzymatique croit moins vitr-
que la concentration en glucose oxydase. En con-
séquence, une augmentation de cette concentra-
tion augmente l'activité totale du milieu réac-
tionnel, mais diminue l'activlté par unité de poids
de l'enzyme. Cer l peut s'expltquer par un abaisse-
ment rapide dl' la concentration en oxygl'nc
dissous de la solution, jusqu'à une valeur d'''qui-
libre maintenue grâce 311 transfert d'oxygène de
la phase gazeuse vers la phase liquide, laquelle
serait une Ionction dérroissante de I'actj vité cnzy-
matique effectivement présente dans la solution.

Considérons un élément de l'interface oxygène-
m ilieu r éaction nel. Le transfert d'oxygène sc fait
de la phase gazl'Ilse vers la phase liquide el la
vitesse du transfert est e xpr-imée par la Iormnle
suivante r81

(

a o,
)

KI..a. (n
t -n ) (2)

dt ,Ir.lll,ferl

où K" est lc coefficient de facilité de transfert
de l'oxygène (dru.mn I),

a est la surface de contact entre les phases
gazeuses et liquides (drnê),

n'est la concentration de l'oxygène de la
phase liquide, en équilibre avec la phase
I(azeuse considérée (Mole-Litre-I),

n est la concentration de l'oxygène au sein
de la phase liquide dans les conditions de
la réaction enzymatique (Mole-Litret).

Schématiquement la réaction se déroule en deux
étapes:

a) une première, très rapide, pendant laquelle
la concentration n de l'oxygène dissous dans la
solution diminue jusqu'à la valeur d'équiltbre et il

laquelle correspond une augmentation de la vi-
tesse du transfert d'oxygène.

h) une seconde, pendant laquelle la vitesse dl'
réaction et la concentration de l'oxygène dissous
sont constantes dans le temps, qui correspond il

la phase «stationnaire) de la réaction et qui
dure tant que l'enzyme est saturée en glucose.
Cette étape est caractérisée par la relation sui-
vante:

cl o.
) (

cl O ..

)

- = -
- = constante (3)

dt Il.1I'''''rl dt rèur-t ion

.-

li

(G 0 I (mg ml·I)

vitesse de réaction
(P moles.mn-')

Il

..

..

,..

-

FIG. 1. - Activitt! enzymatique en fonction de la
concentration en glucose oxydase.

Tampon phosphate de potassium 0,01 M, pH 6,6 ;

solution de glucose 0,2 M' ; volume réactionnel ; 50 mI.
Températures ; SoC (0-01 ; 12°C (e - e) ;ss-e (6-61 ; 4-O°C (Â-Â) ;

50·C (0--0) ; 65·C (.---.).

de réaction. Cette figure indique aussi qu'a des
concentrations en glucose oxydase inférieures il

0,4 mg.rnlt, l'activité enzymatique est propor-
tionnelle à la concentration en enz) me. Au-delà

La vitesse de réaction de la c i n ét ique d'ordre
zéro a été mesurée à pH constant ct pour des con-
centrations en glucose oxydase comprises entre
0,1 ct 2,5 mg.rnlr.

La figure 1 indique les courbes obtenues à diffé-
rentes températures: les activités enzymatiques
ne varient pas de la même manière. En effet les
activités sont la résultante de deux phénomènes
variant en sens inverse avec la température: la
concentration de l'oxygène dissous et la vitesse

De la catalase, dont l'activité est souvent pre--
sente [6), est ajoutée au milieu réactionnel
(0,1 mg.mJ-1), ceci évite l'inactivation de la glu-
cose oxydase par le peroxyde d'hydrogène [7) ct
permet une meilleure utilisation de l'oxygène
dissous. Le bilan global de la réaction s'écrit :

glucose + 1/2°2 --- > acide ghrcunique (1).

Certaines déterminations d'oxygène dissous ont
été effectuées à l'aide d'une électrode gal\'anollli'-
tr-ique de mesure de pression d'oxygène cl d'une
unité de contrôle Biolafille e Oxycontr ôle 2 ).
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(02)ellperimenlale
(10-' mote "tre-t)

tt

t2

.,. ,."nt2

(ý)calculee (IO-'mole IIlre-l)

FIG. 3. Correspondance entre lu concentration.
d'ozllgýne dinou. ca/cuUu et dýterminýes ezpüimen-
talement,

Déterminations expérimentales ý l'aide d'une élec-
trode de mesure d'oxygýne dissous. Les concentrations
calculées sont celles de la figure 2.
Températures :

30e (0) ; 25°C (c:) ; 400e (.) ; 500e (0),

La figure 2 indique que pour des concentrations
ell glucose oxydase de plus en plus élevées, la
concentration en oxygène dissous du milieu réac-
tionnel à l'état stationnaire diminue. Ces valeurs

3. Détermination des concentrations ell oXy11t'ne
dissous correspondant fi chac nn des étals dé qui-
libre.

Les déterminations des activités enzymatiques
. . (d 0,,) d

.
« stattonnaires s --- es concentrahons

dt rhl'lion'

saturantes en oxygène (n') des solutions et des
coefficients (KL.a)' permettent de calculer les con-
centrations d'oxygène dissous correspondant à

chacun des états e stationnalres s , ,t l'aide de la
relation (4) mise sous la forme

(

d 02

)

= (KL.a)' (c "-c) (5)
dt rllarllon

n
avec c' = 1 et c =

n'

rassemblées dana Je tableau Il montrent que Je
coefficient (KL.a)' diminue lorsque la température
augmente. '

12°e (.-., ;
40Ge (.--.l ;
611GC (.-.).

3°e (;)-0)
25°e (6-[\)
50°C (0-0)

t.,

IGO)(mg rnl")

Flo. 2. - Détermination des concentration. en OXII-

!J"ne (n) corrupondant à chacun des état» d'ýqui1ibrt.
Les points reprýleotý1 sur la ft,ure oot ýté calculés

À l'alde de la relation (5) :

J. Boudrant et C. Chef te'.

Dans cette expression (KL"a)' a la dimension
mole.litret.minute! et pour chacune des tempé-
ratures choisies c' est égal à 1 (100 p. cent de
saturation). La détermination des valeurs du
coefficient (KL.a)' est alors immédiate. Les valeurs

,> o.)1-

dt '''.ct 10.

I. "Ipératures :

viennent alignés. Ceci permet de calculer la vi-
tesse de réaction enzymatique à une concentra-
tion en glucose oxydase théoriquement infinie en
extrapolant les droites obtenues aux ordonnées
correspondant à une abcisse nulle. A cette con-
centration en glucose oxydase la concentration
stationnaire en oxygène dissous du milieu réac-
tionnel est supposée nulle. La relation (.f) ér-rtte
précédemment devient alors:

(

_d
dý!!

) tran.ferý

KL·a.n·

Cette dernière relation peut être exprimée sous
h forme

(

d Oý)- - = (KL.a)' c ", ou c' est l'oxygène
dt traDlferl

dissous dans la solution exprimée en pourcentage
de saturation.



Constante de Michaelis de la glucose oxydase.

ont été comparées avec celles déterminées à l'aide
d'une électrode de mesure de la concentration
d'oxygène dissous, Pour ces mesures, des solu-
tions de glucose oxydase à diverses concentra-
tions sont préparées (tampon phosphate de po-
tassium 0,1 M, pH 6,6, concentration en glucose
Il,2 ýI), Ces solutions sont initialement saturées
en oxygène, On observe une baisse très rapide,
puis une stabilisation, de la concentr al ion en
oxygène dissous, Les valeurs d'équilibre rc lcvér-s
cor-respondent aux valeurs données par le calcul
(figure 3),

4, Détermination de 111 constante de ,llicll(/eli,ý
par rapport à l'oxY(Jène,

A chacun des états d'èqui lihre caractér-isé pal'
une concentration en oxygène dissous, la valeur
de l'activité enzymatique est calculée pour une
concentration de 0,2 rng.ml! de glucose oxydase;

1 1
on peut alors porter V en (onction de

(s)
selon

.. IZ ,t

Fu;. -l, - Détermina/ion li l'aide de la représentation
d,' Lineweaver et Burk [12J de la constante de Michaf'-
lis de la glucose oxydase pur rapport ci l'oxygèlll'
Kill (0""

Tampon phosphate de potassium 0,01 M, pH 6,6 i
conce nt rn t i on en glucose 0,21\1,
Te mpérntures : 3"C (rJ--J) ; 12°C (. - ., i

25"C (6- 6) i 40"C (.--.' ;
50°C (0-- 0) ; 65°C (. - -.',

Lineweaver et Burk [121, I.es points corrr-spon-
dant aux difrl'rentes températures sont aliglll's
(Ilgur-e 4), La détermination des constantes dl'
Michaelis est immédiate' : dans l'Intervalh- de

température considéré (3°-65°) celles-ci sont voi-
sines de Km(02) = 5,HP M, valeur comparable
à celle indiquée par Gibson et ul. (2,0,10'4 MI ý3J,
Ces auteurs ont fait varier la concentration de
l'oxygene dans l'atmosphere liu-dessus du milieu
réactionnel et utilisé l'appareil de Warburg.

La déterminatlon de KIII(Oý) indique la valeur
de la conccntr ation en oxygène dissous pour
laqucl!e la vitesse de réaction est égale :'I la
moitié de la vitesse maximum. Or d'après les
donnée.'> de la figure 2 les valeurs des conr-en-
trations en oxygène dissous correspondant it la
plla.se «stationnaire ý sont dans la plupart des
cas infèr ieurcs il la valeur de Km(Oý) : la vitesse
de rvacf ion mesurée n'est pas la vitesse de réac-
tion maximum et l'oxygène dissous constitue donc
Il' fadeur limitant de la réaction.

La méthode proposée tic dèterruinution tic la
constnnte de ýIichaelis de la glucose oxydase par
rapport à l'oxygène permet de se passer de me-
sures directes de concentration d'oxygène dissous,
Elle peut vraisemblablement aussi être appliquée
à d'autres rèactions enzymatiques où l'lin des sub-
strats provient d'une phase distinde d(' ce llc dl'
l'enzyme,

Rl'mnciC' 1111'111",

Les détcrmlnut lon s e xpér hucnt al e s de cuuce nt ru t inn
en oxygène dissous ont l'tc\ réu l i sé e s aux l.u borutnlrc s
de Recherche Clin-Midý', 34-ýlontpelli('r.

RÉsl·\lt:.

L'oxydalion du fj-O-I(Iul'ose par la IlIUl'l'Sl' ox.'d:lsl'
néce ss ite ta présence d'oxygène. Dans des conditions
normales celui-ci est présent à f'a i hl e conccntrnt ion
dans le milieu réuct ionncl. Ill'S ('ssais montrent qu l' la
glucose oxyduse n'est plus salurc\e par t'oxý'gène au-
delà d'une conccntrntton dl' Il,-1 1II1C .t ul J ('Il cn zynu'.
Ccci est dû à la diminution de la conccnt rat ion de
l'oxygène au sein de ln solution. La valeur des cuef'Il-
ci e nt s de fal'ilill' de t rn n xf'crt d,Il" cnnceut rut iuns
d'ox \'gènc di s sou s sont dét er-m i née s pour rharu ne des
('nnd'ilions ut if i sée s. Ces dcr-n ière s sont "èrilh;es expé-
r i me nt alcmcnt. Ce ci permct de trouver la va leur de la
constante de Michacl i s de la glul'ose oxydase par rap-
port à I'ox yuène , Ces essais montrent l\galcmenl que
l'oxygène e st lin f'acteur limitant de la ré actj ou.
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1.2.2 - OXYDATION CONTINUE DU GLUCOSE
EN REACTEUR HOMOGENE

L'oxydation continu. du .luco "" p.ý 1. clueo "" o_,d """"
été étudiée en réacteur continu homogène. Ce type de réacteur permet une régu-
lation de pH et un apport constant d'oxygène par barbottage.
La réaction a été réalisée soit à pH constant, soit sans régulation de pH. Une
solution de glucose 0,35 M a été utilisée afin de comparer les résultats de ces
deux séries d'expériences. En effet il a été préalablement vérifié que sans
régulation de pH une solution de glucose à cette concentration peut être oxydée
à lOa % par la glucose oxydase. Les autres conditions expérimentales retenues
sont les suivantes : 40°C, concentration en glucose oxydase de 0,2 mg/ml.

_3
A pH 6,6 l'activité enzymatique est 8. JO V moles/min., V étant le volume réac-
tionnel exprimé en litre.

1.2.2.1 - OXYDATIONS CONTINUES

Le système utilisé est celui des expériences continues
sans réutilisation d'enzyme précédemment décrit (voir paragraphe 1.1.1, Hydro-
lyse continue du saccharose par de l'invertase retenue sous forme soluble). En

plus de l'alimentation de glucose et de glucose oxydase, une solution d'hydro-
xyde de sodium (2 N) est ajoutée automatiquement à l'aide d'un pH-stat afin de

maintenir le pH constant et égal à 6,6.
De la même manière que précédemment, un bilan de matière effectué sur l'ensemble
du réacteur permet d'établir la relation suivante:

K.a " [G ] " X. (I - sx)
0

où K est la constante de vitesse de réaction,
G est la concentration initiale du gluco.e,

0

e est le temps de résidence,
et X est le taux de conversion.
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500.H31.

_1
0,2 mg.ml tampon pho.8phate de potassium

FIGURE I

20."'

(+) points expérimentaux, le pH étant maintenu à 6,6.

_4
La courbe (-) répond à l'équation 8.10 e· 0,35 X (I + 0,115 X)

Représentation du taux d'oxydation continue du glucole en fonction du tempi de

résidence e.

Concentration de glucose oxydase
0,01 M, pH 6,1.

(e) points expérimentaux, le pH n'étant pas maintenu.
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8.10 e· 0,35 X (1 + 0,175 X)

Cette relation tient compte du fait que 1. volume du
réacteur maintenu constant entraîne une dilution du milieu initial danl le

1

a étant le rapport des molarités dei solutions initiales derapport ----
+ ax

glucose et d'hydroxyde de sodium.
La figure I compare lee r'eultat. exp'rimentaux " Ie th'art "" Le eou.b. aft

trait continu est la courbe théorique répondant à l'équation:

Les résultats expérimentaux sont proches de ceux calculés théoriqueSent : en

effet les points obtenus s'alignent sur une droite de pente légèrement infé-
rieure à la courbe théorique. Ces résultats montrent également que le temps de

résidence de la solution dans le réacteur, pour avoir un taux de conversion
proche de 95 %, est long et proche de 500 minutes. Ainsi qu'il a été vu précé-
demment, une augmentation de la concentration en glucose oxydase ne provoquerait
pas une augmentation de l'activité enzymatique suffisante afin de diminuer le

temps de résidence.
Des oxydations continues ont été réalisées le pH n'étant pas maintenu constant,
et ceci avec les mêmes conditions expérimentales. La figure 1 rassemble éga-

lement les résultats. Ceux-ci comparés aux précédents montrent que les taux de

conversion mesurés en sortie de réacteur sont inférieurs. Ceci n'est pas éton-

nant dans la mesure ou l'acide gluconique formé au dépend du glucose diminue le

pH de la solution initialement à pH 6,6 (optimum d'activité enzymatique de la

glucose oxydase).



