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INTRODUCTION

La connaissance des enzymes a été améliorée gréce aux progres
considérables des derniéres années. Cependant, ces catalgseurs étant trés
actifs mais aussi treés colteux, on a essayé de les immobiliser pour pouvoir
s'en servir plusieurs fois. C'est ainsi que, vers 13960, les enzymes immo-
bilisées font leur apparition ; il est alors utile de connaitre leur compor-

tement cinétique en phase hétérogene (1).

Divers auteurs ont comparé les propriétés des enzymes fixées
avec celles des enzymes en solution (2), (3), (4), (5], ils ont relevé notamment
une plus grande résistance vis-a-vis de la dénaturation, ume modification de la
valeur du Km apparent, un déplacement éventuel du pH optimum.
Ils ont étudié aussi l'effet de la température, mais seule la température
extérieure a8 1l'enzyme a été prise en considération. A notre connaissance,
aucune étude sur 1'exothermicité des réactions enzymatiques n'a été faite.
Or 1'exothermicité conduit a une élévation de température nuisible &

1'enzyme et de ce fait diminue son activité catalytique.

En vue d'une meilleurs compréhension de ce phénoméne, notre
travail porte sur une réaction exothermique : celle de la décomposition de

1'eau oxygénée par la catalase. Bien gque la cinétique enzymatique de cette

réaction soit bien connue (9), (58), son aspect exothermigue n'a pas &té traité

auparavant, parce gque l'eau oxygénée était utilisée & des coneentrations trés

faibles.

D'autre part, la réaction de décomposition de 1'eau oxygénée par
la catalase immobilisée n'a pas été étudiée sous pression : nous montrerons
qu'il est possible de faire fonctionner la catalase et de comparer son

comportement dans ces conditions au comportement sous pression atmosphérique.

Parmi les auteurs ayant construit des réacteurs enzymatiques,
citons ALTOMARE et collaborateurs (6) gui envisagent notamment de nombreuses

utilisations dans l’industrie alimentaire.
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Ce domaine étant déja exploré, nous naus sommes intéressés a 1l'utilisation
de 1l'eau oxygénée comme source d’oxygéne possible pour la respiration d'un
individu.

C'est dans ce but que nous avons réalisé un modéle de générateur d'oxygéne

& catalase fixée capable de fournir de 1'oxygene en continu.

Netre travail se compose de trois parties :

Dans la premiere partie, nous traiterons des rappels et des
généralités concernant 1l'eau oxygénée, la catalase et la réaction de décom-

position de 1l'eau oxygénée par la catalase fixée.

L'étude de la catalase fixée pour la production d’oxygene nous
amenera & décrire la réalisation pratique d'un générateur d'oxygeéne dans 1la

deuxieme partie.

Enfin, dans une tentative de rendre ce réacteur enzymatidue
opérationnel en plongée, nous approcherons ce probleme en étudiant le
comportement de-1'enzyme fixée sous des pressions allant jusqu'a 5 atmosphée-

res, dans la troisieme partie.



PREMIERE PARTIE

Réaction de décomposition de H,0, par la catalase :

Rappels - Généralités
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1 - RAPPEL DES DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES :

1-1 - L'eau oxygénée, source d'oxygene

L'eau oxygénée, ou peroxyde d’hydrogéne, est une source d'oxygene
trés intéressante puisque deux litres de peroxyde d'hydrogéne pur libérent

$ d’oxygeéne gazeux pris dans les conditions normales de température

presgue 1m
et de pression.

Le liguide pur titre 478 volumes (7), 1l'eau oxygénée pour analyses titre 110
volumes. Nous pouvons disposer ainsi d’'une source d'oxygene peu encombrante

et facilement transportable.

Les procédés industriels les plus courants pour obtenir de 1'eau

oxygeénée sont la préparation a partir des peroxydes, par voie électrolytique

et par oxydo-réduction des quinones (8).

1-1-1 - Quelques données thermodynamiques :

Température de fusion : - 0,43°C

Température d’'ébullition : 150,2°C

Chaleur spécifique du liqdide de 0° & 27°C : 21,35 cal.mole—l.
‘ degré

Enthalpie de décomposition du ligquide pur en eau

et oxygéne & 25°C et sous 1 atm. : - 23,44 kcal.moleﬁ1

Enthalpie libre de formation du liquide & 25°C

et sous 1 atm. : - 28,73 kcal.mole_1

Potentiel standard des réactions

HpaOp + 2Ho0 > Op + 2Hs0  + 28 - 0,693V en solution

acide

§

1,78V en solution
acide

4H,0 > Hp0, + 2Hs0  + 28~

1-1-2 - Stabilisation de l'eau oxygénée

L'enthalpie de décomposition correspondant & la réaction suivante
H20, lig » H,0 1lig + % 0, gaz

est de : AH - 23,44 kcal/mele d'eau oxygénée décomposée.

o =
238°K
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Figure 1 - RELATION POTENTIEL - pH POUR LES SOLUTIONS
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AQUEUSES DE PEROXYDE D'HYDROGENE -
les activités sont en moles par litre et
les pressions en atmosphéres.

Absorbance
Echelle 1A

| 1 | 1 1

] I 104[H202] (mO]e/])
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Figure 2 - DOSAGE DE L'EAU OXYGENEE PAR SPECTROPHOTOMETRIE

D'ABSORPTION A 220 nm (+—+) ET PAR MANGANIMETRIE (®) -
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La thermodynamique de la réaction montre que 1l’eau oxygénée a
tendance & se dismuter en libérant spontanément son oxygene. Il est recomman-
dé de la tenir & 1’abri de la lumiére pour éviter la décomposition spontanée.
Cette décomposition, en l’absence de toute catalyse, n'a pas encore &té mesu-
rée, le taux de décomposition le plus lent jamais rapporté, avec un échantil-

lon pur, n'est gue de 0,5 pour 100 par an & température ambiante.

L’sau oxygénée est instable par rapport & ses produits de décom-

position en solution

D'une part, le peroxyde d'hydrogene est 1'un des oxydants les
plus énergiques, d'autre part il peut agir comme réducteur faible avec des
agents oxydants forts. La mesure quantitative du pouvoir oxydo-réducteur
s'effectue par les potentiels électrochimiques. Ainsi le potentiel de la

réaction d'oxydation

HaOp + 2H;0  + 28 = 4 H,0

est de 1,76V en solution acide (1 mole/l) et 0,87V en solution basigue

(1 mole/l). Le potentiel de la réaction de réduction

HpOp + 2H,0 > 2Hs0" + 0, + 2e

est de - 0,633V en solution acide (1 mole/l1) et - 0,084V en solution basique
(1 mole/l). La somme de ces deux éguations représente 1'instabilité thermo-
dynamique du peroxyde d'hydrogéne par rapport & ses produits de décomposition
en solution : 1,07V = 24,67 kcal.mole_l. La variation des potentiels en
fonction du pH de la solution et de la concentration de 1’oxygéne et du

peroxyde a été représentée par les courbes de la figure 1.

La recherche pratique des meilleurs stabilisateurs semble se
faire au hasard car aucune théorie ne parait apte a expliquer leur mécanisme
d'action. De nombreuses substances, minérales telles que 1'étain et ses
dérivés et organiques, telles que les dérivés carboxylés de la pyridine
et les sulfonimides aliphatiques ou aromatiques mixtes ont &té proposées
comme stabilisateurs de 1'eau oxygénée (8. Des tentatives d'explication
ont été faites, mais elles n'englobent pas 1'ensemble du phénoméne : par
exemple, on a attribué les propriétés stabilisantes des acides & leur affi-

nité pour l'eau produite par la décomposition de 1'eau oxygénée.
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En général, 1l'eau oxygénée du commerce est stabilisée par
H250y dilué (pH =~ 4), mais & notre pH de travail (pH 6,8}, 1'acide sulfu-
rigue ayant perdu son pouvoir stabilisant, nous rajoutons de 1'acide urigue.
Nous choisissons cet acide car i1l ne géne pas la décomposition enzymatique
de Hp0, par la catalase. La quantité d'acide urique correspond & la concen-
tration de ce dernier dans le sang normal, ainsi gu'au taux de saturation

de la solution, c'est-a-dire 50 mg par litre d’'eau oxygénée.

1-1-3 - Dosage de l'eau oxygénée
g xyg

Nous effectuons le dosage des solutions d'eau oxygénée trés
diluées par spectrophotométrie d'absorption dans 1'ultra-violet. Les courbes
d'étalonnage & 220 nm montrent une bonne linéarité entre 1'absorbance et les
concentrations en eau oxygénée et la méthode de dosage manganimétrigue donne
des resultats en accord avec celle de spectrophotométrie d'absorption choisie

(figure 2).

1-1-4 - Stockage du peroxyde d'hydrogéne (g)

Le peroxyde d'hydrogéne se décompose plus ou moins violemment
au contact de beaucoup de métaux (les métaux de transition, é&léments qui
peuvent exister sous plus d'un état d'oxydation, sont parmi les catalyseurs

les plus actifs).

A partir de la concentration 50 %, le peroxyde d'hydrogéne peut
provoguer l'inflammation spontanée et la combustion de matiéres organigues

telles que le bois, le papier, les tissus

L'eau oxygénée treés concentrée peut &tre stockée dans un récipient
en aluminium {A5) poli et trés propre, en acier inoxydable 18/8 et 18710, en

polyéthyléne [hayte pression), en polytétrafluoroéthyléne, en verre pyrex.
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1-2 - La catalase, catalyseur biologigue :

1-2-1 - Différents catalyseurs courants de la réaction de
décomposition:

L'eau oxygénée peut étre décomposée en phase vapeur, en phase
liquide et aussi en présence de radiations : parmi les catalyseurs courants
de décomposition en phase liquide, citons 1'argent, le cuivre, le platine,

la catalase, les protéines, etc... (8).

Les enzymes sont différentes des autres catalyseurs, elless peu-

vent étre :

- plus actives gue les autres catalyseurs vis-&a-vis des substances naturelles,
- plus sensibles & la dénaturation dde & leur structure protéigue macro-
moléculaire,

- beaucoup plus spécifigues.

Leur plus grande activité vient du fait gue les enzymes abaissent
davantage la barriére de potentiel que les catalyseurs chimiques. Par exemple,

les énergies d’activation de la décomposition de H,0, sont

( sans catalyseur : E, =18 kcal/mole (9)
avec 1'argent EAg = 14,7 kecal/mole (8)
avec le platine colloidal: EPt = 11,7 kcal/mole

i avee 1? bioxyds de_ E = 8,7 kcal/mole (2)
manganese sur alumine : Mn
avec la catalase en E = 5,5 kcal/mole (10)
solution
avec la catalase fongique

\ fixée : E = 4,7 kcal/mole (2)

1-2-2 - Ozydo-réductase de l'eau oxygénée : la catalase :

1-2-2-1 - Origine :

On trouve la catalase dans le foie et les reins de 1'homme, du
boeuf, du cheval, dans les érythrocytes humains, dans le sang, les bactéries
(Micrococcus Lysodeikticus), les plantes (feuilles d'épinards). Dans le sang

humain, les gquantités de catalase sont de l'ordre de 170 mg par litre.
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La catalase (de Sigma) gque nous utilisons provient du foie de

~

boeuf, c'est une enzyme facile & cristalliser (11].