CONCLUSION

Ainsi afin d'oxyder à 95 % une solution de Ilucole 0,35 M

(6,5 %, PlV) à 40·C, la concentýation en glucose oxydale êtant 0,2 mg.ml-'
un temps de résidence de l'ordre de 500 minutes est nécessaire. Afin d'oxyder
une solution 2 M (36 X), le calcul montre qu'il faudrait un temps de résidence
de 30.000 minutes environ (500 heures). A l'appui de ces résultats il semble
donc que ce type de réaction se prête mal à une opération continue conforme
aux exigences industrielles: ceci est dû à ce que ce type d'enzyme nécessite
deux substrats dont l'un est en concentration faible dans le milieu réactionnel.
Bien qu'ayant immobilisé cette enzyme de façon covalente sur du verre poreux
spherosyl XOC 005 provenant de Rhône-Progil (Neuilly), diamètre moyen des pores
3000 A, surface 10 m2/g, volume poreux 1 cm3/g, granulométrie 100-200 microns)
en suivant la méthode mise au point par CAILLEAU (1974) - silanisation avec du

y-aminopropyltriéthoxysilane puis activation au glutaraldéhyde - les essais en

continu avec ce support enzymatiquement actif n'ont pas été réalisés. Les ren-
dements de fixation et d'activité étaient cependant de 40 % et Il % et l'acti-
vité stable pendant 1 mois à 22°C. Nous avons préféré utiliser cette enzyme à

des fins analytiques pour le dosage du glucose, et couplée avec de l'invertase
pour le dosage du saccharose.
Ces études ont été réalisées par LOUSSAN (1973) en utilisant le principe de

l'électrode à enzyrees (GUILBAULT, 1972) le système utilisé lors de cette étude
était celui précédemment étudié par CANH et al. (1972), dans lequel une mesure
de la variation de potentiel électrochimique est effectuée à l'aide d'une
électrode de verre à l'extrémité de laquelle est appliquée une membrane enzyma-
tiquement active (AVRAMEAS et al., 1968). Les résultats ont montré que la zone

de linéarité entre la différence de potentiel mesurée et le logarithme de la
_3 _2

concentration en glucose est étroite (3.10 M à 10 M). Cette zone est en

effet limitée dans sa partie supérieure par la valeur de la constante de

Michaelis de l'enzyme (en effet la cinétique de la réaction doit alors être de

premier ordre par rapport à la concentration en substrat) et dans sa partie
inférieure par l'importance des phénomènes de diffusion dans la membrane (CANH

et al., 1972). Les résultats ont d'autre part montré la difficulté de reproduc-

tibilité des mesures d'une membrane à une autre.
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2.1 - REACTEURS TUBULAIRES AVEC RETENTION
D'ENZYME PAR ADSORPTION

Un des procédés les plus simples d'immobilisation des enzymes
consiste en leur adsorption sur un support insoluble. Dans ce cas, il est néces-
saire de trouver un adsorbant convenable ayant une affinité élevée pour l'enzyme
(GOLDMAN et al., 1971). Une telle démarche, si elle est souvent hasardeuse, peut
néanmoins faire appel à la bibliographie afin de connaître les divers supports
adsorbants efficaces, utilisés lors de la purification de l'enzyme que l'on
désire immobiliser par ce procédé.
Dans l'étude qui suit, nous avons choisi comme supports adsorbants des résines
échangeuses d'ions dont on sait que le caractère de polyélectrolyte peut ren-
forcer les liaisons d'adsorption purement physique entre enzyme et support. En

effet l'adsorption d'enzymes par des résines échangeuses d'ions a déjà fait
l'objet d'un certain nombre de travaux et dans quelques cas les auteurs de ces

travaux ont observé la conservation de l'activité enzymatique à l'état adsorbé
(MITZ, 1956 - BARNETT et BULL. 1959 - MITZ et SCHLUETER, 1959 - MIYAMOTO et

al., 1972) ainsi que la stabilité de cette adsorption (MIYAMOTO et al., 1971 -

SUZUKI et al., 1966 - EMERY et al., 1974 - SOLOMON et LEVIN, 1974).

2.1.1 - HYDROLYSE CONTINUE DU SACCHAROSE·I

Deux préparations d'invertase, l'une purifiée et l'autre

pour usage industriel, ont été immobilisées sur une phase insoluble adaptée au

fonctionnement en réacteur tubulaire: pour celà les enzymes ont été adsorbées

sur des résines échangeuses d'ions de type Amberlite. Les particules enzymati-

quement actives obtenues ont été utilisées dans un réacteur tubulaire à lit fixe.

La littérature contient de nombreux essais de fixation de l'invertase sur des

supports insolubles. Les méthodes utilisées sont variées: adsorption physique
(NELSON, 1933 - FISHER et KOHTES, 1951 - REESE et MANDELS. 1958 - ARNOLD, 1966 -

VIETH et al "" 1972), formation de liaison covalente (FILIPPUSON et HORNBY, 1970-
MONSAN et DURAND, 1971 - MASON et WEETALL. 1972), soit par inclusion dans des
gels d'acide tannique (NEGORO, 1970) ou d'acrylamide (MAEDA et al., 1973 - USA]IT

et KURATSU, 1973) ou dans des fibres (MARCONI et al., 1974). Signalons également
que des cellules entières de Saccharomyces pastorianus ont été réticulées dans
des billes d'agar et utilisées en continu dans un lit fluidisé pour l'inversion

07ý'
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2.1.1.1 - ESSAIS AVEC UNE INVERTASE POUR USAGES BIOCHIMIQUES

BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING,
VOL. XVII, PAGES 827-844 (1ý75)

Continuous Hydrolysis of Sucrose by Invertase
Adsorbed in a Tubular Reactor.

JOSEPH BOUDRAýT and CLAUDE CHEFTEL, Laboratoire
de Biochimie et Technoloqie A limentaires, l' niuersité des Sciences et

Techniques, 84060 Montpellier, France

Summary
Studies were made of invertase adsorption on Amberlite ion exchange resins.

Up to 4000 units of adsorbed enzymatic activity (aea) were obtained per g of
IRA 93 resin; for an aea of 1600 units, the maximum ratio of &ea over units of
soluble enzyme used for adsorption was close to .'iOo/c. No desorption occurred
during extensive washing at ao°c with 0.01 M sodium acetate buffer at pH 5.
Progressive desorption of aea from the invertase-Llt A 93 complex occurred when
buffer molarity and temperature were increased. Desorption differed only
slightly when the buffer p H was :J or;). The optimum pH of aea was 3.2 with
IRA 93 resin, and varied between :J.2 and ý).1 with other resins, depending on
their anionic or eationie nature. Batch hydrolysis of sucrose by IRA 93-
adsorbed invertase followed 1st order kinetics with respect to the substrate con-
centration, as in the case of soluble inverta. .. e.

Continuous sucrose hydrolysis with Il{A 9:J-sdsorhed invertase was performed
in a tubular reactor, and t he percent conversion wa... experimentally determined
as a function of the flow rat e. The react ion was carried out for 8 days with a

,'>0% (w/v) sucrose solution, at pH l and 30°C; at the selected ftow rate, the ratio
of sucrose hydrolysis remained constant and close to 76':;. This shows that
invertase was not desorbed from the t ubular reactor. Some continuous hydrol)'Be8
were performed with sn indust rial sucrose solution: enzymatic activity seemed to
be stable for an extended period for time (1 month) al :lO°C .md pH 3 or 4.

INTRODUCTION

Sucrose hydrolysis by yeast invertase has ber-n selected as an enzy-
matic model reaction of industrial interest, and studies in a system
permitting continuous substrate hydrolysis by a given amount of

continuously reutilized adsorbed r-nzyme.
A previous paper described a system based on an ultrafiltration

membrane reactor.'
" This paper was presented in part at the International Symposium on

Insolubilized Enzymes, Milan, Italy, June }.') and 16, 1973.

827
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The system described in the present paper consists of a tubular
flow reactor packed with an Amherlite ion exchange resin. Invertase
is adsorbed on the resin before br-ing introduced into the column
reactor.

Conditions of r-nzyrne adsorption and desorption are described
together with the characteristics of the adsorbed enzymatic activity.
Continuous substrate hydrolysis of industrial sucrose solutions has
been performed for up to one month without loss of enzymatic
activity.

Previous studies hv other invostigators have shown that it is
possible to immobilize invertase by adsorption on different supports
such as aluminum hvdroxide? and DEAE-crllulose,' Generally
desorption is not negligible whPII high salt concentrations are used,
but Usami ct al.' found an insoluble complex of invertase adsorbed on
DEAE-cpllulose to 1)(' stable. Adsorption processes may, therefore,
be of particular interest when suitable adsorbcnts with a high affinity
for an enzyme can 1)1' obtained."

The fixation of invertase by r-ovalent linkage, 11-8 by coprecipitation
with tannic acid," and by cloctrocodeposition on collagen'? has also
been reported.

MATERIALS AND METHODS

Yeast invertase (f rr-eze-dru-d ext ract) and sucrose (biochemical
grade) were obtained from :\If'fck, Darmstadt. Continuous hydroly-
sis experiments were performed either with pure grade sucrose from
Merck, or industrial "Claircr-" syrup from "La Générale Sucrière,"
Marseille, France.

Amberlite resins were obtained from Hohm and Haas, Philadelphia.
They are made of polystyrene rvt iculatr-d with divinylbenzene.
According to the manufacturer, there arc porous versions with an
average pore diameter of 1300 Â, and gel versions, Sepharose 6B
was from Pharmacia, Uppsala,

Equipment

Batch hydrolysis experimenta were done in a jacketted 50 ml

Radiometer cell with stirrer. Continuous hydrolysis was performed
in a K 9/30 Pharmacia chromatographie column with a jacket added.
Sucrose solutions were brought to the column temperature before
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entering the column. The column packed bed consisted of 6 g of
Amberlite resin with adsorbed invertase. The flow rate of sucrose
solutions varied over :3,ý, and ,')0 ml/min, corresponding to a residence
time of 0.15 to 2 min. A Sigma motor peristaltic pump was used.

The ratio of hydrolysis was evaluated at the end of the column
when a steady state was established (generally after an outflow of
100 ml of solution, i.r-., about 13 reactor volumes).

J! ethods

Analytical methods

Sucrose hydrolysis was carried out in O.OU! sodium acetate buffer,
and was evaluated by measuring reducing sugars liberated, according
to the method of Fisher and Kohtos.?

For kinetic studies, sur-rose hydrolysis, by Irr-e or adsorbed in-
vertase, was stopped by adding 0.01.\1 sodium hydroxidr- solution and
cooling to ooe. In order to evaluate the ensyrnatic activity as the
initial rate of sucrose hydrolysis (ýmol of sucrose hydrolyzed per min
in the experimental conditions adopted) tho hydrolysis curve was
plotted and the slop .. valu!' measured at th!' origin.

In order to determine arnuunt s (If invr-rt asc in solutions, 27,"" nm
absorbances were mr-asur .. d. till' pre-para t ion of in vert ase used has
one absorption peak at t his wuvck-ngth. TIll' punt y of the prepara-
tion was verified by ý!'[ tilt rat ion on S('pharos(' Ii B: t he absorbance
at 27,"" nm, evaluated on till' different r-luute fract ions correlated well
with the enzymatic activit y

AdllOrption methods

The resins were first washed with dist illed water. then equilibrated
in a O.OIM sodium aedatp buffr-r Tho buffer pH's were .5 for the
anionic resins and 4 for till' cationic rr-sins. Aftr-r filtration the resins
were vacuum dried (17 _;) mmHg) and invertase was adsorbed from
solutions in the sodium arvtutv buffers mentioned previously (2 ml
per g of resin). Adsorption was carried out at 4°C for 12 hr. The
resins were then washed with the corresponding sodium acetate
buffers (20 ml per g of resin at 20°C with stirring for 30 min). Wash-
ing was continued until the buffer gave no absorbance reading at 275
nm. The absorbance at 275 nm of the total washings gave an indi-
cation of the unadsorbed invertase, since the invertase preparation
appeared pure when gel filtered on Sepharose 6 B.
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RESULTS AND DISCUSSION

Adsorption Conditions
Adsorption on the' macroroticular anionic IRA 93 Amberlite resin

was studied as a function of pH and of adsorption time. Preliminary
experiments showed that contact with this resin did not bring about
sucrose hydrolysis.

AdlOrption pH

Several resin samples \\WI' cquilibratr-d at pH values between 4
and 6.4. Adsorption was performed according
described above (spp Matr-rials and Xlothods).
enzyme used was 40 mil: per fl: of resin.

The results showed that about ;)()(;;) of the enzyme was retained
after washing, when the pH WIlS l'quai to or greater than S, and ,50%
was retained whr-n th" p H was below 4.;). An ionic attraction phe-
nomenon seems to be added to the physical adsorption phenomenon.
In fact the isolectric point of invertase!' is at p H 4.;) and at a higher
pH, the electric charges of the invertase and of t he resin are opposed.
Conversely at a lower pH, both n'sin and enzyme have similar elec-
tric charges.

Later in this study, adsorption pH 's wore chosen so that the charges
on enzyme and rosins were opposed, pH 4 for cationic resins and pH 5

for anionic resins.

Ad80rption time

The kinetics of adsorption wcrr- "valuated with the same IRA 93
resin. The adsorption pH was ;) and tho quantity of invertase used
was 30 mg per g of resin.

The results show that .')or; of t hr- adsorbed onzymo was fixed after
30 min. Adsorption appeared to be rapid. This agrees with the
observations of Usami pt al.' However 10 hr contact time was neces-
sary to obtain maximum enzyme fixation. An adsorption time of
12 hr was chosen for tho continuation of this study.

Yield of Adsorbed Enzyme Activity

For each resin the overall yield of adsorbed enzymatic activity is

defined as the percent of the enzymatic activity immobilised on the
resin, measured at its optimum pH (see above) in comparison to the
enzymatic activity of the total amount of invertase used for the
adsorption, measured at pH 4.5.
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TABLE I

Invertase Adsorption on Ion Exchange Amberlite Resine=

" Overall yield of adsorbed enzymatic activity was measured in a 10% aucrSe
solution, sodium acetate buffer, O.OIM; 22°C; contact period 12 hr (.·C); 2 ml
of a 1.5 mg/ml solution per g of resin.

Yield of
Amberlite Adsorption adsorbed enzy-

resin Functional pH matie activity
denomination group used (%)

IR 120 sulfonic " 21
IRC so carboxylic " 28

IRA 410 quaternary ;j 13
amine

IR 45 tertiary 5 20

amine

200 sulfonic 4 32
IRA 900 quaternary 5 53

amine
IRA 93 tertiary I) 50

amine

Resin
type

The important factor is the yield of enzymatic activity conserved
on the resin and not the invertase adsorption yield. The former is
the product of two ratios:

Macroý
ticular

Gel

enzymatic activity of
quantity of adsorbed invertase adsorbed invertase

quantity of used invertase X enzymatic activity of the same
frre quantity of invertase

Results obtained wit h thr- different supports are shown in Table I.
During adsorption each rosin had an opposite electric charge to that
of the invertase but IRC so resin, which is weakly acidic, is not
charged at pH 4 because its pK is equal to 6.1. The pK values
of the weakly basic resins (IR 4.'), IRA 9:3), are greater than 7, so
they are positively charged at pH :i.

The results show that an important fraction of the enzymatic
activity (l(}-.50%) was adsorbed on the resins. The yield of ad-
sorbed enzyme activity on the IRC.')() resin (28%) shows that adsorp-
tion is not only due to thr- attraction between opposed electrostatic
charges.

Table I also shows that rnaerorcticular resins have a greater yield
of enzymatic activity than "gel" type resins. This difference is
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10

enzymatic Ktivity

Iymole ". mn-Il

o

ý_o " " " "
.;;ý

" A-----. ---- I --I-----A Ag.-in

200

100

100

Fil. 1. Act.ivities of maeroreticular Amberlite resin-invert.ue complues .. a

function of the quantity of invertaae uaed for adaorption. Activi_ are meas-

ured with 0.11 of resin in 50 ml of a 10% aueroee solution; O.OlM sodium acetate
buffer, pH 4; 22°C; Amberlite resin IRA 93 (0), IRA 900 (.), and 200 <.).

probably due to the porous structure of these resins, 80 that invertue
adsorption is higher,

The yield of invertase adsorption
quantity of adsorb.,d invertas£'

quantity of invertase used

was studied as a function of the invertase concentration used during
adsorption. Macroreticular Amberlite resins IRA 93, IRA 900
(cationic) and 200 (anionic) were used for this study, Adsorption
was performed with invertase solutions of increasing concentrations so
that the ratio mg invertase per g resin varied between 3 and 60.

After adsorption, the resin was washed as previously indicated,
The results show that about S:ýOý and H7Gý of invertase was desorbed
when adsorption assays were done with InA 900 and 200 resins,
respectively, and about 42% desorbed when assays were done with
IRA 93 resin, So the adsorption capacity of this last resin appears
to be higher,

After washing, the resin enzymatic activity was measured. Figure
1 shows this activity as a function of the ratio (mg invertase)/
(g resin),

The maximum activity was obtained with IRA 93 resin, for a ratio
(mg invertase) / (g resin) equal or greater than 40. With IRA 900
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pH 3 5.9 2.4 6.3 3 5.9 2.4 6.3 3 5.8 2.4 8.3

TABLE Il

Invertase Desorption as a Function of Molarity and pH; Temperature 2"loC·

200

0.1

IHA 900

0.1

Resin Amberlite type

IHA 93

Sodium ace-

tate buffer O. 1

molarity

pH dependence or the adsorbed invertase activity

The results, indicated in Figure 2, show a shift of the optimum
pH of the adsorbed enzyme in comparison to that of the free enzyme.

" CouerYation of activity is evaluated by compariaon with activity lIleIIIIUNd
before desorption.

Properties of Adsorbed I TI uertase

Batch sucrose hydrolysis experiments were done in order to study
the properties of the different invertase-resin complexes.

Activity
remainin, 85 85 55 43 90 84 73 63 92 Q3 75 61

on the resin
(%)

Stability or invertase adsorption as a runction or ionic strength
and pH

First the adsorbed e-nzyme act ivit ios on IRA 9:3, IHA 900, and 200
resins were verified to be constant after a further washing in O.OlM
sodium acetate buffer at pH 4. Then desorption of adsorbed invert-
ase from macroreticular resins was measured as a function of the
molarity and pH of washing solutions.

Table II shows the enzymat ie activities remaining after washing.
The washing was continued until desorption er-ased, as measured by
adsorbance at 275 nm. These results show that protein desorption
from an ionic support is significant . Similar observations were made
by Lilly et al.12 However dr-sorpt ion s('('m('d to hl' more dependent
on salt concentration than on pH.

and 200 resins the maximum activities were obtained at ratios 8 and
5, respectively.
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Relatiw enzymetic activity

pH
5

-.

\"

32

o

25

75

Fig. 2. pH dependence curves for different Amberlite resins-invertase com-
plexes. Sodium acetate buffer O.OIM; pH adjusted either with sodium hydroxide
or with hydrochloric acid solutions; 22°C. Free invertase] 0). Invertase-resins
complexes: IRA 93 (+), IHA 900 (Â), IH.A 4.'1 (e), IRA 410 (.), 200 (0),
IRA 50 (6), IHA 120 (0).

Similar results wen' already obtained by Katchalski et a1.13 and Suzuki
et aP This shift may be due to a pH differr-nco between the solution
and the close proximity of the resins.

Figure 2 also shows that optimum pH's of cationic resin-invertase
complexes arc shifted toward more basic pH 's (0.5 to 1 unit); on the
other hand, the pH optimum of anionic resin-invertase complexes is
shifted towards a more acidic pH (0 . .1 to 1.5 units).

This phenomenon is well known. Goldstein ct a1.14 have shown that
it is due to a different distribution of hydrogen and hydroxyl ions be-
tween the "ionic phase" (on which the enzyme is immobilized) and
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the external solution. This phenomenon is also responsible for the
modifications of the pH dependence curves. Thus, if the pH of an
ionic support cannot be measured directly it can be deduced by com-
paring the pH optima of the frer- and fixed enzymes,

The influence of buffer molarity on the optimum pH shift of the
IRA 93 resin-invertase complex was also investigated. Figure 3
shows that there is no shift attenuation with increasing buffer molar-
ity. Such an attenuation has lx-r-n noticed by Goldstein pt al.14 using
an ethylene-rnaleic acid copolvmt-r-t rypsin complex. In t his case, the
synthetic substrate distribution betwee-n t hr- insoluble phase and the
solution is a function of t hr- ionic st rr-ngth. Goldstein pt al." used
the ion distribution law of Xl axwr-ll-Holtzrnann in order to explain
this phenornenon. In our expe-riments, sucrose and the reaction
products have no electric charges Fi gu n' :ý also indicates the exist-
ence of an optimal molarity of the sodium acetate buffer (O. lM) for
the enzymatic activity. This phenornenon is not explained, but it
should be noted that under th!' present experimental conditions
(reaction time, 6 min) desorption is negligible: otherwise a change in
the optimum pH would be observed. Moreover, enzymatic activity
of free invertase at pH 4-.') was shown to decrease by 1 il% and 22%

Relative enzymatic activity

100

10

PMOýý------------ý----------ý----------ý ..

Fia.3. Inluence of buffer molarity on the pH activity curve of the IRA ta

resÏD-ÏDvertue eomplex. Sodium acetate buffer O.OIM (0), O.IM (., Il

(Â): 22°C.
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when buffer molarity was raised (rom O.OIM to O.IM and 1M, re-
spectively.

Inftuence of temperature on the adsorbed invertase actint,

The inftuence of temperature on the enzymatic activity of the IRA
93 resin-invertase complex was studied in O.OlM pH 4 sodium acetate
buffer-60% sucrose solution. Preliminary experimenta showed neg-
ligible acid hydroslyis of sucrose at this pH compared with the
enzymatic hydrolysis (about IS;).

The results an' shown in Fi gu n' 4. An optimum activity tempera-
ture shift of about 100e and a modification of thr- temperature de-
pendence curve worr: observed. I mrnobilized ensyrnatic activity is
less thermoactivated than frp(' «nzvmat.ie activity The immobiliza-
tion procedure could provoke> a diminution of the relative thermal
agitations (invertase-sucrose). I n the descending part of the curve,
the adsorbed enzymatic activity seems to be more thermosensitive
than free enzymatic activity. But high temperatures could result in
invertase desorption.

In order to verify if the shift in the optimum activity temperature
is connected to an increase in thermal stability, the IRA 93 resin-
invertase complex was incubated at different temperatures for 8 hr in

Relative enzymatic Ktivlty

\

10 10

Fil. 4. Temperature in8uence on the enzymatic activity of IRA 83 reeiD-

invertue eomplu. Sucrose concentration 60%; 22°C. Free innrtue: (0);
0.01.11, pB 4.6 eodium acetate buffer. Adsorbed invertaae: (A); O.OlM. pB 4.6
sodium acetate buffer.
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Hours

4o

+

Fia. 5. I>e.orption of invertue adaorbed on IRA 93 raiD AB & funcÛOD of both
time and temperature. O.OIM, pH 4 sodium acetate bufFer. Temperat.una:
300e (0), 35°e (.), -tO°e (0), 45°C (e), 50°C (+).

O.OlM pH .. sodium acetate buffer. It is known that the covalent
fixation of enzymes on an insoluble' support can result in stabilization
against thermal denaturation. ý After incubation, the resin was
filtered and its activity measured: Figure ii shows that the adsorbed
activity seems to be stable at 30°C for 8 hr .. At higher temperatures
loss of activity was observed. This activity decreases linearly with
time and increases with temperature: thus inactivation was nearly
complete after S hr at .')O°C. Br-cause of the thermal stability of
free invertase under such conditions,' higher tr-rnperatures probably
result in invertase dr-sorpt.ion from t hr- resin. Further incubation in
the same buffer at :ýO°C, for S days did not decrease enzymatic activity
of the IRA 93 ri-sin-invertase complex. This temperature was
chosen for th!' «xpcrimonts with th!' continuous tubular reactor
(see below).

Influence of the initial sucrose eoncentration on the adeorbed
invertase enzymatic activity

The initial velocity of sucrose hydrolysis was determined as a

function of the initial sucrose concentration in a volume of 50 ml with
0.5 g enzymatically active resin at 30°C. A shift in optimum activity
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of the immobilized enzyme (1.')% sucrose, w Iv) compared to that of
the free invertase (10% sucrose, w/v) was observed. At larger
sucrose concentrations the relative enzymatic activity of the adsorbed
invertase was more sucrose dependent than that of free invertase.
This may be due to a decrease of the sucrose concentration at the
resin surface because of the localized enzymatic activity. The 8Ub-

strate cannot be renewed immediately, therefore, the existence of a
stationary layer could significantly influence sucrose transfer at the
enzymatically active support.

Reaction kinetics

As Figure 6 shows, suc rose hydrolvsis with adsorbed invertase was
first order with respect to substrate concentration. Adsorption does
not SP('m to change thr- hydrolysis kineties.' This compares favorably
with observations bv Vieth t-t al. ;10 sucrose hydrolysis with invertase
fixed on collagen was also first order. Figure {) also shows that the
straight lines obtained «xpcrimcntally do not pass through the origin:
a lag period is necessary in order to start the reaction. This period
increases with the substrate concentration. Access of sucrose to the
active site of the adsorbed enzyme becomes more difficult with in-
creasing viscosity of t hr- solution.

Continuous Hudrolusis ill a Tubular Reactor

In the system used invertase was immobilized by adsorption on
the IRA 93 Amborlit« resin, which was then placed in a tubular
reactor. The substrate solution was continuously fr-d in by means
of a peristaltic pump. This system was initially used by Bar Eli and
Katchalski'" and Lilly pt al." Sucrose hydrolysis in dilute solutions
with immobilized invertase has been studied by Monsan.'! More
recently Gellf et al.!? have studied, with tho help of numerical
analysis, the variations of t hr- apparent kinetic constants of an im-
mobilized enzyme in this tvpe of reactor.

Continuous hydrolysis

With a mass balance performed on an element of the reactor and
integrated over the whole volume it is possible to relate mathe-
matically the ratio of hydrolysis and the residence time of the solu-
tion in the reactor. For a first order reaction, the calculation gives
the following relationship :20

1In-- = K8
1 - x
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ln (1-X)

minute.

50

-1

-2

-3

o

Ratio of hydrolysis

0.1
0.2
0.3
0.4
o.a

o.a

0.7

O.,

O.,

O ."

Fig. 6. Kinetics of sucrose hydrolysis by the IRA 93 resin-invertase complex.
Quantity of resin used 1 g; reaction volume 50 ml; O.OlM, pH" sodium acetate
buffer; aooC. Sucrose concentration 10%, mg invertase/g resin - 5: (Â).
Sucroee conoentration 30%, mg invertase/g resin -= 10: (0). Sueroee concen-
tration 50%. mg invertase/g resin = 20: <.).

where (J = residence time of the solution in the reactor and x = ratio
of hydrolysis.

Two series of experiments were performed, at two different ensyme
concentrations.

In the first series, the quantity of invertase used for the adsorp-
tion procedure was 3 mg per g of resin, and the sucrose concentra-
tions used for continuous hydrolysis were 10% and 20%. In the
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Ratio of hydrolysis

second series, 40 mg of invertase per g of resin were used for the
adsorption procedure, and the sucrose concentrations used for con-
tinuous hydrolysis were 40% and 50%. In both cases, ratios of
hydrolysis at the reactor outlet were measured as a function of the
residence time.

The following two observations can be made.
1) The curves do not pass through the axis origin (Figs. 7 and 8):

there is therefore a lower limit of residence time of the solution in the
reactor under which the enzymatic activity would be zero. This
lower limit appears to increase with the sucrose concentration.
These results correspond to the lag periods observed with batch
hydrolysis (see above).

2) Figure 8 shows that the variation of In [1/(1 - x») as a function
of residence time is nonlinear. The slopes of the curves are greater

Fig.7. Continuous hydrolysis of sucrose solutions by IRA 93 reain-invertue
complex packed in a tubular reactor; ratio of hydrolysis variation u

ý
function

of the residence time. 0.01 AI, pH 4 sodium acetate buffer; lO°e. mglnvert.&8e/
I resin .. 3, sucrose concentration: 10% (e) and 20% (A)· ml invertue/

I resin .. 40, sucrose concentration: 40<>'0 (0) and 50% (6).
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Fig. 8. Continuous hydrolysis of sucrose solutions by I HA 93 resin-invertase
complex packed in a tubular reactor; plotting of In (l - z) &II a function of the
residence time (r is ratio of hydrolysis). The plotted values are from FÎI. 7.
O.OIM, pH 4 sodium aeet ate buffer; ;!OOC. mg invert ase/g resin = 3, sucrose
concentration 10% (e) and 20':( (.). mg invertnsl'/g resin = 40, sucrose con-
centration 40% (0) and ;'lO':; (t:.).
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for short residence times (high flow ratr-s) than they are for long
residence times (low flow rates). This phenomonon is probably
dependent on the catalysis typo which is, in this case, heterogeneous:
sucrose mass transfer to the enzyme would be mon' efficient at high
flow rates than at low flow rates.

The explanation of this phr-nornonon is complex and related to the
effects of convection, diffusion, and react ion phr-nomcna at the' sup-
port surface. It is most probable that the l'fIp<"ts of each of these
factors upon the overall reaction i:-; Il function of tho circulation feature
of the solution in the reactor. This f('utun' is in fact related to the
solution viscosity and its iutr-rstit ial speed clos« to tl)!' r-nsymatically
active support. Similar studies hav« br-r-n performed by Kobayashi
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Continuous hydrolysis of an industrial sucrose solution

Continuous hydrolysis of an industrial sucrose solution from "La
Générale Sucrière" (Xlarseille-France) reference "Sirop Clairce" was

Effluent volume"-tio of hydrolysIs
(0_0)

and Moo-Young" using dilute solutions (Michaelian kinetics). It
may be noted that sorne investigatorsv explain the same phenomenon
in terms of the influence of electrostatic ofîects on the kinetic modifi-
cations of immobilized enzymos.

Extended use of the tubular reactor

Continuous hydrolysis of a .ýO% (w/v) sucrose solution was carried
out over a long period of time. The invertase quantity used for
adsorption was 40 mg per ý of resin, Th" packed bed of the column
was made of 6 g or rosin. The Row rate of the .ýO% sucrose solution
(O.OlM pH 4, sodium acetate buffer) was I ml/min.

Figure 9 shows thr- volume of solution obtained as a function of
time and the ratio of hydrolysis of this solution. At steady state,
this ratio remained constant and l'quai to 76% for 190 hr, showing
that desorption of invertase activity was only very slow or absent
during this experirncnt.

FiI.9. Continuous hydrolYllis of suerSe IIOlution by IRA 93 reain·invertue
packed in a tubular reactor; ratio of hydrolysis and efluent volume .. a functioD
of time. O.OlM, pB " sodium acetate buffer; IIUcroee concentration 50%; 3O·C.

The packed bed is made of 6 I IRA 93 resin on which ý me innrtue w ..

adeorbed. Flow rate: 1 ml/min. Ratios of hydrolysis (0), volume 01 eftluent
(e).



ADSORBED INVERTASE TUBULAR REACTOR

performed. The invertase quantity used for the adsorption procedure
was 40 mg per g of resin, the packed bed was made of 6 g of resin.
Once a steady state was reached, the ratio of hydrolysis remained
constant throughout the time periods chosen. These results are
summarized in Table III.

TABLE III

Continuous Hydrolysis of Industriel Sucrose Solutions at 30°C·

Ratioe of
Concentra. pH hydrolysis at Extent of
tion (w/v) adjusted steady state Flow rate uae

(%) with H,sO. and at 30°C (ml/min) (da)'8)

50 4 73 1 8
50 3 80 1 7

80 4 25 0 . .5 8

80 3 29 0.5 "
80 3 35 0.33 2

" Tbe original solution is a "Clairee" syrup from "La Génýrale Sueriëre:'
87% (w/v), pH 7.7.

The latter shows that this immobilization procedure, involving
adsorption of invertase on an Arnberlite resin, IRA 93, may have
interesting applications. The procedure has been patented."

Continuous hydrolysis of a sucrose solution in a stirred tank reactor
closed by an ultrafiltration membrane was reported in a previous
study.' The membrane selectively retained invertase molecules,
while the substrate and reaction products passed through. Twenty
milligrarns of invertase were allowed to hydrolyze 21 kg of sucrose
in 120 hr, the ratio of hvdrolysis being 9Oý, and the reaction volume
50 ml. In the present study 240 mg of invertase were allowed to
hydrolyze 5.7 kg of sucrose in the same length of time, and the ratio
of hydrolysis was 76%. The reaction volume was 16 ml.

It is possible to compare these results on the basis of the reaction
volume, which may be chosen as a reference if enzymatic activity is
assumed to be constant with time. Taking into account the first
order kinetics of the reaction, the calculation shows that the nearer
the ratio of hydrolysis is to one, the more efficient is the tubular flow
reactor as compared to the stirred reactor."

This study bu been supported in part by the Délégation Générale lia Recherche
Scientifique et Technique, Paris (contract no. 72.7.0851).
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2.1.1.2 - ESSAIS AVEC UNE INVERTASE POUR USAGES INDUSTRIELS

Compte tenu du prix élevé des enzymes purifiées, un sys-
tème tel que le précédent (enzyme adsorbée) s'avère peu compétitif par rapport à

un procédé d'hydrolyse enzymatique discontinu à l'aide d'une préparation d'inver-
tase à usages industriels (enzyme en solution, non réutilisée). C'est la raison
pour laquelle nous avons réalisé un réacteur à enzyme adsorbée avec de l'inver-
tase non purifiée, La Fermvertase XX dont le prix est environ 100 fois moins
élevé. (Contrat ANVAR nO 74.1760.00)·

(.) Ce travail a ét' réalisé avec la collaboration de Herv' Crétin.



INTRODUCTION

L'hydrolyse du saccharose par une solution d'invertase industrielle
(Fermverý.::se xx) a été étudiée dans un réacteur tubulaire où l'enzyme
est adsorbée ýIJr une résine échangeuse d' ions, système qui permet une
hydrolyse continue du substrat par une quantité fixe et continuellement
réutilisée d'enzyme immobilisée. Cette étude fait suite à un travail
similaire effectué avec une enzyme purifiée pour usage biochimique et
qui avait donné des résultats satisfaisants quant au rendement d'activité
enzymatique et à la stabilité de cette activité dans un mýme réacteur
lors d'une utilisation continue pendant une période prolongée de temps
(BOUDRANT er D-£FTEL. 1975).



tM TERIEL5 ET t.£THORS

Réactifs

la préparation industrielle d'invertase "Fermvertase XX" pru.:"Ïent

de Sempa Chimie.
le saccharose "pour usages biochimiques" provient de Merck (Darmstadt}.
les expériences continues d'hydrolyse ont été faites avec du sucre

raffiné Saint-Louis pure canne provenant de la Générale Sucrière (Paris).
L'acide dinitro-3,5 salicylique pour synthèse provient de Merck

(Darmstadt) "

la résine échangeuse d'ions Amberlite IRA 93 provient de Rohm and
Haas (Philadelphia, USA). C'est une résine de type macroréticulé dont les

o
poreý ont un diamètre moyen do 1300 A.