1-2-2-2- Caractéristiques :

La masse moléculaire de la catalase est comprise entre 225000 g
et 250000 g (12].
Outre les acides aminés, la catalase comporte des porphyrines de fer carac-

térisant la structure hématine de 1'enzyme.

Activité spécifigue

La catalase est 1'enzyme spécifigue de la réaction suivante, dite
"catalatique” (13), c'est-a-dire mettant en jeu la dismutation du peroxyde

d'hydrogeéne en oxygeéne et eau
2H20, + catalase > 0o + 2H,0

L'éguation de vitesse de cette réaction a été donnée par Michaelis

sous la forme (14) (voir § 2-1).

H202

v = V max. Km + THo0p

avec Km : constante de Michaelis

et V max : vitesse maximum

Compte tenu de la structure hématine de la catalase, démontrée par
ZEILE et HELLSTRSM en 1930, plusieurs théories ont vu le jour pour expliguer
son action (13) : les théories de formation de complexes enzyme-substrat, celles
gui mettent en jeu des réactions chimiques produisant des composés peroxydes
de fer ou des radicaux libres, et celles qui considérent des cycles fer ferreux-

fer ferrique.

Les théories qui ont prévalu sont celles qui mettent en jeu les

complexes enzyme-substrat.



- 17 -

VON EULER et JOSEPHSON (15) ont pensé que la catalase formait

avec l'eau oxygénée un complexe de Michaelis, avec Km = 0,025 M.

SUMNER et DOUNCE. (1B) écrivent le complexe enzyme-substrat sous
la forme Fe DUH2+ en considérant le fer de la structure hématine de la catala-

S8.

BONNISCHSEN et collaborateurs (17) ont montré que la constante de
Michaelis supposée par EULER (0,025M) était un artefact di & 1'inhibition
progressive de la catalase par des concentrations en Hy0, plus élevées ; la
vitesse de la réaction est directement proportionnelle & la concentration en

s

H202 jusqu’a 0,1M et au-dessus. Ils ont supposé qu'une valeur de Km est obte-
nue seulement quand 1'enzyme devient inhibée par un contact prolongé avec 1'eau

oxygénée.

GEORGE (18) a trouvé que la catalase montre deux phases d'activité
catalytique, o et B ; dans la phase la plus tardive, B, 1l’enzyme existe dans

une forme moins active.

CHANCE (19) a découvert le composé primaire Fe 00H2" formé entre
la catalase et 1'eau oxygénée, il a aussi trouvé que deux autres composés
intermédiaires peuvent se former, dans des conditions spéciales (13) : par
exemple, un deuxiéme composé se forme & partir du cqmposé primaire en présence
de H202 généré lentement par la glucose-oxydase ; un troisiéme composé est
produit en ajoutan% de petites quantités d'eau oxygénée au deuxiéme composé
formé dans la réaction entre la catalase et 1'hydroperoxyde de méthyle. Dans

la réaction simple entre la catalase et le peroxyde d'hydrogéne, nous considé-

rons uniguement la formation d'un complexe entre 1'enzyme et le substrat.

IT - ETUDE DE LA CINETIQUE ENZYMATIQUE EN PRESENCE D'EAU OXYGENEE TRES DILUEE :

2-1 - Etude en phase homogeéne

La premiére analyse mathématique satisfaisante du déroulement d'une
reéaction catalysée par une enzyme est die & MICHAELIS st MENTEN (20), Une géné-
ralisation a été faite plus tard par la méthode de 1'état stationnaire effectuée

par BRIGGS et HALDANE (213,
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‘vitesse de la réaction enzymatique
)

o concentration du substrat S

1
1
I
|
!
K

Figure 3 -  REPRESENTATION DE L‘EQUATION DE MICHAELIS DONNANT
LA VITESSE ENZYMATIQUE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION
DU SUBSTRAT.
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L'enzyme se combine avec son substrat pour former un complexe

enzyme-substrat. Dans le cas général ol 1'enzyme transforme irréversiblement

son substrat en produit, on peut écrire la réaction enzymatique suivante :

Kk

1 k
E+S >  ES—23 E+P
<
K
-1
S ¢ substrat
ES ¢ complexe enzyme-substrat
{ E ! enzyme
P : produit
[EO] : concentration initiale en enzyme : [EO] = [ES] + [E]

Dans 1'hypothése de 1'état stationnaire, on peut écrire :EUEEQ=

dt
soit k,, [E].[s] -« , [Es] - «,, [FS] - O
En tenant compte de (:), 1'équation (:) s'écrit

Kys [ED] . [s]

ES] =
] - o

la vitesse de réaction v = 9lEl= K [ES], s’écrit
dt +2

Koo koo [E1-[8] 0 K, - [EL][8]

V = =
k—l + K+2 + K+1 .[S] k_l + k..,.z . [S]
Kk
+1
-1 * k+2
Si nous posons Vm = Kiz.[Ea] et Km = ——~———, constante de
+1

Michaelis, l'expression de la vitesse devient : (14

vm.

<
]

Km + |S

Pour un systéme enzymatique donné, la vitesse de réaction est

P .
onction du rapport K

o,

@
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Si %%;- <<1,v ##«%E . Bﬂ : la cinétigue est du premier ordre par

rapport au substrat S.

Si L%% >>1, v## Vm : la cinétique est d'ordre zéro par rapport au
substrat (figure 3).

La valeur de la constante de Michaelis pour la décomposition de

1'eau oxygénée par la catalase en solution est de 1,1 mole par litre a 30°C

et & pH 7 (12]).

2-1-2 - Facteurs influengant la vitesse d'une réaction enzymatique :

2-1-2-1 - Influence de la température :

Dans 1'équation de la vitesse de Michaelis-Menten entre en jeu

, v ko, et Ko

constantes sont affectées par la température selon la loi d'Arrhénius ; 1'influ-

la constante Km, fonction des trois constantes K+ Ces trois
ence de la température sur la vitesse de réaction est donc une fonction
complexe de la température dans le cas général. Toutefois des simplifications
apparaissent si 1'une de ces trois constantes est prédominante dans la cinéti-
que, par rapport aux deux autres. Dans la pluparf des cas, k+2 est considéré
comme étant trés petit devant K“I (22) et gouverne donc 1'étape la plus lente

K
2
ES — 2 E + P. La vitesse globale de la réaction suit donc, dans un intervalle

de température limité, les variations de k+2 en fonction de la température,

selon la loi d’Arrhénius.

Mais une température plus élevée (températures de 1'ordre de 50°C
pour de nombreux enzymes, températures plus basses pour la catalase) provogue

la dénaturation de 1'enzyme.

La dénaturation de 1l'enzyme pendant la réaction peut procéder de

trois fagons différentes
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Dans un premier cas, nous pouvons considérer que 1l’enzyme sous

forme libre se dénature par une loi de premier ordre, alors que le substrat,

dans le ocomplexe enzyme-substrat, protége 1'enzyme contre la dénaturation ;

cette situation peut &tre représentée par le schéma suivant

+1
2
E + S > s 225 E s+ P,
-
k_1
Ky s
E—2"s

D désignant la forme inactive de 1'enzyme.

Un autre cas est celui ot le substrat n'a pas d'effet ; tout
1’enzyme se dénature celui sous forme libre et celui sous forme de complexe

enzyme-substrat

—> 55> ¢ .,p

Un développement de ces deux cas est donné dans la littérature (22],
la catalase n'obéirait a aucun de ces deux

mais d'apres LAIDLER et BUNTING,
scheémas ; elle serait moins stable en présence de son substrat, on aurait alors

(22)

it_]'_* k+2

E + S ES —2>» E + P,
<
k

-1
k+k
ES ~—> D

Le traitement de ce cas est difficile, car on ne peut pas appli-

guer l'état stationnaire au complexe enzyme-substrat dont la concentration

diminue au cours de la réaction.
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10" [H,0,] (moles/1)

Enzyme en solution

*ﬁr

» t (mn)

Figure 4 -

4 10

UTILISATION DE LA CATALASE EN SOLUTION.

[H,0,] = f(t). catalase : 1 mg/1.

20
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Toutes ces hypothéses ont été développées dans le cas de 1'enzyme
en solution. Il n'’est pas évident gue les m@&mes phénoménes aient lieu lorsque
1’enzyme est fixée.

En effet le support peut avoir des effets spécifiques sur la stabilisation
d'intermédiaires réactionnels, effets qui modifient leur tendance & la dénatu-
ration. Nous n'avons donc pas abordé, au cours de notre travail, ce probléme
dans le détail. Cependant d'une maniére générale, nous montrerons gue les
enzymes sous la forme fixée présentent une meilleure résistance face & la

dénaturation (paragraphe 2-2-2-4).

2-1-2-2- Influence du pH

Le pH optimum varie selon 1l'enzyme. Pour notre part, nous avons

trouvé que le pH pour lequel 1l'activité est maximale est égal a 6,8.

Cet effet de pH est 1ié & 1'état d'ionisation d'un certain nombre
de groupements dissociables participant & la formation et 3 1l'activité du
complexe ES. Dans le domaine de concentrations du travail de la catalase,
la présence de 1l'eau oxygénée ne change pas le solvant qui est 1l'eau, et en
particulier ne change pas son pH puisque la constante de dissociation de 1’'eau

12

oxygénée en DzHo et H+ est de 1'ordre de 10 " °. Par conséquent, le pH est main-

tenu constant tout au long de la réaction.

2-1-3 - Utilisation de l'enzyme en solution

Dans une solution d’eau oxygénée & 0,01 mole par litre, nous ver-
sons de la catalase & la concentration de 1mg par litre. La catalase en solu-
tion décompose rapidement H,0,, comme le montre la figure 4 sur laguelle est
suivie l'évolution de la concentration de 1'eau oxygénée en fonction du temps
de reaction. Nous trouvons bien, & partir de la figure 4, un rapport du temps
de demi-réaction au temps du quart de réaction égal & 2,4, qui est caractéris-

tigue d’'une réaction d'ordre 1.
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2-2 - Etude en phase hétérogéne

2-2-1 - Les enzymes fixées :

2-2-1-1 - Historique des enzymes fixdes

L'idée d'attacher une enzyme pour la rendre insoluble est ancien-
ne (23). Des 1916, NELSON et GRIFFIN (24) adsorbaient de l'invertase sur du
charbon actif ; en 1947 MICHEEL et EWERS (25) effectuent une fixation par
liaison ionigue sur cellulose. A partir de 1960, les &quipes de KATCHALSKI (28)
et MANECKE (27) s'intéressent vivement & la fixation des enzymes et depuis
1985, les études se multiplient. Pour un historique détaillé, on peut se repor-
ter aux ouvrages et revues généraux de KATCHALSKI (26), STARK (28), SILMAN (29),
KAY (30), ORTH (31), SELEGNY, BROUN et Collaborateurs (3), (4), (5).