Appareillage :

les expériences discontinues avec l'enzyme soluble et adsorbée ont
été faites dans un réacteur à double enveloppe Radiometer (50 ml).
l'agitation y est faite à l'aide d'un barreau magnétique recouvert de teflon.

lors des expériences avec invertase adsorbée sur la résine, l'agit5tion est

telle qUE la répartition du catalyseur pEut être considérée comme homogène.
les hydrolyses continuos de solutions de saccharose avec rétention

d'enzyme fixýe sur support insoluble ont été faites à l'aide o'un }'éacteur

tubulaire constitué par une colonne chromatographique Pharmacia (Uppsala),
type K S/30. Une double enveloppe a été ajoutée afin do pouvoir effectuer
une régulatiofl de températuro. Le lit fixe de la colonne est constitu8 avec
6 grammes de résifle Amberlite IRA 93 sur laquelle l'enzyme est adsorbée.

Une pompe péristaltique Sigmamotor permet de faire varier le débit
-1des solutions de saccharose entre 3 et 0,7 ml.mn ce qui correspond à une

variation du temps de résidence de 0,15 à 2 minutes.
le taux d'hydrolyse 8St évýlué ô lu sortie de la colonne. Cans le

cas d'expériences de courte durée la r'I'ý.,ur8 est faite après avoir iJ t t e i nt
l'e'f-at s t t i

. l"'r 'I ent -r., la sor-t i,e de 100 ml de sril ut i.on_ ý é-l lOnno\1.}"£! gEne a.!. (ýrr.,ýr L ::!p. L " ý ý.,

ce qui corresponý à environ 13 vGlumýý rC3ctionnels).
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Méthodes analytiques

L'hydrolyse du saccharose est faite dans un tampon acétate de
sodium 0,01 M.

L'hydrolyse est suivie par le dosage des groupements réducteurs
libérés (FISCHER et KOTHES, 1951).

Pour les études cinétiqués, l'hydrolyse est arrêtée par addition
de ·soude 0,01 N et refroidissement à DoC. Afin d'exprimer l'activité
enzymatique En tant que vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose
(micromLJes de saccharose hydrolysées par minute et dans les conditions
expérimentalý5 adoptées: pH 4,5, 30°C, concentration en saccharose 10 ý)
la courbe de dét..ut d'hydrolyse a été tracée et la valeur de la pente à

l'origine déterminé2..

Afin d'évaluer lý quantité d'invertase présente dans certains tampons
de lavage la densité optique a été mesurée à 280 nm.

Méthode d'adsorption

Les résines sont préalablement lavées avec de l'eau distillée et

équilibrées dans un tampon acétate 0,01 M pH 5. Après filtratiun les

résines sont séchées sous vide (17.5 mm Hg) et mise en contact avec une
solution d'invertase dans le même tampon (2 ml par gramme de résine).
[adsorption est effectuée pendant 12 heures à 4°C sous la même pression.
Les résines sont alors lavées avec le mGme tampon acétate (20 ml par
gramme de résine agités à 20°C pendant 30 minutes). Le lavage est continué
jusqu'à ce que l'adsorption à 280 nm soit nulle.

Dénombrement de microorganismes

Le nombre des microorganismes totaux présent dans les solutions
de saccharose hydrolysées ou non a été détorminé à l'aide de la méthode
des dilutions successives en utilisant les tables statistiques de Mac Crady.
Le milieu de dilution est une solution d'extrait de levure (0,5 ý), de

glucose (0,5 ý), de protéase peptone (0,1 ý),de chlorure de sodium (0,1 ý),
de carbonate de calcium (0,01 ý) à pH 6,8.

Des numérations de levures et de moisissures ont été réalisées par
étalement suivant la méthode préconisée pac HAflRICAN et McrANR (1966). Les
évaluations ont été faites à l'aido de dilutions successives dans du tampun
phosphate de sodium 0,01 M pH 7 et étalement immédiat sur des boites ýe Pýl!'i



contenant un milieu extrait de malt 3 ý. peptone 0,5 ý. gélose 1,5 ý.

pH 5,4.
Les tubes et boites de Petri sont mis à incuber à 3?OC pendant

40 heures.
L'observation microscopique a permis de différencier bactéries,

levures et moisissures.

l
t
I
,
I

I
!



RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. Etude préal able de la Fermvf'rt(ýse XX en solution

Des expériences d'hydrolyse discontinues de saccharose ont ét8
faites afin de caractériser la préparation d'invertase utilisée.

L'activlýé enzymatique de la solution est de 6250 unités par millilitre,
l'unité d'activité enzymatique étant la quantité d'enzyme nécessaire pour
hydrolyser une micromole de saccharose par minute à 30De, pH 4,5 à une
concentration de sacchc.i-os e de 10 ojo (plv).

Une zone de pH optimum de a,5 - 5 est observée (cf. figure 3).

La stabil ité thermique de l'invertase a été étudiée : il n' y a pas
de perte d'activité après huit heures d'incubation dans le tampon acétate
de sodium 0,01 M pH 4,5 à 40DC et 50De.

La vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose a été déterminée en

fonction de la concentration initiale en saccharose (tampon acétate de

sodium 0,01 M, pH 4,5, 30De). Un m3ximum de vitesse de réaction est

observé vers 10 % de saccharose (plv) ce qui correspondrait à la saturation
de l'enzyme. Au delà de 15 % (plv) de saccharose, la vitesse initiale

(ý.)
d'hydrolyse décroît : pour une concentration de 60 ý ýlle n'est plus que
le tiers de l'activité maximum.

Il a été vérifié que la cinétique d'hydrolyse du saccharose à des

concentrations de 50 et 70 % (plv) suit approximativement une cinétique
de premier ordre par rapport à la concentration en substrat. Ceci rejoint
les observations précédemment faites (BOUDHANT et D-lEFTEL, 1973).

II. Rendement d'activité enzymatique adsorbée

Ainsi qu'il a été fait pr-écédemment (OOUDrJANT et O1EFTEL, 1975)

l'adsorption de l'enzyme est réalisés pendant 12 heures b aoc sous un vide
de 17,5 mm de mercure, l'enzyme ýtunt dissoute dans un tampon acétate 0,01 M

pH 5.

Le rendement glGýal d'activité enzymDtjque adsorbé a été dýtermjné ýn

calculant le pour-cent eqe de l'activité enzyrna t Lque immobilisée sur la résine,



Fig. , - Influence du rapport ml Fermvertase XX sur l'activité de la
9 Résine

résine IRA 93. Solution de saccharose 10 %, tampon acétate de sodium 0,01M,
pH 3, 30De.
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Fig. 2 - Influence du rapport ml Fermvertase XX sur le rendement d'activité
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de la résinp IRA 93. Solution de saccharosp 10 %, tampon acétate de sodium
0,01 M, pH 3, 30De.
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mesurée à son pH optimum, par rapport à l'activité enzymatique mesurée
à pH 4,5 de la totalité de l'invertase utilisée lors d8 l'adsorption. Lors
de cette expérience la quantité d'invertase mise en contact avec la résine
est de 0,2 millilitre par gramme de résine séche (complété à 2 ml avec
du tampon) et l'activité mesurée aVEC 1,5 gremme de résine humide (1,5 gram-
me de résine humide correspond ti 0,7 gramme de résine séche).

Dans ces condit ions le rendement global d'activité a été trouvé égal

à 36 ý, ce qui montre qu'une proportion importante de l'activité enzymatique
est retrouvée sur la résine.

L'activité enzymatique de la résine a été mesurée, et le rendement
d'activité calculé en fonction du rapport ml d'invertase/g de résine séche
(figures 1 et 2). L'activité maximum est obtenue pour une valeur de ce

rappor't égale ou supérieure à 0,3. L'activité enzyma cIque est alors de

600 unités par gramme de résine séche.

III. PropriCt6s de l'invertase adsorbée

Oas expériences d'hydrolyse discontinues ont été faites afin d'étudier
les propriétés du complexe invertase-résine IRA 93.

La désorption de l'activité enzymatique a été étudiée en fonction
de la molarité du tampon de lavage utilisé. Il reste respectivement 100 ý,

90 ý et 84 ý de l'activité lorsýuc les molarités du tampon sont respective-
ment de 0.01 M, 0.05 M et 0,1 M. La précédente étude (SOUDRANT et D-IEFTEL.

1975) 8Yùnt montré le peu d'influence de la variation du pH sur la désorption
celle-ci n'a pas été étudiée.

La figure 3 indique l'influence du pH sur l'activité de l'enzyme
udsorbée : il y a un déplacement du pH optimum de l'enzyme adsorbée (pH - 3)

pur rapport au pH optimum de l'enzyme libre (pH = 4,5) : ce phénomène est

dû à une distribution in6gale dea ions hydroý8nes et hydroxyles entre la
"phes e ionique" où l'enzyme est immobilisée et la solution extérieure

( GOLDSTE IN et a L, , 1964).
La température optimale d'orý)'ation d'un ré3cteur tubulairë3 où

l'enzyme est r-etenue est. vis à vis de l'activité enzymat Lque , le temo8!"atuný

la plu3 él8výg possihle ne provoquant aucune perte d'activité enzymatique.
La s.t cru l Lt é

GU complexe a été étudiée dans le t amocn acétate de sodium 0,01 M,

pY 4,5. La figure 4 montre qu'il n'y a oas de perte d'activité enzymatique
eprès 7 heures d'incubation de lél résine à L!ne température inférieure ou



Fig 5. - Cinétique de réaction de l'hydrolyse du saccharose par de
la Fermvertase ýx adsorbée sur la résine IRA 93.
ýUdhLite de résine utilisée 3 g de résine sèche, adsorption avec 1 ml
de Fermvertase XX, volume réactionnel 50 ml, solution de saccharose à

70 ý (plv) dans du tampon acétate de sodium 0,01M pH 4, 30DC.
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Fig. 6 - Cinétique de réaction de l'hydrolyse du saccharose par

la Fermvertase adsorbée sur la résine IRA 93. Repressentation semi-

logarithmique de la courbe tracée sur la figure 5.



égale à 30°C. Par contre une baisse d'activité est observén à 400C et à 50cC.
Ceci rejoint les résultats précédents (aOUDRANT et CHEFTEL, 1975) où il
avait été montré que cette baisse d'activité était dû à une désorption et
non à une inactivation.

La vitesse initiale d'hydrolyse du saccharose a été dýlerminée en
fonction de la concentration initiale en saccharose: ur optimum d'activité

(ýJ v»
est observé pour une concentration de l'ordre de 20 % ýt à 70 Ofo

l'activité
est 15 moitié de l'activité maximale.

Cofll:1'!8 le montre la figure 5 des taux d' hydrolyse d' uno solution de
saccharose à 70 ý proche de l'unité peuvent ýtre obtenus si le temps de
réaction est suf ri.sant , La figure 6 montre que la cinétique de la récction
d'hydrolyse du sûccnarose par de l'invertase adsorbée suit une cinétique
de premier ordre par r. ..'ýport à la concentration en substrat. Il n'y a donc
pas de modification de la cinétique do réaction si ce n'est le temps de
latence nécessaire observé sur ces doux figures, pour que la reaction S8

fasse.

IV. Hydrolyses continues en réacteur tubulaire

Dans le système utilisé la Ferrnvertase XX ost retenue pur adsorption
sur de la résine Amberlite IRA 93 contenue dans un réacteur tubulaire. La
solution de substrat est introduite de façon continue à l'aide d'une pompe
péristaltiquE.

Plusieurs séries d'expériences ont été faites et ceci dans des

conditions différentes de concentration en sacch.3rose, de pH et de ternpC:r:lture.

Dans chacune de ces expériences 18 quantité d' Lnver-tnce ut i LLaée lors
de l'adsorption était de 0,3 ml de "Fermvertase XX" (valour qui correspund
à la quantit{> de préparation enzymatique la plus füible pour avoir le
maximum d'activité enzymatique adsorbp.p.) complétýe À 2 ml avec du tampon
acétate de sodium 0,01 M pH 5 par gramrne de résl.n8 séche. La quantité cie

résine introduite dans la colonne correspond à 6 grammes de résine sècho.

Le volume total de la colonne cnzymat Lquemcnt act Lvo est égal à 19 1111.

Le volume mort de la colonne dýtermind à l'aide d'une soluLinn dp Blue
Dextran 2000 est de B,5 ml.

Le débit réglé à l' a i.de d I une ponpe pérLs tc.I tique varie entre 30 rnlj,"1r:l

et 0,6 m1/m", co qui correspond à un t e.nps de rÉ:süJence var Lunt entrr. U,35 n.n

et 17,5 mn.



Fig. 7 - Représentation logarithmique de la variation du taux d'hydrolyse

à la sortie du réacteur en fonction du temps de résidence de la solution
dans le réacteur. Solution de saccharose 70 ý (plv), pH 4, 22°C.

Le lit fixe du réacteur tubulaire est constitué par 6 9 de résines sèches
et l'adsorption a été faite avec 2 ml de Fermvertase XX.
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Expériences préliminaires

Afin de mesurer l'influence du temps de résidence de la solution sur
le taux d'hydrolyse à la sortie du réacteur une première série d'expériences
a été faite avec une solution de saccharose de concentration 70 ý (plv) pH 4

à 22°C. La figure 7 montre les variations du taux d'hydrolyse en fonction
du temps de résidence: des taux d'hydrolyse proche de l'unité peuvent ýtre
obtenus.

La figure 7 montre que la var-Lo+Lon du log (1-x) ne varie pas linéaire-
ment avec le temps de résidence, ce qui devrait ýtre le cas puisque la

cinétique d'h;drolyse est de premier ordre ýý rapport à la concentration
en substrat : ce phénomène résulte très probablEment de la nature hétérogène
de la catalyse. L'observation de ces deux dernières figures montre également
que ces courbes ne passent pas par l'origine: ce type de catalyse implique
un temps de latence avant que la réaction d'hydrolyse démarre.

utilisation prolongée du réacteur tubulaire

Des hydrolyses continýes de longue durée (1 mois) ont été réalisées
dans ce réacteur et ceci dans des conditions différentes de concentrations

en saccharose, de pH et de température afin de mesurer l'influence de ces

divers facteurs sur la stabilité du réacteur. Les conditions de réalisations

du réacteur sont identiques (0,3 ml de Fermvertase XX par gramme de résine

sèche, et le lit fixe con3itué par 6 grammes de résine sèche).

Les résultats sont indiqués sur le tableau I. Les taux d'hydrolyse

en sortie de réacteur sont restés constants pour chacun des réacteurs pendant
toute la durée des expériences (1 mois). Ceci montre que l'activité enzymati-

que n'est pas ou pratiquement pas désorbée pendant cette période d8 temp3.

Signalons que les expériences ont alors été arrýtées mais qu'elles auraient

pu être continuées. Les résultats montrent également que le nombre de

microorganismes dens les éluats est d'autant plus important que le pH est

plus proche de la n8utralité et que la concentration en saccharose est faible.
Il semble cependant que la croissance se fasse surtout dans les premiers jours
de fonctionnement et que la période de stabilisation est atteinte au bout de

10 jours.
Par contre le nombre de microorganismes (identifiýcomýe des levures

et moisissures eprès examen microscopique) semble ýtre plus sensible à une
variation de concentration de la solution de saccharose qu'à une vGriation

de pH : remarquons également qu'il ne semble pas y avoir de phénomènes de
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croissance exagerée de microorganismes dans le réacteur (un millilitre
d'eau potable contient généralement jusqu'à 104 microorganismes par
millilitre) "

L'ensemble de ces résultats montrent les stabilités de l'activité
enzymatique et microbiologique d'un tel réacteur.

Compte tenu du rendement d'activité enzymatique qui a été trouvé
égal à 40 ý, il semble que ce système pourrait ýtre intéressant pour
l'hydr'olyse industrielle de solutions de saccharose concentrées.
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2.1.2 - ESSAIS D'APPLICATIONS A
D'AUTRES REACTIONS
D'INTERET INDUSTRIEL

Deux autres rêactions enzymatiques d'int!rlt industriel.
l'hydrolyse de pectines d'une part et hydrolyse de protéines d'autre part, ont
été étudiées dans un réacteur tubulaire à enzyme adsorbée sur une résine échan-
geuse d'ions.