Dans la cellule vivante, seules les enzymes exo-cellulaires agis-
sent & 1’état libre ; in vivo, les enzymes agissent & 1'état fixé. L’'étude
d'enzymes fixées permet donc de mieux connaitre les phénoménes enzymatiques

in vivo.

2-2-1-2 - Techniques_d'immobilisation des enzymes :

- ptégeage dans un réseau :

L'enzyme est introduite dans un réseau tridimensionnel, elle est
emprisonnée dans une cavité qui 1'empé&che de sortir, mais gui autorise 1l’entrée
de molécules de substrat de poids moléculaire plus faible, donc de dimensions
plus petites. Les gels les plus utilisés sont les gels de polyacrylamide (32)
et de polysaccharides. Le procédé garantit une répartition statistique de 1'en-
zyme dans le support mais 1'activité du biocatalyseur peut &tre altérée par la
polymérisation du gel. En 1972, DINELLI (33) piége une enzyme dans une fibre,
type fibre textile d'acétate de cellulose. De nombreuses enzymes, invertase,
B-galactosidase, glucose-oxydase ont ainsi été filées et se présentent sous

forme de textiles tissés.

- _mieroencapsulation :

Cette technique emprisonne le biocatalyseur au sein d'une capsule
semi-perméable ; les échanges se font 3 travers cette membrane et n'autorisent

que des réactions impliquant un substrat de petit poids moléculaire.
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CHANG (34) (35) a préparé ainsi une uréase et une anhydrase carbonique dans
des microcapsules de 5u de diamétre de nylon ou de collodion. KITASIMA (36)
et son équipe ont immobilisé de 1'uréase et de la catalase dans des microcapsules.

semi-perméables de polystyréne, d'éthylcellulose ou de silicone.

Ces deux premiéres techniques sont gualifiées d'immobilisation
physique, alors que les suivantes impliquent des réactions chimiques de fixa-

tion.
- adsorption :

C'est la technigue la plus ancienne et la plus simple ; on laisse
en contact enzyme et support (minéral ou organique) dans des conditions
physicochimiques déterminées. Certaines fonctions, telles les fonctions hydro-
xylées OH du verre permettent une liaison ionigue [MESSING (37)]. Toutefois,
cette technique d'adsorption simple n'cffre pas de grande garantie ; la désorp-
tion de 1l'enzyme peut &tre trés rapide, provoquée par une légére variation de

la force ionique, du pH ou simplement par lessivage.

- liaison covalente :

C'est cette technique qui prédomine trés nettement et les organi-
ciens ont proposé un trés grand nombre de réactions pour autoriser le couplage
support-enzyme. Les groupes réactionnels des enzymes'sont les groupes fonction-

nels des acides aminés entrant dans la composition de la protéine enzymatigue

- les groupements aminés de la lysine, de 1l'arginine ;

- les groupements carboxyliques des acides aspartique et glutamique ;
- le grpupe hydroxylé& de la sérine et de la thréonine ;

- le groupe sulfhydrylé de la cystéine ;

- le groupe imidazol de 1'histidine ;

- le noyau phénolique de la tyrosine.

L'immobilisation par liaison covalente est la technique la plus
utiliseée ; en effet, elle autorise une liaison stable permettant 1'utilisation
prolongée de 1’'enzyme, et elle contribue & augmenter la résistance du biocata-

lyseur immobilisé aux agents dénaturants. Cette technique regroupe deux modes
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d'immobilisation

- immobilisation sur un support activeé ;

- immobilisation par 1l'intermédiaire d'un pontage.

Pour le premier mode, on substitue & un groupement peu réactif
d'un support, un groupe plus réactif qui assure alors le couplage de 1'enzyme.
Ainsi le bromure de cyanogéne active les groupes hydroxyles de polyholosides
type Sephadex (38). L'emploi d’échangeurs d’'ions de type cellulose modifiée
est fréguent, il peut s’agir soit d'échangeur anionique, tel la diéthylami-
noethyl cellulose (39) ou d'échangeur cationique, tel la carboxyméthyl cellu-
lose (40), (41). La liaison directe de 1'enzyme sur le support insoluble pré-
sente guelgues inconvénients, notamment pour des problémes d'accés du substrat

au centre catalytique.

Les techniques qui ont prévaﬁgﬁsont celles du deuxiéme mode (5)
elles mettént en jeu des molécules polyfonctionnelles gqui permettent d'écar-
ter le biocatalyseur par rapport au support. Ces molécules, appelées ligands,
assurent un véritable pontage. Les ligands sant polyfonctionnels, au minimum
bifonctionnels (comme le glutaraldéhyde CHO - (CHy)e- CHO), puisgu’ils doivent
assurer simultanément la fixation sur le support solide et la liaison par

1'autre extrémité avec la molécule d'enzyme.

2-2-1-3 - Utilisation des enzymes fixées :

Les enzymes fixées présentent un grand intérét pour des applica-
tions analytiques (42), (43).
Dans le cadre des réacteurs, les enzymes fix8es paraissent utilisables dans
1'industrie alimentaire (23)
En laiterie, on essaie d'utiliser la lactase fixée pour le traitement du lait
avec formation de glucose et de galactose, afin de le rendre digestible par
certains organismes humains déficients (44) (45) (46) ; 1'avantage réside dans
le fait que 1l'enzyme ne passe pas dans le lait.
La pepsine est également fixée sur un verre poreux (47) pour cailler le lait
en continu. Dans 1l'industrie du glucose, de nombreux travaux ont été effectués
pour l'hydrolyse de 1'amidon en continu, & partir de glucamylase fixée (48)
(49) (50) (51). De nombreuses études ont été faites sur 1'invertase fixée (52),
(53], (54), (55), (56), (57) avec 1'application industrielle de la fabrication

du sirop de sucre inverti. Enfin les jus de fruits peuvent Etre traités par
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des pectinases ou des protéases fixées en vue de leur clarification (53), (54).
D'autres utilisations seraient possibles pour la réalisation de prathéses extra-
corporelles (rein artificiel, oxygénateur (58), ...).

Les enzymes utilisables actuellement en brasserie sont les suivantes (compte
tenu de la législation actuelle de la France ol seules sont autorisées les enzy-
mes amylolytiques et les enzymes protéolytiques) : l'a-amylase, d'origine
bactérienne, les amylases de l'extrait de malt, et la glucamylase, d'origine

fongique (Aspergillus Niger).

2-2-1-4 - Technique de fixation utilisée :

Dans le cas précis de la catalase, il est plus utile pour nous d'uti-
liser la méthode de fixation par liaison covalente en profondeur que de fixer
1'enzyme en surface : elle se détruirait vite du fait de sa dénaturation facile
par l'eau oxygénée concentrée. D'autre part, les sites en profondeur sont proté-
gés physiquement (diffusion) et chimiquement (décomposition) par les couches

extérieures.

La catalase, aprés dissolution dans de l'albumine (humaine ou bovine)
a 17,5 %, est ajoutée a du tempon phosphate (0,1M, pH 6,8), ensuite, le gluta-
raldéhyde est rajouté pour assurer la coréticulation de 1'albumine et de 1l'enzyme
(58).
Une solution de 2 ml de mélange enzymatique contient 2 mg de catalase, 0,5 ml
d'albumine & 17,5 %, 0,9 ml de tempon phosphate et 0,6 ml de glutaraldéhyde a
2,5 %.

Un prélevement de 0,5 ml de ce mélange permet, par exemple, la fabri-
cation d'une membrane de 32 cm? de surface et 0,15 mm d’épaisseur ; la membrane
est étirée sur une plague de verre ol elle se colle pour la réticulation, elle
est décollée ensuite & 1l'eau distillée (59). On peut aussi placer ce mélange
directement dans un récipient & une température inférieure & 0°C ; une fois
rincée, la plaguette obtenue a la consistance d'une mousse ou d'une éponge.
Cette méthode, relativement rapide, ne requiert que quelques heures de repos a

basse température pour la fixation.

2-2-1-5 - Conséquences de l'immobilisation :

Généralement, au cours de 1’immobilisation, l'enzyme perd une partie
de son activité ; ceci est vrai pour la catalase (paragraphe 2-2-2-4 -

lére partie).
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Mais en contre partie, 1'une des propriétés les plus intéres-
santes de 1'immobilisation des enzymes est 1’'augmentation de leur durée de
vie de fonctionnement
la catalase fixée sur 1l'albumine & l'aide du glutaraldéhyde présente une
stabilité plus grande et une meilleure résistance a l1'attaque de 1'eau
oxygénée concentrée. Nous montrerons que la catalase fixée, conservée &

une température inférieure & 0°C pendant 6 mois, conserve 74 % de son acti-

vité (paragraphe 2-2-2-4 1&re partie).

A l'inverse des enzymes solubles avec lesquelles on a un phéna-
méne de catalyse homogeéne, dans le cas des enzymes fixées, il s'agit de cata-

lyse hétérogéne avec 1'existence de phénoménes de diffusion [(1), (5), (60),

...] provenant du transfert des molécules de substrat de la solution au site

actif de l'enzyme et, en retour, des molécules de produit jusqu'a la solution.

. On rencontre d’abord un probléme de transport diffusicnnel a
travers la couche limite, zone qui se crée a 1'interface et dans lagquelle
existe un gradient de concentration en réactifs, et un probleme de transport
diffusionnel & travers une membrane. Il en résulte que la concentration en
substrat ou en produit dans le microenvironnement d’'une enzyme immobilisée
est différente de ce gu’elle serait dans le cas de 1'enzyme soluble, pour

une méme valeur macroscopigue.

Si la réaction enzymatique est exothermique, il peut y avoir é1é-
vation de température & l'intérieur de la membrane {phénoméne de surtempéra-
ture), ce gqui peut avoir une influence non négligeable sur la dénaturation

de 1l'enzyme.