2.1.2.1 - ESSAIS D'ADSORPTION DE PECTINASES

L'adsorption de préparations enzymatiques pectinolytiques
a été étudiée dans le but de réaliser un réacteur pour la clarification des jus
de fruit. On sait en effet que le traitement de certains jus par des enzymes
pectinolytiques permet de diminuer leur viscosité et d'améliorer leur filtration
(REED, 1966 - MARTEAU et al., 1963). Ces enzymes dégradent les pectines, poly-
mères de molécules d'acide galacturonique reliées par des liaisons a-1,4 et
partiellement estérifiées par le méthanol (PILNIK et VORAGEN, 1970).
La classification des pectinases généralement adoptée est celle proposée par
DEMAIN et PHAFF (1967). Ces auteurs distinguent:

- les pectine esterases, responsables de la déméthylation,

- les polygalacturonases, responsables de la coupure des liaisons
a-l,4. Les attaques se font soit au hasard (endo), soit en bout de chaîne
(exo), Les premières provoquent un abaissement rapide de la viscosité; les

secondes achèvent la dégradation de la chaîne polygalacturonique en acide
galacturonique,

- les transéliminases également responsables de la coupure de liai-

sons a-l,4 et qUI donnent des galacturonides méthylés ayant une liaison insaturée

entre les carbones 4 et S.

Aucune corrélation précise n'a pû être établie entre le phénomène de la clari-

fication des jus de fruit et l'activité spécifique de l'un ou l'autre de ces

types d'enzyme. Ainsi ENDO (1965) et YAMASAKI et al. (1967) ont montré· que la

conjugaison d'activités pectine estérase et endopolygalacturonase était néces-

saire pour la clarification, une seule de ces deux activités étant insuffisante.



15H11 et YOKOTSUKA (1971) ont d'autre part mis en évidence le rale de l'activité
transéliminase vis à vis de la clarification des jus de fruit.

/rbýrieZ et MAthodes

Les pr'par.tion. en.yaatique. indu.trt.l1 """" p.eti """""
RCIO, Re 20, RC X proviennent de Rapidase-Wallerstein. Deux préparations puri-
fiées provenant de Serlabo et Sigma (Réf. P. 4625) ont été utilisées.
La pectine "Ruban rouge 3 Gil provient de Unipectine (Paris).

Pour les mesures d'activité enzymatique, la méthode viscosi-
métrique, traduisant surtout une activité endo-polygalacturonique, a été retenue.
En effet on sait que cette activité est un facteur limitant de l'activité pec-
tine esterase (MARTEAU, 1963), et que l'activité exo-polygalacturonique se tra-
duit plus par une augmentation du pouvoir réducteur que par une baisse de visco-
sité. De plus il semble plus vraisemblable de relier un phénomène de clarifi-
cation de jus de fruit à une diminution de viscosité qu'à une augmentation du

pouvoir réducteur ou de densité optique à 235 nm (méthode de mesure de l'acti-
vité trans éliminase).
Les activités enzymatiques ont été mesurées par la baisse de viscosité (mesurée
à l'aide d'un viscosimètre à écoulement) relative d'une solution de pectine de

concentration I %(P/V) dans un tampon acétate de sodium 0,1 MpH 5 après des

temps de réaction de 5 minutes et 10 minutes. L'activité enzymatique des échan-

tillons est préalablement inactivée à la chaleur (2 minutes à 100°C). Il a été

vérifié que ce traitement ne modifiait pas la viscosité des solutions. L'unité

d'activité enzymatique est la quantité d'enzyme qui fait baisser de I % en une
P

minute la viscosité d'une solution de pectine de concentration 1% ( IV).

RýsuZtats et discussion

Les activités de diverses préparations enzymatiques, d'appli-

cation industrielle (les pectinases RC 10, RC 20 et RC X, la pectinase de Ser-

labo) ont été mesurées et comparées. (Tableau I). La pectinase Re 20, la plus

active a été retenue et certaines de ses caractéristiques déterminées.



- les résines Amberlite macroréticulées IRA 93 et 900, précédemment

Divers types de résines ont été essayés

Activité enzymatique
U/ma

Tableau
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Enzyme

llC to 4,1
RC 20 8,2

"
"

RC X 5,2
Serlabo 6,3
Sigma 7,1

Activité enzymatique des différentes préparations de pectinases utilisées. Les
activités ont été mesurées comme indiqué dans "Matériel et Méthodes".

La zone de pH optimum d'activité enzymatique est située
entre 4,9 et 5,1. Ceci correspond aux pectinases d'origine fongique dont la
zone de pH optimum est proche de celui des fruits (MUKHERVEE et MAJUMDAR, 1971).
Si la pectinase RC 20 est stable à 22°C, une incubation à des températures supé-
rieures provoque une inactivation thermique. Ainsi il reste 80 % et 60 % de
l'activité enzymatique initiale après un séjour de 4 heures à 30°C et 40°C.

utilisées,

- les résines Amber li te macroréticulées XAD 7 et XAD 9 uti lisées pour
la purification ou l'adsorption de protéines et d'enzymes (voir notice Amberlite,
Rohm and Haas),

- les résines Dudi te A 30 B et A 368 PR échangeuses d'anions moyennement
basiques dont la structure poreuse permet la fixation de matières organiques
(voir notice Dudite, Dia-prosim) et la résine Duolite S 30, à base de phénol et

de formaldéhyde. Cette dernière résine a déjà été utilisée pour la fixation
d'enzyme à l'aide de glutaraldéhyde (OLSON et STANLEY, 1973), ainsi que pour la

purification d'enzymes.



Ces rés ines ont e"" te"" lave""es d dl' ." .ans e eau d1.t11lée et 'qu1-
librées dans un tampon acétate de sodium 0,1 M pH 5. Aprês s'chage sous vide
l'adsorption de l'enzyme a été réalisée comme indiqué précédemment par imbibition
avec une solution d'enzyme dans le même tampon.

Certaines résines ont montré une bonne capacité d'adsorption.
Ainsi avec une quantité d'enzyme égale à 3 mg par gramme de résine XAD 7 et
XAD 9, les rendements d'adsorption sont égaux à 50 % et 40 %. Par contre les
rendements d'activité enzymatique ont été trouvés peu élevés et de l'ordre de
5 %. La liaison entre le support et l'enzyme est assez faible, en effet dans ces
deux cas la désorption est pratiquement totale après une première mesure à 40°C.
Si la désorption est plus faible à 22°C, celle-ci reste néanmoins élevée: 30 %

et 20 %, respectivement, de l'activité initiale de la résine restent présents
après quatre essais. Avec la résine S 30, le rendement d'activité est de 1,5 %

et la diminution d'activité est de 20 Ïo d'une mesure à la suivante (22°C).

Notons également qu'un excès d'enzyme n'améliore pas la qualité de l'adsorption.
Les autres résines n'ont pas donné de résultats intéressants.
Ces essais ne semblent pas corroborer ceux indiqués par DURAND (1973) : en effet
cet auteur a trouvé des rendements d'activité enzymatique de l'ordre de 25 % avec
les résines Amberlite IRA 904 et IRA 45 et de l'ordre de 75 7. avec les résines
Duolite S 30 et S 37 (pectinase Rapidase USK 5937). Notons cependant que dans ce

cas, les activités enzySatiques étaient mesurées à l'aide des sucres réducteurs
libérés.
A l'écart de la méthode d'adsorption proprement dite, l'utilisation de la résine
IRA 45 nous a suggéré d'appliquer la méthode de GLASSMEYER et OGLE (1971). Cette

résine possède des groupements NH2 libres et l'utilisation de glutaraldéhyde

permet de réaliser des liens covalents entre l'enzyme et le support. Les essais

ont été faits avec la préparation de pectinase purifiée provenant de Sigma

(7,1 U/mg). Aucune activité n'a été retrouvée sur cette résine. Ceci pourrait

être dû à une inactivation de l'enzyme par le glutaraldéhyde. En effet la pré-

paration enzymatique uti li sée perd 15 % et 55 % de son activi té après des

incubations de I et 4 jours respectivement dans une solution de glutaraldéhyde

de concentration 2 % (PlV). Un autre essai de fixation covalente sur verre

poreux a été fait, il sera signalé à la fin du paragraphe 2.2.2.3, Essai de

réalisation pratique d'un réacteur en lit fluidisé.
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Figure

Evolution du taux de conversion relatif d'une solution de pectine, dans un
réacteur tubulaire où de la pectinase est adsorbée sur les résines IRA 900
(0 - 0) , A 368 PR (. - .), S 30 (0 - 0) , IRA 93 (. - .) i

22°C, solution de pectine 1 % (PlV), tampon acétate de sodium 0,1 M, pH 5.



Des essais continus en réacteur tubulaire ont permis de
vérifier que l'agitation n'est pas la seule cause de la désorption. Ces essais
ont été réalisés à 22°C avec les résines IRA 93, IRA 900, A 368PR et S 30 sur
lesquelles ont iti adsorb'es ý m8 d'en.,.. par .r .... d. ra.iý". La 'i.u """
montre l'évolution du taux de conversion relatif, de la solution, mesuré en
sortie de colonne (et exprimé par rapport aux taux de conversion obtenu initia-
lement), le liquide circulant entre les mesures étant la solution tampon acétate
de sodium 0,1 M, pH 5. Après 200 heures d'utilisation, les taux de conversion
relatifs sont respectivement égaux à 18 z , 30 7., la % et 8 x " Ces expériences
ont été arrêtées après la jours de fonctionnement. Les allures décroissantes de
ces courbes ne semblent pas permettre de dire que l'activité reste stable après
une période de désorption, phénomène qui a été signalé par DURAND (1973). Avec
la résine S 37 (Duo I i t e ) cet auteur a en effet observé une baisse d'activité
pendant les 8 premiers jours d'utilisation puis une stabilisation. Signalons
que dans le cas de la résine IRA 900, l'activité est immédiatement et totalement
désorbée à 22°C dans une solution de chlorure de sodium 2N. Notons également que
des expériences continues effectuées à 4°C avec les résines Amberlite 200 (anio-

nique) et IRA 93 (cationique) ou avec un mélange des deux n'ont pas révélé
d'amélioration de la stabilité du réacteur enzymatique.

2.1.2.2 - ESSAIS D'ADSORPTION DE PROTEASES

La littérature indique divers essais d'immobilisation de

protéases par adsorption sur des supports insolubles. Ainsi la pepsine a été

adsorbée sur des particules métalliques traitées au stéarate de baryum (LANGMUIR
et SCHAEFFER, 1938), l'a-chymotrypsine sur kaolinite (Mc LAREN et ESTERMAN, 1956),

la peps ine sur DEA E -ce llulose et la trypsine sur carboxyméthyl-ce llu lose (MITZ

et SCHLUETER, 1959), la leucine aminopeptidase sur des gels de phosphate de

calcium (KOELSCH et al., 1970) et la papaïne sur verre poreux (MESSING, 1970). Si

des rendements d'activité assez élevés, de l'ordre de 70 % pour des substrats

de petits poids moléculaires (Mc LAREN et ESTERMAN, 1956 - KOELSCH et al., 1970)

et de l'ordre de 50 % pour des substrats de gros poids moléculaires (LANGMUIR et

SCHAEFFER, 1938) ont été observés, une désorption de l'activité enzymatique l'a

été également. Cette désorption serait induite soit par des variations de pH ou

de force ionique, soit par la présence de substances présentes dans la solution

de substrat.



Matýrrie Z et Mýthode8

Les essais ont été faits avec une préparation de protéases
extraites de Streptomyces griseus (Sigma) et les deux résines Amberlite IRA 93
et Duolite S 30.

Les activitýs en.,..tique. ont 't' ... ur' "" avee ýe la c "" 'iRe e ...." uý """ a.
en suivant la méthode précédemment décrite (voir paragraphe 1.1.2. Préparation
continue d'hydro1ysats protéiques à l'aide d'une protéase alcaline stabilisée
et retenue sous forme soluble). L'activité enzymatique de la préparation enzy-
matique a été trouvée égale à 360 U/mg"
Les méthodes d'adsorption étaient identiques à celles précédemment décrites
(voir paragraphe 2.1.2.1, Essais d'adsorption des pectinases) et les expériences
ont été faites à 22°C.

RýsuZtats et discussion

Avec une quantité d'enzyme égale à 3 mglg de résine les
rendements d'activité enzymatique ont été trouvés égaux à I % pour la résine
IRA 93 et à 0,5 % pour la résine S 30. La désorption a été trouvée plus impor-
tante que dans le cas de la pectinase. En effet la perte d'activité est de 50 %

entre chaque essai discontinu. Compte tenu de ces résultats et de ceux des

expériences continues obtenues avec les pectinases, les expériences n'ont pas

été poursuivis.
Egalement à l'écart de la méthode d'adsorption proprement dite la rétention de

l'enzyme sur la résine Duo1ite S 30 a été étudiée en suivant la méthode indiquée
par OLSON et STANLEY (1973). Ces auteurs avaient utilisé le glutaraldéhyde après
adsorption afin de maintenir l'enzyme sur la résine. Avec une quantité d'enzyme
de 7,5 mg par gramme de résine le rendement d'activité enzymatique a été trouvé
égal à 0,2 %. Ce rendement a été amélioré en réticulant l'enzyme en présence
d'une protéine enzymatiquement inactive, l'albumine: le rendement d'activité

était alors de 10 %, mais lors d'une deuxième utilisation celui-ci n'était plus

que de 2,5 % "

De la même façon que précédemment des essais de fixation par lien covalent sur

la résine IRA 45 ont été faits en suivant la méthode de GLASSMEYER et OGLE (1971)

Avec une quantité d'enzyme de 20 mg par gramme de résine, le rendeýent de fixa-

tion a été trouvé égal à 90 %, et les r endemen t s d'activité égaux à 37 % avec

le B AE E et à 4,5 % avec la caséine. Avec ce dernier substrat une utilisation

continue en réacteur tubulaire à 22°C indique une baisse d'activité de l'ordre

de 50 % en 48 heures.
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CONCLUSION

D'autres essais sont actuellement en cours au laboratoire,
notamment en ce qui concerne l·.d.orption d.amyl """"" De. r'.ult.t. pe.ttl'.
ont été obtenus tant en ce qui concerne l'activité de certaines enzymes une
fois adsorbées, vis à vis de l'amidon ou de substrats de plus petits poids molé-
culaires, qu'en ce qui concerne la stabilité de l'adsorption (BELLAL et al.,
1976).
L'ensemble de ces résultats montre que certaines enzymes se prêtent d'avantage
à une immobilisation par adsorption que d'autres. Il n'est pas possible de pré-
voir le succès ou l'insuccès de la méthode. Ceci dépend de la liaison physique
créée, c'est à dire de sa nature, de sa force et de sa réversibilité. S'il n'y

a pas de loi générale, il apparaît cependant, à la lueur de la littérature, que
certaines enzymes sont plus efficacement adsorbables que d'autres. Dans certains
cas des modifications moléculaires, afin de modifier la charge électrique des

molécules ont été proposées (SOLOMON et LEVIN, 1975). En ce qui concerne la

réversibilité de la liaison, certains cas d'irréversibilité de l'adsorption ont

été observés, notamment l'uréase sur kaolinite (SUNDARAM et CROOK, 1971) et la

lactate deshydrogénase sur nitrocellulose (THANG et al., 1971). Remarquons que

ce phénomène n'est pas un problème dans les cas où l'enzyme immobilisée est

encore active et où elle peut être utilisée en continue. Ceci n'est un problème
que lorsque se pose celui de la régénération et de la réutilisation du support.
Cet aspect particulier a été étudié par TOSA et al. (1969) dans le cas de l'amino

acylase adsorbée sur DEA E -Sephalex.



2.2 - REACTEURS EN LIT FLUIDISE OU L'ENZYME EST
FIXEE DE FACON COVALENTE SUR SUPPORT DENSE

La fluidisation est l'opération par laquelle de fines parti-
cules sont suspendues dans un fluide en circulation. Cette suspension est en

général réalisée dans un réacteur vertical, le fluide y circulant de bas en haut
(KUNII et LEVENSPIEL, 1969). Un tel type de réacteur semble intéressant dans le

contexte de la technologie enzymatique. En effet il est permis de supposer que
celui-ci, du fait du lavage permanent au cours d'une opération continue, de

l'absence de zone morte dans le réacteur, et de la possibilité d'écartement des

diverses particules les unes entre elles, permet de limiter la prolifération
des micro-organismes et de traiter des liquides troubles. Ce type de réacteur
impose cependant de trouver un support dense sur lequel une activité enzyma-
tique suffisante soit retrouvée. La littérature indique quelques essais dans ce

sens (ROBINSON et al., 1973 - HASSELBERGER et al., 1974 - CHERYAN et al., 1975).