Les mesures d'activité effectuées sur des enzymes insolubles ne
permettent d'atteindre gue des grandeurs macroscopiques qui sont la résultante
d’un ensemble de phénoménes microscopiques. De ce fait, les parametres ciné-
tiques gue l'on peut mesurer, en supposant que les étapes limitantes sont les
reactions chimiques définies plus haut, ne sont pas des parametres intrinse-
ques de 1l'enzyme, mais des valeurs moyennes. Ainsi, la constante de Michaelis

est appelée alors Constante de Michaelis apparente de l'enzyme immobilisée.
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2-2-2 - Comparaison de l'activité de l'enzyme en solution et de

L'enzyme fixde :

2-2-2-1 - Préparation de l'enzyme fixée sous forme de

membrane

La membrane enzymatique est coulée sur tissu de nylon d'épaisseur

0,2 mm et préparée comme suit

catalase Sigma 12 mg
albumine & 17,5 % : 0,5 cm®
tampon phesphate pH 6,8 : 0,9 cm®
glutaraldéhyde a 2,5 % : 0,6 cm®
T2 cm®

3

Avec 1 cm® du mélange, nous confectionnons une membrane de 10 cm sur

2-2-2-2 - Conditions expérimentales :

La mesure de 1'activité de la membrane_est effectuée par le contrd-
le de la variation de la densité optique du mélange réactionnel au cours de la
reéaction. Celle-ci est lue sur un spectrophotométre U.V. ; la courbe d'étalonna-
ge donne la correspondance entre la densité optique et la concentration en

H205p.

La membrane utilisée, de 1,7 cm sur 1,8 cm, contenant 0,06 mg de
catalase, est placée dans un mélange réactionnel comprenant 50 cm® d'eau oxygé-

~

née & 1 mole/litre et 50 cm® de tampon phosphate & pH 6,8. Nous ne rajoutons
pas d'eau oxygénée, le liguide est soumis & une agitation constante et des
prélévements dy mélange sont effectués réguliérement.

L'activité de 1l'enzyme fixée est comparée & 1'activité de 1'enzyme

en solution dans des proportions identigues

masse de catalase 1,2 mg
volume de H.0, 1 mole/l : 1000 cm?®
v tampon phosphate pH B,8 : 1000 cm?®
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Figure 5 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE D'UNE ENZYME PAR LA PENTE
DE LA TANGENTE A LA COURBE [H,0,] = f(t) au point Co.
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2-2-2-3 - Définition de 1'activité :

Nous définissons l'activité de la catalase comme : le nombre de

molécules d'eau oxygénée qu'un mg de catalase décompose par minute

An

At. me

A =

Lo . pps . . - C
on peut écrire différemment cette expression, en faisant apparaitre %f :

AC.V
At.m

An étant la variation du nombre de micromoles de Hy0s dans la solution.
At un intervalle de temps petit, en mn.
J AC la variation de concentration en H»0, en moles/1.

la masse d'enzyme utilisée pour la réaction.

<o

le volume réactionnel.

1 unité : 1uM/mg/mn

La cinétigue de décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase
étant du 1er ordre si [H202] est petit devant Km, 1l’activité de 1'enzyme doit

gtre définie pour une concentration donnée Co {figure 5).

dC V
foo T\ | ©
Co
dc o . '
e désignant la pente de la tangente & la courbe donnant la concentra-
Co

tion de H20, en fonction du temps, au point de concentration Co.

Lorsque l'enzyme est fixée sur un support insoluble, nous pouvons
définir 1'activité de la méme maniére ; mais nous ne mesurons gue son activité

apparente, cette activité correspondant principalement a 1l'enzyme fixée en

surface.
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Figure 6 - COMPARAISON DU FONCTIONNEMENT DE LA CATALASE EN
SOLUTION ET DE LA CATALASE FIXEE - puozy = f(t)

A =220 nm - Echelle 0-2A

— e — : catalase en solution

o—o—o . Catalase fixeée
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2-2-2-4 - Comparaison de l'activité de la catalase en

solution et de la catalase fixée :

L'activité de la catalase est déterminée & la concentration en eau

oxygeénée Co égale 3 55,10 " mole/litre.

Nous déterminons 1'activité de la catalase en solution & partir
de la figure 6 gui donne les variations de la concentration en Hz0, (8n umoles/1)

en fonction du temps ; la tangente & 1'origine, déterminée a la regle, étant

dc - -1
ey = 2700 umoles.l .mn
Co = 5500 pymoles/1

Le calcul de 1l'activité de la catalase en solution par la relation (:) donne
Activité de la catalase en solution : 4500 unités

Il en va de méme pour 1'activité de 1l'enzyme fixée, la pente & l'origine étant

(figure B)

%% = 51,1 umoles.l ‘.mn
Co = 5500 umoles/1

Activité apparente de la catalase fixés : 85 unités

Ces resultats montrent gque 1'enzyme fixée est moins active que
1’enzyme en solution. On peut citer deux causes & 1'origine de ce phénoméne
d'une part, seulement la fraction des molécules d'enzyme situées en superficie
est accessible au substrat, dont la concentration baisse trés vite du fait de
sa décomposition rapide ; et d'autre part, ces sites catalytiques possédent,
du fait de leur fixation, une activiteé intrinseégque moins grande gque dans le

cas de l'enzyme en solution.

De plus, pour calculer 1'activité (relation (:) ), nous divisons

par la masse d'enzyme totale et non par la masse d’enzyme superficielle.
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Figure 7 - UTILISATION DE LA CATALASE SOUS FORME DE MEMBRANE.
(Hz02] = f(t). m catalase = 0,016 mg sur 1 cm?.
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10“[H202](mo1es/1) enzyme immobilisée sous forme de mousse

-

1 | | | | |
2 q 8 17 16 50>t (mn)

Figure 10 - UTILISATION DE LA CATALASE SOUS FORME DE MOUSSE
[H20,] = f(t).

m catalase : 0,5 mg/50 cm?
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La valeur donnée dans la littérature est trouvée pour une mole
d'enzyme pure et pesant entre 225 000 g et 250 000 g ; cette valeur de 1'ac-
tivité de la catalase de foie de boeuf en solution est : 9.10" moles de
H20, décomposée par mole d’enzyme et par seconde & pH 7, 20°C et [H202] =
1072 mole/1 (12) , la valeur maximale de l'activité trouvée est de 3,7.107 s~
(61).

Si on voulait trouver l'activité autre que superficielle, il

faudrait broyer la membrane : ainsi on tendrait & obtenir une grande partie

de 1'activité de 1l'enzyme fixée.
Tout ceci explique gque nous ne trouvions plus gu'une activité

de 85 unités pour la catalase fix&e au lieu de 4500 unités pour la catalase en

solution.

. 2-2-3 - Vérification de la cinétique Michaelienne :

2-2-3-1 - Utilisation de l'enayme sous forme de membrane :

Un essai de fonctionnement de la membrane enzymatique avec de
1'eau oxygénée diluée (0,75.10" % mole/1) (Figure 7) nous permet de retrouver

que dans le domaine de concentrations considéré, l'ordre de la réaction est 1.

La courbe Log (concentration de Hz02) en fonction du temps, dans
un intervalle de temps réduit (10 & 30 minutes), est une droite de pente
k = 1,83.10—4 s ! (Figure 8). La vitesse de réaction s'écrit : v = k [HzDzj.
Pour des concentrations étudiées de 0,005 mole/l1 & 0,007 mole/l, qui sont
inférieures a 0,11 mole/l, c’est-3-dire & Km/10, nous avons bien trouvé une

expression linéaire de la vitesse (Figure 9) donc une réaction d'ordre 1.

2-2-3-2 - Utilisation de l'enayme sous forme de mousse :

La mousse est préparée de la fagon décrite précédemment (paragra-
phe 2-2-1-4) avec 0,5 mg de catalase, elle est placée dans 50 cm® d'eau oxy-
génée de concentration 0,01 mole/litre. La figure 10 montre que la production
d'oxygene s'arréte rapidement,sans doute du fait du non-refroidissement du

mélange.
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IIT - CINETIQUE DE LA REACTION DE DECOMPOSITION DE I'EAU OXYGENEE PAR LA
CATALASE EN PRESENCE DE H,0, PLUS CONCENTREE (2 MOLES/L)

Les expériences sont menées avec de petites quantités de cata-
lase (de 1 & 5 mg) et de 1'eau oxygénée 10 moles/1 dilude 4 ou 5 fois. La

production d’oxygéne obtenue est de guelques litres au bout d’une heure.

3-1 - Premiéres mesures

Primitivement, la mousse de catalase est maintenue sous un enton-
noir renversé. Le volume d'oxygéne recueilli est ensuite lu facilement sSuUr un

compteur a gaz

Catalase H,0» oxygeéne
2,5 moles/1 t(mn) 5 10% 15 60 240
2 mg
0.3 1 VD2 {1} 0,5 0,75 1,1 2 3

Tableau 1 - Production d'aoxygeéne au cours du temps.
® 50 cm® de H,02 10 moles/1 sont ajoutés & 10 et 20 mn.
(la concentration en Hy0, dans la solution n'a pas été suivie au spectrophoto-

métre U.V.).

3-2 - Essai de réaction en appareil de Kipp

En vue d'une premigre idée de générateur d'oxygene nous utilisons
1’appareil de Kipp (de production d'hydrogeéne) qui représente un modéle conve-
nable simple de réacteur : cet appareil, facile d'utilisation, nous permet de

produire de 1l'oxygéne (Figure 11) et se préte & une régulation simple.

La mousse de catalase, prise dans des billes de verre pour l'alour-
dir, est placée dans 1la spheére intermédiaire de 1'appareil de Kipp. L'eau oxy-
génée remplit la boule inférieure et 1la boule intermédiaire jusqu'au niveau de
la mousse. Les quantités de 50 cm® de H202 & 10 moles/1 rajoutées toutes les

dix minutes sont introduites par la boule supérieure.
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introduction de H,0,

D e

— Vers mesure de VO
2

Y a— mousse de catalase
+ HZOZ

Figure 11 - DECOMPOSITION DE L'EAU OXYGENEE PAR LA CATALASE FIXEE
EN APPAREIL DE KIPP.
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Les mesures de V recueilli sur le compteur a gaz sont les

02
suivantes
catalase H20, oxygene
* *
2 moles/1 |t (h)| 1/12 5/12 1 3 18 24 168
5 mg
: 1.2 1 Voz(l) 4 4,5 5 6,5 10 12 30

Tableau 2 - Production d'oxygeéne en fonction du temps en appareil de Kipp,
avec la mousse de catalase.

* 50 cm® de H202 10 moles/1 sont ajoutés toutes les dix minutes jusqu'a

45 minutes.

Les volumes sont exprimés & 21°C et sous la pression atmosphérique du labora-

toire. .
Nous constatons, aprés ces premiéres expériences que, bien gue

1’enzyme fixée subisse une diminution d’activité au cours du temps, elle

conserve une reéactivité appréciable au bout de plusieurs jours.,

3-3 - Mise en évidence de la dénaturation de la catalase

La diminution d'activité de la catalase est mise en &vidence au

cours des expériences suivantes

- Deux membranes identiques sont coulées sur tissu de nylon et pla-
Cées tour & tour verticalement dans la méme solution, celle-ci étant contenue
dans un flacon fermé relié au compteur & gaz. La premiére membrane est mise en
fonctionnement du temps 0 au temps 30 mn, la deuxieéme du temps 30 mn au temps

60 mn. Les conditions expérimentales sont décrites sur la figure 12.