Nous avons étudié ce type de réacteur dans le but initial de réaliser de façon
continue des protéolysats. En fait celui-ci s'est révélé peu efficace vis à vis

de cette réaction, mais les expériences effectuées nous ont permis de mettre
en évidence l'influence de certains paramètres du support (masse volumique

apparente) et de la solution (viscosité) sur ses performances. Dans cette étude

deux supports ont été utilisés : de la ferrite magnétique et du verre poreux
sur lesquels ont été fixé respectivement de la papaïne par réticulation et de

la pepsine par lien strictement covalent.



2.2.1 - ETUDE PRELIMINAIRE: PAPAINE FIXEE
SUR UN SUPPORT MAGNETIQUE
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Summary

Enzymes were immobilized on a magnetic support by a cocross-linking
method with an inactive protein. Active porous particles obtained were used in
a fluidized bed reactor. Outlet product concentration was measured as a
function of flow rate and inlet substrate concentration. No enzyme leakage
was observed and a circular magnet surrounding the column was shown to be
an efficient device for the retention of fine particles.

A large number of physical and chemical procedures for enzyme
insolubilization have been performed and have recently been reviewed [1-3).
In practice, the immobilized enzyme is suited for repetitive or continuous use
of its catalytic function, and may be used for multiple analytical and
preparative applications.

For these purposes, continuous stirred tank reactors and packed beds
were the most commonly used devices [ 4-5] . In this field, Robinson et al.

(7) recently described immobilization of a-chymotrypsin and t3-galactosidase
on a modified cellulose with magnetic properties. They reported preliminary
results for a continuous stirred tank reactor. New methods for binding enzyme
molecules into a water insoluble matrix were recently described (6). About
thirty enzymes were efficiently immobilized, and enzyme-porous particles
obtained by these methods were packed into a c.ilumn and the kinetic
AbbrniaUon: BAEE, N·benzoyl·L·ar&inine ethyl utero
.Pr_nt addr ... tor reprint r.Qunta: Unlvenité de T.cbnolo&i. de Compl"na, Laboratoire d.

Tecbnolope Enzymatique, 60206 Compiéple. France.
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behaviour of such a reactor was studied f()r ho t h st at ionary state and transu-nt
conditions (4). This paper describes the preparutron of enzyme immobilized
on a magnetic support and the pre liminary results obtained when using these
particles in a fluidized bed reactor.

Preparation of the immobilized enzymes: the method used is a cocross-
linking between the enzyme and an m.icuve protein (human plasma albumin)
with glutaraldehyde, Magnetic Iron oxide particles (100-200 J..Im in diameter
and purchased from La Radiotechnique, Evreux-France) are added as an inert
charge before polymerization occurs. ThE:' procedure for the production of
papain (Ee 3.4,4.10) active particles IS given as an example: 30 g of magnetic
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iron oxide are impregnated with 25 ml of 0.02 M phosphate buffer, pH 6.8,
containing 8% plasma albumin, 0.4% glutaraldehyde and 100 mg crystalline
papain (Miles-Yeda Ltd). A thick suspension was obtained which was frozen at
-30 "C for several hours, then slowly warmed overnight in a refrigerator at
4 "C. The proteinic copolymer formed was thoroughly rinsed, then freeze-
dried, ground and sieved to obtain a given range of particle sizes (170-250
microns in diameter).

Measurement of enzyme activities: hydrolysis of N-benzoyl-L-arginine
ethyl ester (BAEEl was followed by the absorbance increase at 254 nm, using
a thermostated double beam spectrophotometer. For the reactor experiments
a con cinuous flow cell ( l-cm light path) was used.

Free enzyme: 10 mg of papain (twice crystallized, purified by affinity
chromatography and pu. chased from Miles- Y l'da Ltd) were dissolved in 10 ml
10-3 M HCI to avoid protee lysis. BAEI-.: at var rous conce.itrations (10-3 to
10-4 M) was dissolved In pH 6.0, phosphate Citrate buffer (0.05 M of each
and 10-3 M in both cysteine and EDTA ,. The activity of 50-I ..d samples of
papain solution was measured at various HAEE concentrations. For the free
enzyme a maximal activity of 19 I.U. (u rno les HAEE· mll1-1 " mg-I at pH 6.0
and 20 "C) and a Km = 5· la -1

M were fuund.
Bound enzyme: 111 a t hcrmost atvd lH'ah!'r. f'it u-d with a little turbine

impeller, 100 mg samples of onz.yme partJ('ll's wvr« suspended in 100 ml
phosphate citrate buffer (0 OS :\1, pli (i 0 and 1 ()

. \
1\1 m both cysteine and

EDTA), containing HAEE at varrous concentrations. 254 nm absorbance of the
solution (pumped through a sinterr-d ýIass disk I was co nt inuously recorded by
using the flow-through spt'dropholomplrw ('t·11. l'hl' lotal circulat ing volume
was 5 ml. For the !)OllIH.I papain a max unul act rvit y 010.05 I.U. (pmules BAEE·
min-I per mg of support at pli (i.O and 20 CI and an apparent Michaelis
constant K' m

= 1.2' 10-: :\1 werv found. l dontn-al values were found for
proteinic copolymers t bearing papa in activity) prepared without magnetic
particles.

Fluidized bed reuctor: l O g 01 aI't1\'1' porous particles suspended in
phosphate citrate buffer were poured 111 a therrnostated chromatographie
column (Whatman P.C. 1050: 10 mm internal diameter, 50 cm length). In
order to retain particles, the top of the column was surrounded by a circular
magnet. Substrate solutions at various concentrat rons (2' 10-4 M to 10-3 M)
were made to flow through the column by a peristaltic pump (Desaga A.G.
Heidelberg). 254 nm absorbance of the outlet solution was continuously
recorded. Precise determination of flow rates was made by collection of the
column effluent. Water circulation thermostated the whole system pt

20 ± 0.05 "C. The fraction of substrate converted (Q) as a function of the flow
rate is presented in Fig.!. Q (dimensionless) is defined as:

SI -So
Q=

SI
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where SI and So are, respectively, the inlet and outlet substrate concentrations.
In the experimental conditions selected here, the conversion ratio remains
equal to 100% for small flow rates, and decreases with increasing flow rates,
the shape of the experimental curve results from various phenomena: related
variations of the reaction volume and of the residence time; variation of the
concentration of the enzyme particles in the reaction volume; variations in the
movement of the particles (with diffusion and backrnix effects).

The height of the fluidized bed varied linearly with flow rate (Fig. 1) and
the minimum fluidizing velocity [8] was found to be about 250 ml, h-'

.

Photos of the fluidized bed (without the thermostated jacket) were taken at
different flow rates (Fig. 2). A carryover of fine particles occurred at high
flow rates but was efficiently stopped by the magnet. The absence of iron and
enzyme leakage was checked in the outlet solution. Further work along this
line is in progress, including long term assays, kinetic modeling and applications.
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La vitesse de réaction r est donnée par l'expression

2.2.2.1 - COMPARAISON DES EFFICACITES DES REACTEURS A LITS FIXE
ET FLUIDISE

2.2.2 - PERFORMANCES DU REACTEUR
A LIT FLUIDISE

(I)

d (S) _ K2ý _

dt V I-..!!..
(S)

X (So) _ Log (I - x) " K2Eo

Km KmQ

r 0:: -

S + E
Kl , ES K2. E + P

K-l

où X est le taux de conversion,
et Q le débit dans le réacteur.
En ce qui concerne le lit fluidisé, une variation du volume r'actionnel en

fonction du débit est observée.
L'explication de cette variation nécessite de considérer le ph'nomène de la

décantation d'une particule de diamètre D, de masse volumique P2 se déplaçant

à la vitesse v dans un fluide de masse volumique Pl et de viscosité n. Cette

particule est soumise à une force FI due à la différence entre l'action de la

Les expériences précédentes permettent de comparer les
performances de deux réacteurs tubulaires supposés identiques à la seule diffé-
rence que l'un est à lit fixe et l'autre à lit fluidisé. Dans le cas d'une
cinétique michaélienne, cas de la réaction étudiée, hydrolyse du BAEE par la
papaïne, la transformation d'un substrat S en produit P par une enzyme E est
classiquement représentée par l'équation suivante:

où Eo est la quantité d'enzyme introduite dans le volume V du riacteur
et (S) la concentration du substrat au temps t ,

Cette expression combinée avec celle du bilan de matière d'un riacteur tubulaire
à lit fixe (établie sur un élément de volume) aboutit i la relation suivante
(LILLY et SHARP, 1968) :



(3)

(2)

18 n v

)gD2 g P2

déterminer la valeur de la vitesse limite de décan-
dans le liquide

(::
- 0), c'e8t-l-dire 1. vitea ""

fluide autour des particules :

Va
V ----....,..-

I --ýQ-

D2g
vR.

- (P2 - Pl)----
18 n

de

dv_-

pesanteur sur elle et sur le fluide (LONCIN, 1961) :

Cette relation permet de
tation v1 de la particule

intersticielle moyenne du
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c'est-l-dire :

La comparaison de cette valeur avec la vitesse d'élévation du liquide dans le

réacteur (de section s) permet de déterminer si la particule reste ou non dans
celui-ci.
Considérons le premier cas, seul intéressant. La quantité de particule intro-
duite (volume Va) entraîne une diminution de la section occupée par le fluide
et une augmentation de sa vitesse intersticie11e. Et la suspension des parti-
cules se réalise d'une façon telle que cette vitesse soit égale à la vitesse
limite de sédimentation vR.' Ce phénomène se traduit par une augmentation'du
volume du milieu réactionnel V telle que

Lorsque cette particule se déplace, le fluide oppose l ce mouvement une force
F2 qui augmente en valeur absolue avec la vitesse de déplacement (loi de
Stokes) :

La résultante des forces agissant sur la particule est éaale l tout moment 1

F F t'l' . dv 11l
-

2 e provoque une acce eratl,on- te e que :

de
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obtenue à partir des équations (I) et (2) a été résolue. X est le taux d'hydro-
lyse mesuré à la sortie du lit fluidisé et Y celui mesuré à la sortie du lit

fixe.

(5)

(4)x (So) _ Log U _ X) = K2 Eo
(IKm KmQ

Dans le cas pr6sent (voir paragraphe 2.2.1, Etude prêlimdnaire ; papaïne fixée
sur un support magnétique) la Figure I montre la variation du volume du réacteur
en fonction du débit. Celle-ci semble linéaire. En fait ceci n'est qu'une appa-
rence et la zone indiquée correspond à la branche inférieure de l'hyperbole
représentant la variation de V en fonction de Q (faibles valeurs de ý) "

'Y, "

La relation précédente (3) permet de modifier la formule du volume ê16mentaire
intervenant dans le bilan du réacteur tubulaire en lit fluidisé. L'intégration
de l'équation obtenue en combinant ce bilan et l'expression de la vitesse de
réaction aboutit à la relation suivante :

La comparaison des relations (1) et (4) permet dès à présent de dire que le

taux d'hydrolyse mesuré en sortie du réacteur à lit fluidisé est plus faible
que celui mesuré en sortie du réacteur à lit fixe. Tout se passe comme si,
dans le cas du réacteur à lit fluidisé, la constante K2 était multipliée par
(1 -ý) grandeur inférieure à l'unité. Afin de visualiser plus précisément

v
R.

s

cette comparaison d'efficacité des deux réacteurs, la fonction implicite sui-
vante

(So) _l_2
Les courbes obtenues par les valeurs de - égales à 0,83. la et 1,66. la ,

Km
correspondantes aux valeurs expérimentales de concentration de BAEE précédem-

_3 _4
ment utilisées (voir paragraphe 2.2.1) la M et 2. la M sont indiquées sur les

Figures 3 et 4. La Figure 3 indique la variation des taux d'hydrolyse en fonc-

tion du débit de la solution dans les réacteurs: plus celui-ci est élevé, plus
le réacteur à lit fixe comparé au réacteur à lit fluidisé est efficace. La

Figure 4 schématise la comparaison des performances des deux réacteurs : le

réacteur à lit fixe est d'autant plus avantageux que la concentration en sub-

strat est plus faible. Mais les efficacités sont comparables lorsque la concen-

tration initiale en substrat est importante par rapport au Km.

[x <:) ý [(SO)- Log (I -

Xý
z y

Km
- Log (1
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(5)

(4)

1 d (So),
1 '0 83 10-l

1 66 10-2Les courbes obtenues par les va eurs e - ega es at' et,.
Km

correspondantes aux valeurs expérimentales de concentration de BAEE précédem-
_3 _4

ment utilisées (voir paragraphe 2.2.1) 10 M et 2.10 M sont indiquées sur les

Figures 3 et 4. La Figure 3 indique la variation des taux d'hydrolyse en fonc-

tion du débit de la solution dans les réacteurs: plus celui-ci est élevé, plus
le réacteur à lit fixe comparé au réacteur à lit fluidisé est efficace. La

Figure 4 schématise la comparaison des performances des deux réacteurs : le

réacteur à lit fixe est d'autant plus avantageux que la concentration en sub-

strat est plus faible. Mais les efficacités sont comparables lorsque la concen-

tration initiale en substrat est importante par rapport au Km.

obtenue à partir des équations (1) et (2) a été résolue. X est le taux d'hydro-
lyse mesuré à la sortie du lit fluidisé et Y celui mesuré à la sortie du lit

fixe.

Dans le cal présent (voir paragraphe 2.2.1, Etude préliminaire; papaïne fixée
sur un support magnétique) la Figure I montre la variation du volume du réacteur
en fonction du débit. Celle-ci semble linéaire. En fait ceci n'est qu'une appa-
rence et la zone indiquée correspond à la branche inférieure de l'hyperbole
représentant la variation de V en fonction de Q (faibles valeurs de ý) "

Y, "
La relation précédente (3) permet de modifier la formule du volume élémentaire
intervenant dans le bilan du réacteur tubulaire en lit fluidisé. L'intégration
de l'équation obtenue en combinant ce bilan et l'expression de la vitesse de
réaction aboutit à la relation suivante:

La comparaison des relations (1) et (4) permet dès à présent de dire que le

taux d'hydrolyse mesuré en sortie du réacteur à lit fluidisé est plus faible
que celui mesuré en sortie du réacteur à lit fixe. Tout se passe comme si,
dans le cas du réacteur à lit fluidisé, la constante K2 était multipliée par
(1 -ý) grandeur inférieure à l'unité. Afin de visualiser plus précisément

v
1.

s

cette comparaison d'efficacité des deux réacteurs, la fonction implicite sui-
vante

[x (:) :l r. (So)- Log (I -
Xý

Z

LY
Km

- Log (1



Variation des taux d'hydrolyse mesurés en sortie de réacteurs à lit fixe et à

lit fluidisé, en fonction du débit de la solution.
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2.2.2.2 - INFLUENCE DE LA MASSE VOLUMIQUE APPARENTE DES PARTICULES
ET DE LA VISCOSITE DE LA SOLUTION DE SUESTRAT SUR LES
ýERFORMANCES DU REACTEUR EN LIT FLUIDISE

Aiaai qu'il vi.nc d'Itr. vý 1 """ "'''0'.'""""""ý.
types de réacteur (à lit fixe et à lit fluidisé) sont équivalentes lorsque la

concentration du substrat est élevée. Ceci appelle cependant quelques remarques
dans la mesure où une augmentation de la concentration en substrat entraîne une
augmentation de la viscosité et de la densité de la solution, c'est-à-dire,
dans ce dernier cas une diminution de la masse volumique apparente des parti-
cules. Si l'on fait abstraction de la modification possible du régime d'écoule-
ment de la solution autour de la particule, ceci se traduira dans le seul cas du
réacteur à lit fluidisé par une modification de l'équilibre de la suspension des
particules et de la valeur du taux d'hydrolyse mesuré en sortie du réacteur.
Aussi l'influence des deux paramètres, densité apparente des particules (P2 - Pl)
et de la viscosité (n) sur le taux d'hydrolyse en sortie de réacteur a-t-elle
été étudiée à l'aide de la fonction obtenue en remplaçant dans la relation (4),
la vitesse limite de sédimentation vý par son expression analytique (relation 2).
La Figure 5 visualise les variations de la fonction X - f (P2 - Pl) pour les

(So) _1 _2 .

valeurs de égales à 0,83.10 et 1,66.10 et des débits égaux à 250,500,
Km

1000 et 1500 ml/ho Les courbes obtenues passent par l'axe des abscisses en des
3 3

valeurs de la masse volumique apparente (0,32 ; 0,75 ; 1,5 ; 2,25 10 kg/m)
correspondantes à une hauteur de réacteur théoriquement infinie, et en deçà
desquelles le support est exclu du réacteur. En delà de ces valeurs (proportion-
nelles au débit) les particules restent et s'équilibrent dans le réacteur en une

position déterminée par la relation (3). Cette même figure montre que le taux
d'hydrolyse mesuré en sortie de réacteur est, dans des conditions données, une

fonction croissante de la masse volumique apparente des particules, que cette
croissance est d'autant plus importante que la masse volumique est plus faible,
et que ce taux d'hydrolyse tend vers une limite supérieure égale à celui de la

solution sortant du réacteur à lit fixe correspondant.
La Figure 6 représente les courbes de variation du taux d'hydrolyse mesuré en

lortie de colonne en fonction de la viscosité de la solution pour des valeurs
(So) _1 _2

1000de égales à 0.83.10 et 1,66.10 et des débits égaux à 250,500,
Km

et 1500 ml/ho Ces courbes coupent l'axe des abscisses en des valeurs de la vis-

cosité de la solution de substrat au delà desquelles le support est exclu du

réacteur. Elles coupent l'axe des ordonnées en des valeurs de taux d'hydrolyse
égales à celui des solutions sortant du réacteur à lit fixe correspondant.



Les valeurs des débits (ml/h) sont indiquées sur les courbes.

Variation théorique du taux d'hydrolyse mesuré en sortie du réacteur à lit

fluidisé en fonction de la masse volumique apparente des particules.
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Variations théoriques du taux d'hydrolyse mesuré en sortie du réacteur à lit

fluidisé en fonction de la viscosité du liquide circulant dans le réacteur.
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2.2.2.3 - ESSAI DE REALISATION PRATIQUE, APPLICATION A LA
PROTEOLYSE

Afin de tester l'efficacité pratique du réacteur à lit
fluidisé deux essais ont été faits en utilisant la méthode précédemment décrite
(voir paragraphe 2.2. l, Réticulation à l'aide de glutara1déhyde) et en vue
d'hydrolyser une solution de caséine de concentration I %(p/V) à pH 7 et 25°C.

100 mg de papaïne puis 100 mg de protéases extraites de Streptomyces griseus ont

été réticulées avec 30 g de particule magnétique. Dans ces deux cas les parti-
cules enzymatiques obtenues ont été trouvées pratiquement inactives ViS à vis

de ce substrat. En ce qui concerne la papaïne une telle observation a déjà été

faite par BROUN (1973).

La perte d'activité enzymatique après fixation est un phénomène important et

ceci a déjà été signalé par de nombreux auteurs, notamment en ce qui concerne
les protéases. Ainsi AXEN et ERNBACK (1971) ont observé que la fixation de la

chymotrypsine et de la trypsine à l'aide de la méthode utilisant le bromure de

cyanogène sur de la cellulose mercerisée et du Sephalex G 200, entraînait une

perte de l'activité enzymatique vis à vis de la caséine mais non vis à vis de

substrats de petits poids moléculaires. Par contre d'autres supports tels que

Sépharose et Agarose ont donné des activités non négligeables avec ces deux
substrats. Ces résultats variables pourraient être dûs à des changements de

conformation des molécules enzymatiques. GABEL et al. (1971) ont en effet mis

en évidence une modification du spectre de fluorescence des enzymes après fixa-

tion lorsqu'il y a une perte notable de l'activité vis à vis de substrats de

gros poids moléculaires. Des modifications chimiques de l'enzyme peuvent en

être également la cause. Un tel phénomène a déjà été observé par BAR ELI et

KATCHALSKI (1963) lors de la fixation de la trypsine sur un sel insoluble de

polydiazonium et par nous même (voir paragraphe 1.1.2, Préparation continue

d'hydrolysats protéiques à l'aide d'une protéase alcaline stabilisée et retenue

sous forme soluble),
Le désir d'obtenir une activité enzymatique immobilisée suffisamment élevée nous

a suggeré le choix d'une enzyme et d'une méthode de fixation dont on sait qu'elle

donne des résultats satisfaisants en ce qui concerne les rendements d'activité

mesurés avec des substrats protéiques et également en ce qui concerne la stabi-



lité de l'activité enzymatique immobilisée, et ceci avec un support suffisamment
dense afin de pouvoir réaliser un réacteur en lit fluidisé. Nous avons retenu
la technique d'immobilisation faisant appel à un carbodiimide comme réactif de
liaison, le support étant préalablement activé avec du ý-aminopropyltriéthoxy-
silane, selon la méthode mise au point par LINE et al. (1971) et reprise plus
récemment par CHERYAN et al (1975). Comme pour ces auteurs l'enzyme et le sup-
port étaient respectivement la pepsine et le verre poreux.

Matýr>ie la et Mýthodea

La pepsine (E.C. 3.4.4. I.) provient de Worthington Bioche-
mical corp, la caséine selon Hammarsten et le tetrahydrofumane de Merck, le

y-aminopropy1triéthoxysi1ane et le l-cyclohexy-3-2 (morpholinoaethyl) carbodii-
mide métho-p-to1uène sulfonate (C.M.C.) de Aldrich.
Le verre poreux Spherosy1 XOC 005 provient de Rhône-Progil. Sa masse volumique

3

est égale à 5 glcm , et la taille des particules comprise entre 100 et 200 ý.

Le réacteur tubulaire utilisé pour la réalisation du lit
2

fluidisé a une section interne égale à 2 cm , sa hauteur est de 150 cm. L'intro-
duction continue de liquide dans le réacteur est réalisée à l'aide d'une pompe
péristaltique Biolafitte.

L'unité d'activité enzymatique est la quantité d'enzyme
_3

qui provoque par minute, à 22°C, une augmentation de 10 unité de densité

optique à 280 nm sur le surnageant d'une solution de caséine 1 % (PlV), ajustée
à pH 2 (avec de l'acide chlorhydrique) soumise à une précipitation, volume à

volume, avec une solution d'acide trichloracétique à 30 % (PlV), puis à une

centrifugation (2800 g x 10 mn).
Certaines réactions de protéolyse ont été suivies au cours du temps. La méthode

utilisée est identique à la précédente, les dilutions du surnageant étant faites
de façon à ce que leur densité optique soit inférieure à I. Les taux de protéo-
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lyse ont ét' calculés a l'aide des densit's optiques obtenues dans les mêmes
conditions après hydrolyse dans l'acide chlorhydrique 6N a 80·C pendant 6 heures.

Ainai qu'il. 't' dit pr.c.d .... nt. 1. "thod. d. tt "" tion
utilisée est celle mise au point par LINE et al. (1971).
Un échantillon de 100 g de verre poreux Spherosyl XOC 005 a été lavé pendant
3 heures dans de l'acide nitrique 0,2 N à BO°C. Après lavage à l'eau distillée,
ce verre poreux a été chauffé à 300°C pendant 12 heures. Après refroidissement,
1 litre d'une solution à la % (V/V) de l'y-aminopropyltriéthoxysilane dans du
toluène a été ajouté à 25 g de verre. Le mélange a été bouilli sous reflux
pendant 24 heures, puis lavé avec de l'acétone et séché. Cette activation a

donc été faite en 4 fois (4 x 25 g). Les échantillons obtenus ont été mélangés
et introduits dans 500 ml d'eau distillée contenant 5 g de pepsine. 50 mg du
carbodiimide C.M.C. ont alors été ajoutés. Le pH a été ajusté à 4 avec de
l'acide chlorhydrique pendant 30 minutes à température ordinaire puis une nuit
à 4°C. Le produit a été lavé avec de l'eau distillée puis stocké à 4°C dans de
l'acide chlorhydrique 0,001 M.

Viscosité---------

Les mesures de viscosité sont faites a l'aide d'un visco-
simètre à écoulement (22°C). Le calcul des viscosités est fait par rapport à

l'eau.

RýsuZtats et disoussion

L'activité enzymatique de la pepsine a été trouvée égale

à 350 unités/mg.
Lorsque la quantité d'enzyme utilisée lors de la fixation est de 50 mg/g de

support le rendement d'activité vis à vis de la cas'ine a été trouvé égal à 20 %

et un maximum de 4200 unités par g de support a pu être retrouvé (quantités

d'enzyme utilisée supérieures ouéaale a 100 ma/a de support).
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LeI zonel de pH optimum de l'enzyme libre et de l'enzyme fix6. ont ét' trouvées
identiques et égales à 2 ce qui est conforme aux résultats indiqués par LINE
et al. (]97).

Si des essais discontinus ont provoqué une baisse d'activité de l'ordre de 10 %

entre chaque utilisation d'un même échantillon de support enzymatiquement actif,
cette disinution ne semble cependant pa. devoir Itre t .. ut' "" la """"" ,.t..
d'une partie de l'enzyme qui serait non fixée. En effet la stabilité de l'acti-
vité enzymatique du support a été vérifiée en réacteur tubulaire sur une période
de 15 jours (22°C, pH 2). Il est plus vraisemblable que cette baisse soit due

à un phénomène d'attrition des particules lors de leur utilisation en réacteur
agité. En effet il a été observé qu'une telle agitation provoquait une dimi-
nution rapide de leur taille. De plus ce type de support, utilisé tel quel, ne

semble pas convenir pour la réalisation d'un réacteur tubulaire en lit fixe

des phénomènes de colmatage interviennent lorsque la concentration des solutions
de caséine est supérieure à ) %.

Lors des essais discontinus et continus réalisés dans le

réacteur tubulaire, la quantité d'enzyme utilisée lors de la fixation était
égale à 50 mg/g de support et 3500 unités ont été retrouvées par gramme de

support.
Des expériences discontinues effectuées à 22°C avec des solutions de caselne de

concentration I %, 2 %, 3 %, 4 % et 5 % (PlV) à pH 2 (maintenues avec de

l'acide chlorhydrique 4 N) avec le support enzymatiquement actif, 400 ml de

solution de caséine et 10 g de verre poreux) ont permis de constater que la

réaction de protéolyse peut être considérée comme suivant approximativement une

cinétique de premier ordre par rapport à la concentration en substrat, lorsque

le taux d'hydrolyse est inférieur à 0,8 (voir Figure 7). Au delà de cette va-

leur un phénomène de ralentissement de la réaction est observé. Ce phénomène

pourrait être dû à une inhibition par les produits de la réaction (voir para-

graphe 1.].2, Préparation continue d'hydrolysats protéiques à l'aide d'une

protéase stabilisée retenue sous forme soluble).
Ce résultat, c'est-à-dire que la réaction de protéolyse puisse être assimilée

à une réaction de premier ordre jusqu'à un taux d'hydrolyse d'environ 0,8, a

permi de vérifier expérimentalement l'influence de la viscosité de la solution

de substrat sur le taux de conversion obtenu en sortie de réacteur, phénomène

qui a 't' préalablement expos' théoriquement dan. le ca. d'une cinétique michaé-
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réacteur,

(6)(1 - An)

Q- x
Log ---- K.Vo.V.

est la constante de vitesse de réaction (h - I) par ml de support enzy-

matiquement actif (0,5 g).

Vo est le volume (ml) de support enzymatiquement actif introduit dans le

ou K

continue.
_1

A est une constante obtenue en combinant lea relationa (2) et (3) (cp ).

V est le volume (ml) de la suspension des particules pendant la réaction

Dans le cas présent où l'on peut supposer que la réaction

suit approximativement une cinétique de premier ordre par rapport à la concen-

tration en substrat la relation indiquant l'influence des divers paramètres du

système sur le taux d'hydrolyse mesuré en sortie de colonne (analogue à la

relation 4) peut se mettre sous la forme

1ienne. On sait en effet que la viscosité d'une solution de casýine varie de
façon importante en fonction de la concentration. Ainsi les solutions de caséine
précédentes et non hydrolysées ont à 22°C des viscosités (mesurées à l'aide du
viscosimètre à écoulement) égales à 2,87 ; 6,86 ; 16,6 ; 31,2 et 71,3 cp. La
variation de viscosité de ces différentes solutions a été évaluée en fonction
du tempS de réaction et exprimêe en fonction du taux de prot'oly "" apra. avoir
séparé par centrifugation (2800 g x la mn), les particules de verre poreux
contenues dans les diverses parties aliquotes prélevées (50 ml) et sur lesquelles
les mesures ont été faites. La Figure 8 indique les résultats obtenus. Une

diminution approximativement linéaire de la viscosité en fonction du temps est

observée: ceci se traduit par une variation relativement faible de la viscosité
lors du début de la réaction (exprimé en taux de protéolyse). Il semble ainsi
que la pepsine ait un comportement vis à vis de la viscosité de ces solutions
différent de celui observé avec d'autres protéases que nous avons utilisées
(voir paragraphe 1.1.2, Préparation continue d'hydro1ysats protéiques). Ce

phénomène n'a pas été approfondi mais il pourrait être dû à une spécificité plus
étroite de cette enzyme (BARMAN, 1969).
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FIGURE 7

Cinétique de la réaction de protéolyse de solutions de caséine par de la pepsine

immobilisée sur du verre poreux. Représentation de LýI (I - X) en fonction du temps.

22°C ; pH 2 la 8 de support enzymatiquement actif dans 400 ml de solution ;

concentration de caséine I % (* - *). 2 % ( + - +). 3 % (. -.). 4 % ý. - .) "

5 % (e - e).
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Evolution du taux de protéolyse et de la viscosité de solutions de caséine lors
de la protéolyse par de la pepsine immobilisée sur verre poreux.
22°C; pH 2 ; 10 g de support enzymatiquement àctif dans 400 ml de solution.
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Les courbes de la Figure 8 ont parmi. de calculer la valeur de la con. tanCe d.
vitesse de rýaction pour I ml (0,5 g) de 8upport enaymatiquement actil et pour
les différentes concentrations de caséine utilisées (Tableau I).
Le débit des solutions dans le réacteur a été fixé à 200 ml/h, valeur telle
que des différences significatives dans l'écartement des billes puissent être
observées.
Les valeurs de la constante A ont été préalablement déterminées avec les solu-
tions de caséine non hydrolysées et JO ml de support inactif. Une décroissance
de cette constante en fonction de la viscosité est observée (Tableau 1) : ceci
laisse supposer que la sédimentation des particules ne suit pas exactement la

loi de Stokes. Ce phénomène n'a pas été expliqué. La détermination des valeurs
de A a permis de choisir des quantités Vo de support enzymatiquement actif de

2 _1
façon à obtenir un produit K.Vo.V. compris entre 190 et 213 ml.h " La cons-
tance de ce facteur, ainSi que l'indique la relation (6), permet en effet de

vérifier l'influence de la viscosité sur le taux de conversion en sortie de

réacteur.
Après équilibration des diverses solutions avec les quantités correspondantes
de support enzymatiquement actif, des prises d'échantillon (3 par essais) ont

été faites à des intervalles de 3 heures. Sur chacun de ces échantillons ont

été effectuées les mesures de viscosité et de taux de protéolyse. Les volumes
du milieu réactionnel correspondant à la fluidisation des particules'ont été

notés. Les valeurs indiquées sur le Tableau) correspondent à la moyenne des

trois mesures. Les constantes A ont été recalculées en prenant comme viscosité

la moyenne arithmétique des viscosités des solutions entrante et sortante du

réacteur. [ceci en application de la diminution linéaire de viscosité qui a

été préalablement observée (cf. Figure 8)J. Elles ont été trouvées légèrement

inférieures aux précédentes.
En ce qui concerne les taux de protéolyse, ceux Cl sont indiqués sur le Tableau

et rassemblés sur la Figure 9. Dans cette dernière représentation les résultats

sont indiqués par des barres horizontales limitant des intervalles de viscosité

correspondants aux valeurs à l'entrée et à la sortie du réacteur, pour chacune

des solutions. Si les taux de protéolyse expérimentale sont légèrement infé-

rieurs aux valeurs théoriques obtenues à l'aide de la relation (6), les allures

de décroissance du taux de protéolyse en fonction de la viscosité sont iden-

tiques.
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Protéolyses continues de solutions de caséine dans le réacteur en lit fluidisé.

Performance du réacteur en fonction de la viscosité de la solution à hydrolyser.
ýes conditions expérimentales sont indiquées dans le texte. Les concentrations des

solutions de caséine sont indiquées sur les barres horizontales théoriques (c:==J)

et expérimentales < ..... ). La courbe (-----) correspond à la fonction

.\...r.t

5\
ý'ý __ ýI ý1 __ ý __ ý1 ý/ý ý .... _

f l"ý I I
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I i
7',

Viscosi'. (cp)
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FIGURE 9
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Log - K.Vo (I - 0,114 n)_!_
- X Q

- l,OIS (I - 0,114 n)Log---
- X

Sur cette fiaure eat 'a.lement indiqua. 1. courb. tb'orique ' "" lament d'croia-
sante X - f (n) repr6sentative de 1. fonction

correspondant au cas ou la sédimentation des particules obéirait à la loi de
Stokes. Les particules devraient alors être exclues lorsque la viscosité de la
solution est supérieure à 8,8 cp, c'est-à-dire lorsque la concentration de

caséine est supérieure à 3 %. En fait une telle exclusion n'a été observée que

lors du passage d'une solution de caséine de concentration 5 % et de viscosité
71 cp (Tab leau I).