La courbe représentative du fonctionnement de la 2&me membrane part
du point B et non du point A: il y a eu baisse d’'activité de la premiére membrane.
Cette diminution peut &tre attribuée d'une part & la diffusion, d'autre part a la
dénaturation : dans le premier cas, la diffusion de 1'eau oxygénée vers l’enzyme
serait génée par l'eau provenant de la réaction enzymatique, d’'ol abaissement
de la vitesse de réaction ; dans le deuxi®me cas, c'est 1'activité de l'enzyme

qui diminue par suite de sa dénaturation.
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Figure 12 - EVOLUTION DE L'ACTIVITE DE LA CATALASE -
membrane de 30 cm? et de 0,2 mm d'épaisseur -
masse de catalase : 0,6 mg - Hy0, 1 mole/1 : 140 cm®.
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Figure 13 - MISE EN EVIDENCE DE LA DENATURATION DE LA CATALASE.

membrane de 30 cm® et 0,2 mm d'épaisseur
masse de catalase : 0,9 mg
H,0, 1 mole/1 : 120 cm?

xrepos de la membrane : 20 mn en A' et B'.
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Vo (m1/mn)
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20

75 50 30— ¢t (mn)
Figure 14 - INFLUENCE DE L'EPAISSEUR SUR L'ACTIVITE DE LA
MEMBRANE ENZYMATIQUE.
[Hzoz] 1 mole/]

1ére membrang : S——t——s== ¢ = 0,2 mm ; m catalase

0,6 mg.

1]

2éme membrane ! 4espempe= e = 0,6 mm ; m catalase = 1,8 mg.
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Pour éliminer le phénomé&ne de géne dans la diffusion de 1'eau

~

oxygénée, nous procédons & l'expérience suivante

une membrane de catalase armée avec un tissu de nylon est placée

~

verticalement dans une solution d'eau oxygénée & 1 mole/l, dans le méme fla-

con fermé relié au compteur & gaz. La membrane, mise en fonctionnement pendant
cing minutes, est retirée du flacon et séche pendant vingt minutes pour éliminer
1'eau qui génerait la diffusion de 1l'eau oxygénée. Lors de la remise en réac-
tion, la courbe représentative du débit d'oxygéne reprend au méme point A’

(figure 13) et montre bien qu'il y a eu dénaturation de 1'enzyme.

D'autre part l’aspect de la membrane a changé : elle a un peu
blanchi par suite de 1'attaque de 1'eau oxygénée. Lorsgue nous réutilisons
l'enzyme & une concentration plus faible, nous ne retrouvons plus l’activité
qu'elle aurait si elle n'avait pas travaillé avec 1'eau oxygénée plus concen-

trée.

Ces observations nous permettent de penser qu'il est plus proba-
ble que 1'abaissement de 1'activité de la catalase soit di & une dénaturation
de l'enzyme plutdt qu'a une inhibition par 1'eau oxygénée en excés, comme le

supposent BONNISCHSEN et collaborateurs (paragraphe 1-2-2-2).

3-4 - Etude des divers parametres

3-4-1 - Epaisseur et surface de la membrane :

Deux membranes sont coulées sur du tissu nylon de surface identi-
que (30 cm?®), mais 1"épaisseur de 1'une est triple de 1'épaisseur de 1l'autre.
Leurs caractéristiques respectives sont données sur la figure 14. Les condi-

tions de 1’expérience sont les mémes gque précédemment.

L'augmentation de 1l'épaisseur de la couche de mousse d’'enzyme ne
favorise pas la production d’oxygéne : le débit, plus élevé dans les premiéres

minutes, se place & la méme valeur au bout de vingt minutes.

Seule est importante la surface de contact, et non 1'épaisseur de

la couche de mousse enzymatique.
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3-4-2 - Temgérature

Nous ferons dans le paragraphe suivant (paragraphe 4-2) la compa-
raison entre des expériences menées & 21°C et & 0°C, et nous en retiendrons
1'avantage d'un refroidissement important, tant pour éliminer les calories

que pour conserver a l'enzyme une activité plus régulieére.

Une interprétation de la dénaturation par effet thermique de 1'en-
zyme a été donnée (g2) montrant qu’au-dessus d'une température critique, au
lieu d'augmenter, la vitesse de la réaction diminue et, & des températures
plus élevées, 1’enzyme devient complétement inactive. La cinétique refléte

alors l'inactivation de la molécule protéique (63).

3-4-3 - Pression :
Toutes les expériences ont été menées & la pression atmosphérique

du laboratoire. Une étude & des pressions supérieures est faite par la suite

(IIIe& partie).

3-4-4 - Concentration en eau oxygénée :

Nous serons amenés, aprés une premidre étude de générateur d'oxy-
géne, & penser gue nous avons intérdt & utiliser de 1'eau oxygénée assez diluée.
De fortes concentrations en eau oxygénée provoguent une augmentation de tempé-

rature si importante gu’elle nuit rapidement & l'activité enzymatique.

IV - ETUDE DE L'EVOLUTION DE LA TEMPERATURE AU COEUR DE LA COUCHE ENZYMATIQUE
PAR L'EMPLOI DES THERMISTANCES :

4-1 Ytilisation d’une thermistance

Les mesures ont été faites grdce & une thermistance sous forme de.

perle (de caractéristique Ro = 100.000 ), mesurée par un pont de Wheatstone.
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La température doit &tre mesurée au coeur de la zone réactive
la perle de la thermistance est enrcbée pour chaque expérience d’'une pellicule
d'enzyme fixée sur albumine suivant la méthode déja décrite (paragraphe 2-2-1-4),
elle est ensuite introduite dans des solutions d'eau oxygénée de concentrations

différentes.

4-2 - Réalisation expérimentale et résultats

Dés que la catalase est mise en contact avec 1l'eau oxygénée, la
chaleur produite par la réaction éleve la température de la membrane. Il en
résulte un flux de chaleur vers le milieu extérieur. Une évacuation rapide de

la chaleur produite permet alors de maintenir la membrane & une température

plus faible et par suite d'éviter la dénaturation.

‘ A la température ambiante, la température de la sonde traduisant la
production d’'oxygeéne décroit trés vite du fait de la destruction des sites
actifs de l'enzyme par la chaleur produite. La figure 15 montre des réactions
de décomposition menées & 21°C & des concentrations en eau oxygénée égales
respectivement & 1 mole/l, 2 moles/l, 5 moles/l, ol 1'on peut observer ce phéno-

mene.,

Pour ne pas atteindre la température critigue, une amélioration
consiste & maintenir le bain réactionnel aux environs de 0°C en plongeant le
récipient dans de la glace fondante. La figure 16 représente la comparaison
des résultats obtenus pour une réaction menée d'une part & 21°C, d'autre part &

0°cC.

Le refroidissement produit un effet considérable puisque la tempé-
rature maximale atteinte n'est que d'environ 20°C au lieu de 32°C lors de 1'ex-

périence a 21°C ; de plus, l'enzyme présente dans ces conditions une activité

plus réguliére et plus durable.

Nous avons mesuré (figure 17) gréce a cette thermistance les tempé-
ratures maximales de la réaction de décomposition de 1'eau oxygénée au cours de
diverses expériences mettant en jeu des concentrations croissantes, connues
d’eau oxygénée. Il est donc possible, gréce & une courbe d'étalonnage, d'effec-
tuer un dosage de 1'eau oxygénée par la mesure de la température maximale de

la réaction (84).
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Figure 15 - EVOLUTION DE LA TEMPERATURE LORS DE LA REACTION
ENZYMATIQUE A 21°C, MESUREE PAR LA THERMISTANCE-PERLE
EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN H,0,.

3

o—o—o— : [H;0,] = 1 mole/]
] e s : [HzOz] = 2 moles/1
=0==0==0=  : [H,0,] = 5 moles/]
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T°C
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——0 21°C extérieure
o T ———
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0°C extérieure

1 ! | 1 -
10 20 30 40 t (mn)

Figure 16 - EVOLUTION DE LA TEMPERATURE AU COURS DE LA REACTION
ENZYMATIQUE AVEC [H,0,] = 1 mole/1, & 21°C et & 0°C
(extérieures).

T initiale

> 21°C
oc A 1

40

30

- = [H,0,] (moles/1)

Figure 17 - EFFET DU REFROIDISSEMENT SUR LES TEMPERATURES INITIALES
AU COEUR DE LA COUCHE ENZYMATIQUE - T.initiale = f[H,0,].
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Figure 18 - EVOLUTION DE L'ACTIVITE DE LA CATALASE FIXEE CONSERVEE
A - 18°C ET A T AMBIANTE - [H.0.] = f (t)'

o—e—e catalase fraiche

#—m—m catalase conservée 1 mois a - 18°C

X—X—x catalase conservée 6 mois a - 18°C

A—A—A catalase conservée 3 ou 6 mois & T ambiante

Activite
(unyités)
10
50—
¢ °
1 1 1 1 1 ] :
1 5 3 4 T G » temps (mois)

Figure 19 - VARIATION DE L'ACTIVITE DE LA CATALASE FIXEE EN FONCTION
DU TEMPS DE CONSERVATION.

X—X—X catalase fixée conservée a - 18°C
T ambiante

Q/

e o catalase fixée conservée
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V - EVOLUTION DE L'ACTIVITE DE LA CATALASE FIXEE EN FONCTION DU TEMPS
DE CONSERVATION :

L’enzyme fixée est soumise & des tests d'activité apreés un jour,
un mois, trois et six mois de conservation & - 18°C et & température ambiante.
Ces tests permettent d’avoir une premiére idée sur la fagon dont 1'activité

de 1'enzyme évolue au cours du temps.

3 de la solu-

Une membrane de 10 cm sur 5 cm est fabriquée avec 1 cm
tion décrite plus haut (paragraphe 2-2-2-1) : on y découpe des membranes de

1,7 cm sur 1,8 cm contenant chacune 0,06 mg de catalase. Les conditions expé-

rimentales sont les mémes que précédemment (paragraphe 2-2-2-2).

Les résultats des tests sur les membranes sont les suivants

Pente . e
3 1'origine Y, masse .. Activite
-1 -1 solution d’enzyme -
(umoles.l “.mn ) (1) ten mg) {unités)
Enzyme fixée fraiche 51,1 0,1 0.06 85
Enzyme fixéeoconservég 48 0.1 0,06 80
1 mois a -18°C
EnzyTe flxeeoconservee 37,5 0.1 0,06 62,5
6 mois a -18°C
Enzyme fi¥ée\conservée 15 0.1 0,08 o5
3 ou 6 mois a8 T ambian-
te (méme résultat)

Tableau 3 - Calcul de 1'activité des membranes conservées au froid et &

température ambiante.

L'activité
partir de la figure 18.
plus des deux-tiers de

que 1'activité de la membrane conservée au froid reste pratiguement la méme

pendant un mois et ne diminue que légérement en six mois.

La catalase fixée pourra donc 8tre stockée pendant plusieurs mQis,

a condition d'étre conservée au froid.

est calculée de la méme fagon gue précédemment, &
L'enzyme fixée conservée & température ambiante perd

son activité au bout de trois mois (Figure 18) alors
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VI - ANALYSE THEOQRIQUE

Nous traitons du phénoméne de diffusion & travers la membrane
afin de rendre compte de 1'évolution de la concentration en eau oxygénée et

de la température & l'intérieur de celle-ci.

La décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase peut s’écrire

comme suit

catalase 1 N . . .
H,0, ————— H,0 + = 02 + AH ol AH est 1'enthalpie de réaction.

-1 - Evolution de la concentration en eau oxygénée dans la membrane

au cours du temps

Si on considére une membrane perméable en présence d’'eau oxygénée,
la diffusion de celle-ci dans la membrane est donnée par les deux lois de Fick
{g5). La premiére loi de Fick donne le flux de diffusion, J, de H0, & 1'inté-

rieur de la membrane

J = -p B!Hzoz <:>

HzUz ) 9%

J étant la quantité de Hy0, gqui traverse la membrane par unité de
surface et par unité de temps, D est le coefficient de diffusion de H;0, dans
la couche active, considéré comme constant dans un domaine ol les températures

varient peu.

EL%%Q&J gst le gradient de concentration d'eau oxygénée, 1'axe des

x étant perpendiculaire & la membrane.

La deuxieme loi de Fick donne la variation de la concentration en

eau oxygénée au cours du temps

BIHZDZ - 32 Hzﬂzl (:)

ot H,0p 52
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En présence d'une réaction chimique, la concentration de H;0,
dépend du couplage entre la diffusion et la réaction ; sa variation est la
somme de deux termes, le premier terme étant le terme de diffusion donné
précédemment C) et le deuxieme terme étant le terme de réaction chimigue

donné par 1l'équation de Michaelis-Menten

réaction
chimique

ot Km est la constante de Michaelis de la catalase et Vm la vitesse de réaction
maximum. La concentration d'eau oxygénée & l'intérieur de la membrane est déter-

- minée par 1'équation suivante, & température constante (58)

3|H202| 82[H202| H,0, _
- D * UM et = O G

ot Hz0, 552

6-2 - Evolution de la température dans la membrane au cours du temps

Le flux de chaleur dans la membrane, c'est-a-dire la quantité de
chaleur qui traverse la membrane par unité de surface et par unité de temps,

peut s'écrire, en supposant qu'il n'y a pas de convection & l'intérieur de la

membrane solide (B6)

3=-2 & ©)

ol O désigne la température et A est la conductivité thermigue de la membrane.

La variation de température au cours du temps est donnée par :

30 A 3%
t_p.C'axz @

ol p est la masse volumigue et ¢ la capacité thermique de la membrane.
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6 [H20,]
] f o t e
6, %
| | [H20,]
Km
5 k-
’
U4
O & "i 0 HM"
- . A g X
-e/2 0 e/2

Figure 20 - PROFILS DE TEMPERATURE ET DE CONCENTRATION EN H,0,
A L'INTERIEUR DE LA COUCHE ENZYMATIQUE

calculés pour 1'état stationnaire ( ) et non
stationnaire (----) - AH.DH .
unité de température : 2-2_ . Km (°C)
A
. e?
unité de temps : 5 (s)
h20,

e : épaisseur de la couche enzymatique
unité de concentration : Km

6o température extérieure.
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. La réaction étant exothermique, la quantité de chaleur dégagée

produit une élévation de température par unité de temps égale a

AH H202
pc Km + [Ho0O»p

De la méme fagon que la concentration en eau oxygénée, la tempé-
rature 6 dans la membrane dépend du couplage entre la diffusion et la réaction,
sa variation est épgale & la somme du terme de diffusion (:) et du terme de

réaction chimique que nous venons d'écrire : (67).

3 A 326 _ AH Ho0,]
5t B-E.;(—z- -D—C-.me;L[H—ZJD—Zj—D @

Les profils de température et de concentration en eau oxygénée &
1'intérieur de la membrane enzymatigque ont été calculés par analyse numérique

et sont donnés sur la figure 20.

A 1'état stationnaire, nous avons : 29_= 0, ég%393]= 0

Les équations (5) et (:) peuvent étre additionnées, apres avoir
multiplie (:) par %g : du fait de cette addition, le terme de réaction dispa-

rait et nous avons

2 2
AH . D . @[He0] , , g% _ ©)
H202 dx? dx?

cette équation donne, une fois intégrée

Ad6 d[H20,]
S = MR Dy o SRR ek
o0 K est la constante d'intégration et AH est 1l'enthalpie moyenne de réaction

dans l'intervalle de températures considéré.

La symétrie de la membrane impligque que, dans sa partie centrale,

le flux de chaleur - %59 ), aussi bien que le flux d'eau oxygénée
( - DHzDZ .-ELgiggjjsont égaux & zéro, par conséqguent la constante d'intégration

K est nulle aussi.
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Ceci nous montre que, en régime stationnaire, la vitesse du
transfert de chaleur est proportionnelle & la vitesse de diffusion de H.0,
a travers la surface unité. Aprés intégration de et en tenant compte
de la symétrie du systeme, nous trouvons que la température 6 & 1'intérieur
de la membrane dépend de la concentration du substrat H»0, par la relation

suivante

AH.D
6 - Be = - ____X_E_Z_EZ_ [HzDZJ - [HzDz]B @

les conditions limites sont les suivantes

r
[HZDZJ = [HZDZJQ: X = t -;— , t 20
J 8 = Be s x = F 5 t >0
[H202] = 0 , SZ<x<3Z ,t=0
8 = fe , - §-< X <-§ , t =0

e désigne la température & 1’'interface de la couche enzymatique
et de la solution de H;0, et [HZDZJB est la concentration de H20, a la méme

interface.

Nous pouvons noter que cette interface est la méme de part et

d'autre de la membrane puisgue le systéme considéré est symétrigue.

La relation (:) nous montre que plus la concentration de H;0;
utilisée est grande, plus la température & 1'intérieur de la membrane est

grande.

Dans un domaine o0 les températures varient considérablement, il

est impossible de considérer D comme constant, D varie avec la tempé-
Ha02 H202

rature suivant une loil exponentielle

- E/RS

B0, = Pop,o, - © (68)

I1 en va de méme pour AH (loi de VANT'HOFF) et Vm (loi d'ARRHENIUS).
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La deuxieme loi de Fick donnant la variation de la concentration

de l'eau oxygénée au cours du temps devient

3lH202| _ 3& D 9|H»0,
X

ot H202 ' 9x

Le probléme des paramétres variables (D, AH, Vm) n'a pas encore

été traité ; il est en cours d'étude dans le cas de 1'état stationnaire.

VIT - CONCLUSION :

_ La catalase, catalyseur biologique spécifique de la réaction de
décomposition de 1'eau oxygénée, peut &tre utilisée en solution ou sous la
forme fixée ; cette derniére lui permet d'&tre plus stable et plus résistante

~

a l’attaque de 1l'eau oxygénée.

Un catalyseur biclogique est, plus gue tout autre, sensible & la
chaleur : nous retiendrons des expériences décrites l’avantage & retirer d'un
refroidissement conséguent, pour éliminer les calories produites par la réac-

tion et par suite maintenir 1’'activité de 1l'enzyme.

Un capteur thermique & catalase peut étre utilisé pour déterminer
la concentration d'une solution d'eau oxygénée : la température maximale de la
décomposition de 1'eau oxygénée donnée par celui-ci étant directement reliée

4 la concentration cherchée.

La présentation de 1'enzyme fixée cholsie sera celle d'une mousse
présentant le plus de surface possible au mélange réactionnel. Les plagues de

mousse enzymatigque peuvent étre préparées a 1'avance et conservées au froid

pour garder la plus grande partie de leur activité.



- 56 -

L'étude d'un modele théorique de la diffusion-réaction permet de voir que c'est
au milieu de la membrane que la température est la plus élevée et qu'a 1l'état
stationnaire, elle est proportionnelle & la concentration de 1l'eau oxygénée
employée si nous travaillons dans un domaine ol le coefficient de diffusion de

1'eau oxygénée varie peu.

Dans le but de faire baisser la température dans la membrane, nous
avons construit plusieurs réacteurs avec différents types de refroidissement ;

ces réacteurs sont décrits dans la Deuxidme Partie.
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DEUXIEME PARTIE

Etude d'un réacteur enzymatique utilisant la catalase
fixée'pour la décomposition de 1'eau oxygénée
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Dans ce chapitre, nous chercherons 3 mettre en pratique les ré-
sultats obtenus dans la partie précédente concernant la décomposition cata-
lytique enzymatique de 1'eau oxygénée en vue de la production, si possible

en continu, de 1l'oxygene.

La catalase, immobilisée de la maniére décrite précédemment, peut
8tre utilisée pour la production d'oxygéne & partir des solutions d’eau oxy-
génée. Aucun auteur n’a, & notre connaissance, parlé de 1l’effet thermique,
c'est pourquoi nous essaierons de réaliser un réacteur ol sera mis en évidence
1'aspect exothermique de la réaction, ce phénoméne se manifestant par une élé-

vation progressive de la température du catalyseur.

Nous avons vu gue la catalase fixée et gardée au froid conservait
la plus grande partie de son activité. L'eau oxygénée, quant a elle, ne pose
pas de probléeme de stockage. Nous disposons ainsi d'une source d'oxygéne faci-

le 3 utiliser.

Nous pouvons donc par exemple .envisager son emploi pour la respi-
ration d'une personne. Suivant les efforts, la consommation d'oxygéne envisagée
pour une personne se situe entre 0,4 litre par minute et 1,5 litre per minute,
autrement dit entre 24 litres par heure et 90 litres par heure, ce qui corres-
pond respectivement & : 1 mole et 4 moles d’'oxygéne par heure. Nous nous fixe-
rons comme but de construire un générateur d’'oxygene qui pourra fournir 30

litres d'oxygéne en une heure.

L*enthalpie de décomposition de 1'eau oxygénée pure est de
- 23,44 kcal par mole d'eau oxygénée décomposée & 25°C et sous 1 atmosphére ;
étant donné gue la production d'une mole d’oxygéne met en jeu deux moles d’eau
oxygénée, la quantité de chaleur libérée par la réaction de décomposition du

liquide pur sera située entre 47 kcal/heure et 188 kcal/heure.