L'ensemble de ces expériences permet ainsi de dire que les performances d'un

tel réacteur. ou plut6t d'un tel support. sont limitées. Et du fait de cette
observation l'analyse des hydrolysats obtenus n'a pas été poursuivie.

C'est-à-dire :
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CONCLUSION

L'aspect important des dernières expériences présentées
ici est la baisse importante du taux d. r'action loý "" ý. la .lloo.t "" d"" I.lý-
tions utilisées est élevée.
Il aurait été intéressant d'étudier de la même façon l'influence des deux autres
facteurs (taille et masse volumique des particules) sur les performances de ce

même réacteur. Cette étude semble cependant délicate dans la mesure où l'utili-
sation de supports de structure différente ne doit pas permettre d'obtenir
d'une façon aisée des constantes de vitesse de réaction identiques. Mais une
telle étude permettrait de déterminer les valeurs optimales des paramètres d'un
support pour son utilisation dans un réacteur en lit fluidisé et ceci en rela-
tion avec la viscosité de la solution que l'on désire transformer.
Un autre type de liquide alimentaire qu'il serait intéressant de traiter dans

ce type de réacteur est le jus de fruit, ceci afin d'hydrolyser les pectines. La

méthode précédemment utilisée a été essayée sur le même support avec la pecti-
nase purifiée provenant de Sigma (réf. 4625). Aucune activité n'a été retrouvée
sur le support. La fixation de la pectinase entraîne son inactivation, non pas

à cause de la présence des divers réactifs mis en jeu mais probableýent par
l'inaccessibilité du substrat au site actif qu'entraîne l'immobilisation.
Reýarquons également que d'autres méthodes qui font appel au glutaraldéhyde
comme réactif de liaison (ZABORSKY, 1973) ne semble pas pouvoir s'appliquer
dans la mesure où le glutaraldéhyde inactive cette enzyme. En effet il a été

constaté que la préparation enzymatique uti lisée perdai t 20 % et 80 % de son

activité après des séjours de 1 et 4 jours dans une solution de glutaraldéhyde
à 2 %. Cette observation nous ramène aux précédentes qui avaient été faites
lors de l'étude de la modification chimique (stabilisation) d'une protéase par

le glutaraldéhyde (voir paragraphe 1.1.2, Préparation continue d'hydrolysats

protéiques - 1ère partie), et au délicat problème de l'obtention d'une activité

enzymatique significative après fixation, problème dont nous avons essayé de

souligner l'importance lors du choix de la dernière méthode de fixation uti-

lisée dans cette êtude.

,,_,."_",\t
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CONCLUSION GENERALE

ET RESUME

Ce travail avait coSme objectif de trouver une application industrielle
des enzyýes à l'aide des techniques et des méthodes mises en oeuvre par la
technologie enzymatique. Une vue d'ensemble sur celui ci permet de dire que la
mise au point d'un procédé de ce type n'est pas simple. Chacun des réacteurs
envisagý des modes de retention enzymatique utilisý des systèmes enzymes-
substrats étudia, que nous avions essayé de rendre le plus cohérent possible
lors de leur mise en oeuvre, présentent des problèmes particuliers dont certains
sont des obstacles réels en vue de leur développement en un procédé d'applica-
tion industriel intéressant.
Au cours de ce travail nous avons étudié les deux grands types de réacteurs,
hoýogène et tubulaire, le premier avec ou sans retention d'enzyme, le second
en lit fixe et en lit fluidisé. Les réactions étaient avec ou sans régulation
de pH et dans un cas il y avait deux substrats dont l'un limitant. L'activité
enzymatique a été retenue sous forme soluble, avec ou sans stabilisation, par

adsorption, réticulation et lien strictement covalent. Ainsi l'ensemble de ce

travail semble couvrir une grande partie des procédés de la technologie enzy-

matique. En fait les enseignements que l'on peut retirer d'une telle étude et

des résultats obtenus sont très ponctuels et limités. En effet le nombre des

systèmes "enzyme-substrat-support-réacteur" envisageables est très important et

les conclusions auxquelles nous avons abouti dans l'étude de ces quelques

réacteurs ne suffisent pas pour résoudre ou simplement poser l'ensemble des

divers problèmes qui peuvent être rencontrés, aussi nous bornerons nous à

rappeler briévement les principaux résultats obtenus "

"
" "

"
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L'hldrolyse continue de solutions de saccharose ýar de l'invertase
de levure a été étudiée dans un réacteur homogène limité par une membrane
d'ultrafiltration capable de retenir sélectivement l'enzrme"
Une étude préalable de la cinétique d'hydrolyse discontinue du saccharose et de
la stabilité de l'invertase a été faite dans des conditions applicables à un

procédé continu, et à concentration ýlevée en saccharose.
Des essais d'ultrafiltration ont indiqué que diverses membranes retiennent
sélectivement l'invertase et laissent passer librement le reste des solutions
de saccharose hydrolysé. Un débit maximum de produits d'hydrolyse est obtenu
avec une solution de concentration proche de 50 % "

Des essais d'hydrolyse continue sans rétention d'enzyme ont montré que le taux
stationnaire d'hydrolyse de mélange réactionnel peut être calculé à partir de
l'expression cinétique de la réaction enzymatique discontinue et du bilan de
matière d'un réacteur chimique continu.
Les essais d'hydrolyse continue avec rétention d'enzyme par ultrafiltration ont
montré que la réutilisation de l'invertase, pendant 5 jours, à 50°C, ne provoque
pas de perte notable de l'activité enzymatique. Dans les conditions adoptées, le

taux d'hydrolyse reste constant, et proche de 90 %.

o

o 0

o

La préparation continue d'hldrolysats protéiques a été étudiée dans un

réacteur homogène limité par une membrane d'ultrafiltration et retenant une

préparation de protéase alcaline chimiquement stabilisée.
Des expériences discontinues d'hydrolyse ont été réalisées afin de choisir un

système protéine-protéase dans le but de préparer des hydrolysats convenables

pour l'enrichissement de boissons. Le système caséine-Alcalase a été retenu.

Des expériences comparatives d'hydrolyse continues et discontinues ont montré

que la réaction, qui ne suit pas exactement une cinétique de premier ordre par

rapport à la concentration en substrat, est inhibée par les produits de réac-

tion. De plus, des expériences ont été réalisées afin de déterminer les condi-

tions de réaction (pH 8,8 dans le réacteur, concentration de caséine 5 %t 40°C).

La détermination du poids moléculaire de l'Alcalase a permis le choix de la

membrane d'ultrafiltration PK30.
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lase a été étudiée dans un réacteur homogène.
La cinétique et les conditions optimales d'oxydation du glucose ont été étudiées

la glucose 0xxdase et la cata-L'oxydation continue du glucose par

comme dans le cas de l'hydrolyse du saccharose par l'invertase. L'oxydation du

glucose par la glucose oxydase nécessite la présence d'oxygène. Dans des condi-

tions normales celui-ci est présent à faible concentration dans le milieu réac-

tionnel. Des essais ont montré que la glucose oxydase n'est plus saturée par

l'oxygène au delà d'une concentration de 0,4 mg/ml en enzyme. Ceci est dû à la

diminution de la concentration de l'oxygène au sein de la solution. La valeur

des coefficients de facilité de transfert et des concentrations d'oxygène dis-

sous ont été déterminées pour chacune des conditions utilisées. Ceci a permis

de trouver la valeur de la constante de Michaelis de la glucose oxydase par

rapport à l'oxygène. Ces essais montrent que l'oxygène est un facteur limitant

de la réaction et ainsi que l'ont montré des réactions continues des temps de

résidence très longs doivent itre pratiqués si un taux de conversion suffisant

veut être obtenu.

Du fait des pertes importantes d'activité enzymatique dans le rêacteur pendant
la réaction continue, l'enzyme a été chimiquement stabilisée à l'aide de gluta-
raldéhyde. Deux fractions, soluble et insoluble, ont été obtenues. Les acti-
vités de ces fractions ont été mesurées avec de la caséine et du B AE E en
fonction de la concentration de glutaraldéhyde utilisée. Il a été noté que la
fraction insoluble est pratiquement inactive avec le premier .ub.trat et que
la stabilité thermique de la forme soluble est améliorée. Les poids molécu-
laires de ces deux formes ont été trouvés inchangés, mais le spectre UV de la
forme soluble modifié. Des analyses d'acides aminés ont révélé que ce traite-
ment provoque principalement une baisse de la teneur en lysine. Des expériences
continues de protéolyse avec l'enzyme chimiquement stabilisée et retenue dans
le réacteur à ultrafiltration, ont montré que la réutilisation pendant 7 jours
à 40°C est possible et que la croissance des micro-organismes est pratiquement
inhibée dans ces conditions. Une filtration sur gel a montré que le poids molé-
culaire des peptides obtenus était inférieur à 2000. Des tests triangulaires de
dégustation ont montré que la concentration d'identification de l'hydrolysat
sec dans un jus d'orange est d'environ 0,65 %.
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L'hydrolyse continue de solutions de saccharose par de l'invertase de
levure a ensuite été étudiée dans un réacteur tubulaire dans lequel l'enzyme
est retenue par adsorption sur une résine échangeuse d'ions.
Des essaýs d'adsorption de l'invertase ont montré qu'un maximum de 2000 unités
d'activité enzymatique peut être adsorbé/gramme sur la résine Amberlite IRA 93 _

et que le rendement d'activitý (unit's d'activita enzymatique ad.orb'. par rap-
port aux unités d'activité enzymatique utilisées lors de l'adsorption) peut
atteindre 50 % lorsque l'activité enzymatique adsorbée est égale à 1600 unités/go
Aucune désorption n'est observée lors de lavages prolongés à 30°C avec du tampon
acétate de sodium 0,01 M pH 5 ; la désorption devient progressivement plus
importante lorsque la température et la molarité du tampon s'élèvent la

désorption n'est que peu modifiée lorsque le pH du tampon est égal à 3 ou à S.

Le pH optimum d'activité des complexes invertase résine varie entre 3,2 (IRA 93)

et 5,1 en fonction du caractère anionique ou cationique de la résine.

La cinétique d'hydrolyse du saccharose par le complexe invertase-résine IRA 93
suit une cinétique de premier ordre par rapport à la concentration en substrat,
comme dans le cas de l'invertase soluble, le taux d'hydrolyse à la sortie du
réacteur tubulaire a été déterminé expérimentalement en fonction du temps de
résidence. Il n'a pas été possible de prévoir ce taux d'hydrolyse par le calcul
faisant intervenir l'expression cinétique de la réaction et le bilan matière
du réacteur continu. Ceci s'explique probablement par l'hétérogénéité de la

catalyse et l'influence des phénomènes de diffusion sur la vitesse de réaction.
Les essais d'hydrolyse continue de saccharose avec rétention d'enzyme par
adsorption ont montré qu'à 30°, la réutilisation de l'invertase ne provoque pas

de perte notable d'activité enzymatique. Dans les conditions adoptées (notam-
ment concentration en saccharose de 50 %) le taux d 'hydrolyse reste constant
pendant 8 jours et proche de 76 %. Ceci montre que l'invertase n'est pas dé-

sorbée. Des hydrolyses continues ont été réalisées avec une solution industrielle
de saccharose, l'activité enzymatique est restée stable pendant un mois à 30°C

et pH 3 et 4.

Des expériences complémentaires ont été faites avec une préparation

industrielle d'invertase et la résine IRA 93. Des résultats analogues aux pré-

cédents ont ýté obtenus. Un maximum de 600 unités par gramme peut être retrouvé

sur la résine et le rendement d'activité peut atteindre 40 %. Les mêmes remar-

ques que celles précédemment faites en ce qui concerne l'influence de la tempé-

rature .ur la déaorption et la cinétique de réaction ont ýtý mises en évidence.
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Des exp6riences continues d'hydrolyse de solutions de saccharose, pendant des
périodes de un mois à 300e à pH 3, 4 ou 7 ont perads de v6rifier la stabilité
microbiologique et enzymatique du réacteur.

L'extension de ce procédé à d'autres systèmes enzymatiques industriel-
lement intéressants nous a conduit à tester l'efficacitý du r'acteur a

a enzrme
adsorbée vis à vis de protéases et de pectinase. Les résultats se lont rév6lis
être négatifs. Des essais sont actuellement en cours au Laboratoire en vue de
l'hydrolyse continue de l'amidon.

"

" "

"

La réaction de protéolyse a été testée dans un réacteur en lit flui-
disé où l'enzyme est fixée de façon covalente sur un support insoluble dense.

Des expériences préliminaires, effectuées avec une solution de B AE E comme
substrat ont permis de vérifier l'efficacité d'une préparation de papaïne fixée
par réticulation à l'aide de glutara1déhyde sur des particules de céramique
magnétique. Un réacteur en lit fluidisé utilisant de façon continue ces parti-
cules a permis d'obtenir des taux de conversion proches de l'unité. L'utilisa-

tion d'un substrat protéique (caséine) a montré l'inaptitude de cette méthode
de fixation couplée à cette enzyme vis à vis de la protéolyse.
Les expériences précédentes effectuées avec la solution de B AE E et dans les

conditions d'une cinétique michaélienne ont permis de comparer d'une façon

théorique les performances de deux réacteurs identiques dont l'un est à lit fixe

et l'autre à lit fluidisé. Les taux de conversion mesurés en sortie du premier

sont supérieurs à ceux mesurés en sortie du second.

Les influences de la masse volumique apparente des particules et de la viscosité

de la solution de substrat sur les performances du réacteur en lit fluidisé ont

été étudiées d'une façon théorique à partir de ces mêmes expériences, c'est-à-

dire dans le cas d'une cinétique michaélienne.

Afin de tester l'efficacité pratique de ce réacteur des essais ont
, .. ...

été faits en immobilisant de la pepsine sur du verre poreux. Lorsque 1 actlvlte

enzymatique est mesurée avec une solution de caséine, 3500 unités sont retrou-

vies par aramme de support. Le rendement d'activiti "" t alor. de 201.
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Des expériences préliminaires ont permis de vérifier que la cinétique de réac-
tion pouvait être assimilée à une cinétique de premier ordre par r,apport à la
concentration en substrat lorsque le taux de protéolyse est inférieur à 0.8.

Des expériences de protéolyse continue réalisées en réacteur ont permis d'esti-
mer les possibilités de ce type de support fonctionnant dans un tel réacteur I

le taux de conversion mesuré en sortie de réacteur est considérablement affectA

par la viscosité des solutions de caséine c'est-à-dire par leur concentration

et les résultats expérimentaux correspondent approximativement aux résultats

théoriques. Le réacteur étudié n'est plus opérationnel au delà d'une concentra-

tion de caséine égale à 4 X.
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SUMMARY

I

"ENZYME TECHNOLOGY : STUDY OF CONTINUOUS
ENZYMATIC REACTORS. APPLICATION TO THE TREATMENT

OF LIQUID FOODS"

Some enzymatic reactions of industrial interest (sucrose

hydrolysis. transformation of glucose to gluconic acid. preparation

of proteolysates. pectin hydrolysis) were studied in reactors allowing

a continuous reaction.

The first chapter concerns the use of the continuous stirred

tank reactor. Sucrose hydrolysis and the preparation of proteolysates

were studied in this type of reactor. the enzyme being retained in the

soluble form using an ultrafiltration membrane. In the second case

the stabilization of the enzymatic activity in the reactor was improved

by the use of an initial chemical treatment of the enzyme. The con-

tinuous oxydation of glucose oxydase in a continuous stirred tank

reactor not retaining the enzyme was also stadied. Some preliminary

batch experiments allowed to show that oxygen transfert is the

limiting factor for the reaction.

The second chapter concerns the use of the tubular reactor.

Sucrose hydrolysis was also studied ; the reactor is a fixed bed and

the enzyme is retained by adsorption on an ions exchange resin. Some

assays in order to hydrolyse pectins and proteins were carried out in

this type of reactor. The proteolysis reaction was also studied in a

fluidized bed tubular reactor. In this case the enzyme is stabilized by

reticulation on magnetic particles or by covalent linkage onto porous

glass. The performances of this latter type of reactor were compared

to that of a fixed bed reactor and were studied as a function of the

apparent volumetric weight of carrier particles of the enzyme and of

the viscosity of the solution treated.
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