Dans cette étude, nous porterons notre intérét vers la production
d'oxygeéne et la nécessité d'évacuer les calories, la cinétique de la réaction
et les aspects plus théoriques ayant fait 1'objet de la premiére partie du

mémoire.
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Eau froide
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- 0, vers compteur 3 gaz
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Figure 21 - REACTEUR I ENZYMATIQUE A AILETTES FIXES.
Schéma de montage.

diamétre réacteur : 45 mm ; hauteur réacteur : 390 mm
diamétre des ailettes : 18 mm.

débit de H,0, : Fo = 1 Titre/heure

hauteur totale des ailettes : 210 mm.
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I - PREMIER MODELE DE GENERATEUR D'OXYGENE A CATALASE FIXEE :

1-1 - Description du générateur d'oxygéne :

Ce réacteur est un systéme composé d'un tube inoxydable sur .lequel
sont soudées des ailettes inox de 18 mm de diamétre, écartées de 6 mm. Le cylin-
dre & ailettes est recouvert d’une couche enzymatique insoluble réalisée sui-
vant la méthode décrite dans la 1ére partie (paragraphe 2-2-1-4). Le refroidis-
sement s'effectue par circulation d’eau froide 3y 18°C dans le tube intérieur

avec un débit de 890 1/h, le montage est donné figure 21.

1-2 - Conduite de la réaction

~

Dans le réacteur vide de liquide, contenant le cylindre & ailettes
recouvert de mousse enzymatique reproduit sur la figure 21, sont placés d’'abord
50 cm?® de tampon phosphate & pH 6,8. Un remplissage du réacteur s'effectue ensuite
& 1'aide d’eau oxygénée environ 5 moles par litre & raison de un litre par heure ;
la production d’'oxygéne est alors mesurée en fonction du temps. La réaction

~

s'effectue & débit d'eau oxygénée fixe Fo = 1 litre par heure.

1-3 - Résultats :

La réaction démarre treés vite et pendant dix minutes de marche, on
constate un certain manque d'efficacité de la réfrigération par 1'eau : au niveau

supérieur du liquide dans le réacteur, la température augmente de 8 & 9°C environ.

La figure 22 donnant le débit d’oxygéne en fonction du temps nous
montre que nous n'avons pas obtenu un débit régulier (rapport 5/1 entre le début
et la fin de 1l'expérience), mais par rapport aux premig&res expériences avec une
membrane enzymatique ol le débit initial et le débit final étaient dans 1le

rapport 50/1 (figure 14), un progrés est réalisé dans la régularité du débit

d’oxygéne , ce qui démontre 1'intérét du principe du réacteur.

Des prélevements de 0,2 cm® sont effectués & intervalles réeguliers &
1’aide de micro-pipettes, et sont dilués 1000 fois pour 1l'analyse par spectro-
photométrie U.V., afin d'assurer un contrdle de la concentration en eau oxygénée

dans le réacteur.
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Figure 22 - EVOLUTION DU DEBIT D'OXYGENE AU COURS DE LA REACTION
ENZYMATIQUE - Réacteur I & ailettes fixes.
m catalase : 40 mg ; [H,0,] initial = 4,4 moles/]
débit K,0, : 1 1/h ; v tampon pH 6,8 = 50 cm®.
[H202] (moles/1)
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Figure 23 - EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN H,0, AU COURS DE LA
REACTION ENZYMATIQUE.

Réacteur I a ailettes fixes.



- 63 -

La courbe représentative de 1'évolution de la concentration, donnée
par la figure 23 montre que la concentration moyenne en eau oxygénée est élevée
(3,4 moles/1) dans le réacteur. Nous essaierons d'alimenter le réacteur en eau

oxygénée avec un débit moins &levé.

La production d'oxygéne envisagée étant d'environ 30 litres pour une
heure, la production horaire de 16 litres obtenue par le dispositif & ailettes
fixes en constitue une bonne approche. Nous devons apporter des améliorations a
ces premiers résultats, en recherchant 1'cbtention d'une réaction plus douce au
départ et celle d'un débit d'oxygeéne plus régulier. D'autre part, il n'y a pas
de brassage permanent du liguide dans le réacteur, donc pas de convection forcée,
et le transfert thermique ne se fait pas convenablement ; par conséquent nous

ajouterons une pompe de recirculation au prochain montage.

IT - AUTRE MODELE DE GENERATEUR D'OXYGENE A AILETTES FIXES : REACTEUR 1T :

Quelgues ailettes supplémentaires sont soudées au cylindre ; 1a

pnmpe de recirculaetion a un débit dfenviron 60 litres & l1l'heure et la hompe

péristaltique assure l'introduction réguliére de 1'eau oxygénée [figure 24)}.

2-1 - Conduite de 1la réaction

Le réacteur contient initialement 300 cm® de tampon phosphate de
pH 6,8 dans lequel baigne le cylindre 3 ailettes recouvert d'enzyme. L'eau
oxygénée de concentration .environ 10 moles par litre, est intraduite, au cours
de trois expériences successives, aux vitesses correspondantes suivantes

800 cm3/h, 450 cm®/h et 350 cm®/h.
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Figure 24 - REACTEUR II A AILETTES FIXES. MONTAGE.
hauteur totale du réacteur : 390 mm.
scylindre @ ailettes recouvert d'enzyme de longueur 224 mm ;
diamétre du réacteur : 45 mm ;
hauteur maximum de liquide dans le réacteur : 330 mm ;
surface d'échange apparente : 126 cm?
@ pompe péristaltique ® prélévements.



donnés dans le tableau 4

2-2 - Résultats :

Les résultats des expériences menées avec le Réacteur II sont
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v initial m catalase S échange vitesse Vo, recueilli
de tampon apparente d'introduction au bout
(en cm®) (en mg) (em?) de Hy0, d'1 h (en 1)
(en em®/h)
300 50 126 800 15
300 50 126 450 21
300 50 126 350 22

Tableau 4 : Performances du Réacteur II pour des vitesses

d'alimentation en Hy0, 10 moles/l1 différentes.

Les courbes 25 représentent la variation du débit d’'oxygeéne en
fonction du temps, pour les trois réactions de décomposition. La faible pro-
duction de gaz lors de la premiére expérience est die & une addition trop
impoptante d’'eau oxygénée concentrée, ce qui provogue une dénaturation rapide
de 1uenzyme. Les meilleures conditions de déroulement de l'expérience sont
celles ol la vitesse d'alimentation en eau oxygénée est la plus faible, c’'est-
ad-dire égale & 350 cm® par heure, d'aprés la figure 26. La valeur moyenne de
la concentration correspondant & cette vitesse d'introduction d'eau oxygénée
n'est que de 1,7 mole/l, alors gu'elle est de 5 moles/1 pour une vitesse
d'alimentation en eau oxygénée concentrée de 800 cm® par heure. Nous avons

donc intérét a utiliser dans le réacteur une concentration en eau oxygénée

suffisamment faible.

Le systéme 3 ailettes fixes n'est pas trés pratique, tant pour

le nettoyage des ailettes gque pour la répartition da mélange enzymatigue.
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Figure 25 - EVOLUTION DU DEBIT D'OXYGENE AU COURS DE LA REACTION
ENZYMATIQUE POUR DES VITESSES D'ALIMENTATION DIFFERENTES.
Réacteur II a ailettes fixes.
m catalase : 50 mg ; v tampon pH 6,8 : 300 cm® ;

S échange : 126 cm?
vitesses d'introduction de H,0, : - a - 800 cm®/h,
- b - 450 cm3®/h ; - ¢ - 350 cm®/h.
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Figure 26 - EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN H,0, AU COURS DE LA
REACTION ENZYMATIQUE POUR DES VITESSES D'INTRODUCTION DE

Ho0, DIFFERENTES : - a - 800 ecm3/h ; - b - 450 cm®/h
- ¢ - 350 cm®/h. '
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D'autre part, au cours des expériences menées avec ce type de
réacteur, nous constatons gque pendant une heure seulement de marche, la
concentration moyenne de 1'eau oxygénée est élevée, et par suite la tempé-

rature, plagant ainsi l'enzyme dans des conditions de travail difficiles.

Nous construirons un nouveau modéle de réacteur moins compact,
ol chague disque de mousse de catalase sera en contact sur toute sa surface,
.avec un disque de métal assurant une meilleure évacuation de la chaleur

produite.

111 - REALISATION PRATIQUE DE SYSTEMES DEMONTABLES : REACTEURS TI1, IV et U :

3-1 - Description du montage et préparation de la mousse d'enzyme

Un réacteur plus grand, est monté de la méme fagon gue précédem-
ment (figure 27). Il est constitué d'on cylindre 3 ailettes démontables : ce
sont des rondelles en acier inoxydable de 28 mm et-50 mm de diamétre. Les
rondelles de métal, de 1 mm d'épaisseur, sont recouvertes de mousse enzyma-
tique de la fagon suivante : elles sont disposées dans un bac & petits bords
dans lequel on verse le mélangé enzymatigue ; le mélange une fois "pris”, les
rondelles sont découpées & 1'emporte-piéce (Réacteur III, figure 28). Ces
disques peuvent &tre formés aussi sans le support du métal, en faisant atten-
tion de ne pas les briser (Réacteurs IV et V). La quantité de catalase est

d’environ 2 mg sur une petite rondelle et 8 mg sur une grande.

Pour éviter une dénaturation trop rapide de la catalase par un
contact direct avec l'eau oxygénée concentrée, le réacteur est rempli de
tampon phosphate & pH 6,8, ce gui permet la dilution de 1'eau oxygénée juste
avant la réaction.

Le refroidissement par l'eau est toujour; utilisé et le brassage
du liquide est maintenu tout au long de la réaction de la fagon dé&ja décrite.
Etant donné que le débit de 1’eau de refroidissement est relativement é&levé

(90 litres/heure), la température de l'eau & la sortie est pratiquement la

méme qu'a l1'entrée (& 18°C).
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Figure 27 - REACTEUR A AILETTES DEMONTABLES, MONTAGE.

@ pompe péristaltique @ prélévements
diamétre du réacteur : 64 mm ; hauteur du réacteur : 380 mm
hauteur de 1'empilement des plaquettes : 230 mm.
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3-2 - Réacteur III, présentation et performance :

I1 se compose d'un empilement de rondelles d'acier inoxydable
grandes et petites alternées, soutenant les disques de mousse enzymatique
(figure 28) ; chaque ensemble inox + enzyme est séparé du suivant par une

entretoise de 5 mm de hauteur.

3-2-1 - Conditions expérimentales :

Elles sont les suivantes

masse de catalase : 180 mg
vitesse d’alimentation en eau oxygénée environ 10 moles/1 : 60D cm®/h
volume initial de tampon & pH 6,8 : 800 cm?
surface réactive : 420 cm?

3-2-2 - Résultats :

Nous avons obtenu un volume d'oxygéne de 43 litres au bout d'une
heure. Le débit de gaz devient trés important (1,1 litre a la minute) lorsque

la totalité de 1'enzyme est atteinte par 1'eau oxygénée (figure 29).

La figure 30 donnant 1'évolution de la concentration en eau oxygénée
au cours du temps montre que celle-ci atteint presque 2 moles/l1 au bout d’une

heure & peine de fonctionnement.

La forme de ces cpurbes est die au fait que les plagques de mousse
enzymatique, n’'étant pas maintenues, se décollent des rondelles d'inox. En se
déformant, elles offrent une surface grande et inégale & 1'attague de l’eau
oxygéneée. Cette augmentation de surface n'est pas compensée par ure meilleure
évacuation des calories ; celle-ci, au contraire, n'est pas bonne, étant
donné que les disques d'enzyme ne restent pas plaqués contre les disques de

métal.

Nous avons essayé de perfectionner ce systéme en maintenant les pla-
gues de mousse de catalase, pour une parfaite adhérence, contre les rondelles

d'inox.
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Figure 29 - EVOLUTION DU DEBIT D'OXYGENE AU COURS DE LA REACTION
ENZYMATIQUE - Réacteur III.
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Figure 30 - EVOLUTION DE LA CONCENTRATION DE H,0, AU COURS DE LA
REACTION ENZYMATIQUE - Reéacteur III.
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Figure 28 : REACTEUR III : les plaques de mousse enzymatique
ne sont pas maintenues sur les plaques d'acier
inoxydable.
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Figure 31 - REACTEUR IV : chaque plaque de mousse d'enzyme
est comprise entre deux rondelles d'inox perforé.

onzyme R inox Perfore
l I inox plein
e N

Figure 32 - REACTEUR V : position de la couche de mousse
enzymatique et des différentes plaques d'inox.
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3-3 - Réacteurs IV et V, présentaticn et performance

Le réacteur & ailettes démontables est amélioré de deux facons

- soit en maintenant immobiles les plagues d'enzyme entre deux

rondelles d'acier inoxydable perforé ; la plague perforée permet

le départ des calories tout en rendant possible 1'arrivée du

substrat (Réacteur IV, figure 31).

- s0it en plagant chaque rondelle de mousse enzymatique entre un

disque d'inox perforé pour la maintenir et un disque d'inox plein

pour une meilleure évacuation de la chaleur produite (Réacteur

V, figure 32).

Un calcul simple montre gue 1'adjonction de la rondelle d'inox per-

foré diminue de moitié la surface de contact de 1’enzyme avec 1l'eau oxygénée

chague ensemble représenté par la figure 28, 31 ou 32 présente donc la méme

surface de contact S au mélange réactionnel.

La plus grande épaisseur des présentations 31 et 32 ne permet pas

d'utiliser dans les réacteurs IV et V un empilement aussi important gue celui

du réacteur III, ce qui limite la surface réactive dans ces moddles & 300 cm?

(la surface d'échange était de 420 cm? pour le réacteur III).

3-3-1 - Conditions expérimentales :

Elles sont les suivantes

Réacteur IV

masse de catalase 130 mg
vitesse d’'alimentation en H,;0, environ 10 moles/1 : 8650 cm®/h
volume initial de tampon & pH 6,8 : 900 cm®
surface réactive : 300 cm?

3-3-2 - Résultats :

2860
650
900
300

Réacteur V

mg
em®/h

cm?

sz

Dans le réacteur, les bulles d'oxygéne se décollent bien de 1'en-

zyme et les rondelles d'inox perforé assurent un maintien correct des plagues

d'enzyme.
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La figure 33 nous montre le volume d’oxygéne obtenu avec les

réacteurs au cours de la premiére heure de fonctionnement, la figure 34

nous donne la production d'oxygéne totale obtenue au cours du temps d’utili-

sation.

Les résultats du

réacteur III sont rappelés pour comparaison.

Présentation S réactive Yo, (1) %o, 1/cm? Vbz (1)
(cm?) 1h 1h 3 h
Réacteur III Figure 25 420 43 0,102 74
Réacteur IV Figure 28 300 26 0,087
Réacteur V Figure 29 300 39 0,130 72

Tableau 5 : Performance des réacteurs & ailettes mobiles.

La version du réacteur retenue (figure 32, Réacteur V) a permis
de fournir 39 litres d'oxygéne en une heure. Le débit de gaz maximum instantané

est de 0,9 litre par minute.

La figure 35 donnant 1'évolution de la concentration dans le
réacteur au cours du temps, nous montre gue dans le Réacteur V, la concentra-
tion reste inférieure & 1 mole par litre pendant la premi&re heure d'utilisa-
tion, alors gue pendant le méme temps, elle atteint 2 moles/1 dans les Réac-
teurs III et IV. Le Réacteur V travaille & une concentration d'eau oxygénée
moyenne faible de 0,5 mole/l au cours de la premi&re heure de fonctionnement.
Noug voyons sur la figure 36 gqu'’au cours d'un temps plus long (2 heures
15 mn) la concentration moyenne en eau oxygénée augmente elle est de 1,3

mole/l dans le réacteur le nombre de sites actifs diminuant, 1l'activité
de l'enzyme fixée est plus feible et entraine une décomposition moins impor-

tante de 1'eau oxygénée.
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Figure 33 - PERFORMANCE DES REACTEURS III, IV, V DURANT LA PREMIERE
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Figure 34 - PERFORMANCE DES REACTEURS A AILETTES MOBILES AU COURS

DU TEMPS D'UTILISATION.
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Figure 35 - EVOLUTION DE LA CONCENTRATION DE H,0,
PENDANT LA PREMIERE HEURE D'UTILISATION DES
REACTEURS III, IV et V.

[H20,] (moles/1)
A

X réacteur III
réacteur V

| |
60 120 "t (mn)

Figure 36 - EVOLUTION DE LA CONCENTRATION DE H,0, AU COURS
DU TEMPS D'UTILISATION DES REACTEURS III, IV et V.



- 76 -

IV - CONCLUSION -

Nous choisirons comme modele de réacteur le Réacteur V qui pré-

sente les .avantages suivants sur les précédents

- les plagues d'enzymes sont bien maintenues immobiles par les

rondelles d'inox perforé et 1'é@vacuation des calories se fait convenablement.

- la production d’oxygéne est beaucoup plus réguliére et la déna-
turation de 1'enzyme plus lente. L'objectif de production gue nous nous sommes
fixé : 30 litres/heure, est satisfait pendant deux heures de travail, avec un
réacteur de dimensions modestes.

L'étude de ce réacteur nous a montré que 1'utilisation d'enzymes
pour des réactions exothermiques est possible, un refroidissement important

maintenant l'activité catalytique de 1l'enzyme (64).

Le caractére exothermique de la réaction nous a permis de voir
1'influence de la température au cours de la réaction enzymatique. Ce paramétre
ne joue pas seulement le rdle d'augmenter la vitesse de la réaction comme le
prévoit la loi d’Arrhénius mais il produit aussi une désactivation de 1'enzyme
au fur et & mesure de son &lévation. Aux basses températures c'est la loi
d'Arrhénius qui gouverne la cinétique : la vitesse augmente avec la tempéra-
ture, mais dés que la température devient trop importante, c'est la cinétique
de dénaturation qui 1'emporte. Ceci nous conduit & chercher quel effet peuvent
avoir, a part la température, d'autres paramé@tres tels que la pression sur une

réaction enzymatique de ce type, qui conduit & la production de gaz a partir

d’une phase liquide.
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TROISIEME PARTIE

Etude de la décomposition de 1'eau oxygénée
par la catalase fixée sous pression
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Nous ne connaissons pas d'étude faite sur le fonctionnement de
la catalase fixée sous une pression supérieure & 1'atmosphérique, c’est
pourquoi nous nous sommes proposés d’observer son comportement lors de la
décomposition de 1'sau oxygénée sous des pressions allant jusgu'a 5 atmos-
phéres. Nous n'avons pas &tudié 1l'enzyme en solution sous pression, celle-ci
ne présentant que peu d’'intérét pratique.

Dans la troisieme partie, nous développerons 1'étude de cette
cinétique enzymatique autour des 3 variables pression, température et concen-
tration en eau oxygénée : d'abord en fonction de la pression pour une tempé-
rature et une concentration en eau oxygénée constantes, ensuite en fonction
de la température pour une pression supérieure & la pression atmosphérique et
une concentration constante, et enfin en fonction de la concentration en eau

oxygénée pour une pression supérieure & 1'atmosphérique et une température

constante,

Avant d'étudier la réaction de décomposition sous pression de
2 a 5 atmosphéres, nous effectuerons une premiére série d'expériences sous

des pressions plus faibles.

I - UTILISATION DE LA CATALASE FIXEE SOUS PRESSION DE 1,2 A 1,5 ATMOSPHERE :

L'appareil utilisé est en verre, le balloh de réaction, de 1
litre est relié par un tuyau en téflon & la colonne de mercure qui impose la

pression ; le montage est décrit sur la figure 37.

La catalase utilisée a une activité de "4500 unités/mg, elle est
présentée sous forme de mousse de dimensions : 4 cm x 2 xm x 0,5 cm préparée

avec le mélange suivant

masse de catalase = 4 mg
volume d'albumine humaine 3 17,5 % =1 cm?
volume de tampon pH 6,8 = 1,8 cm®
volume de glutaraldéhyde 2,5 % = 1,2 cm®

La mousse d'enzyme est conservée pendant 15 heures a - 18°C

avant d’'étre mise en réaction.
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Ho0s
_concentreée

0, vers compteur
a gaz
——————
w
g s —

pompe péristaltique

-

Figure 37 - APPAREILLAGE EN VERRE UTILISE POUR LE FONCTIONNEMENT DE LA CATALASE

FIXEE SOUS 1,2 ; 1,3 ; 1,4 et 1,5 ATMOSPHERE.
D, @, @ : raccords swagelocks
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1-1 - Conditions expérimentales

Elles sont les suivantes

masse de catalase : 4 mg
vitesse d'introduction de Hp0; : 110 cmi®/h
volume de tampon pH 6,8 : 400 cm®

p est égale successivement & 1,2 ; 1,3 ; 1,4 et 1,5 atm.

L'eau oxygénée concentrée (environ 10 moles/l) est envoyée dans
le ballon grace & une pompe péristaltique avec un débit fixe. L'agitation est
assez forte de maniére & maintenir la mousse enzymatique continuellement en
mouvement dans le mélange réactionnel. Le ballon est placé dans un bain de

glace fondante.

La température, le débit d'eau oxygénée, la masse de catalase
et la pression étant fixés, nous suivons la production d'oxygéne au cours
du temps VD2 = f(t).

Au cours de la production d'oxygéne, 1'atmosph&re autour du site
enzymatique est composée d’'oxygéne pur libéré par la réaction : cette pression
est égale & la pression du.gaz existant au-dessus du liquide, & la pression de
la colonne d'eau prés (cette derniére étant tres faible, 2 mm de mercure en
moyenne). S'il y & de 1l'air au-dessus du liguide, la pression considérée est
égale & la pression de 1l'air (augmentée de la tension de vapeur d'eau, tres
faible & cette température) et non & la pression partielle d'oxygene. Nous
pouvons donc utiliser n'importe quel gaz ou mélange de gaz pour assurer la

pression au-dessus de la solution d'eau oxygénée.

" Nous prendrons cependant de 1'oxygéne, dans le but de saturer
en oxygeéne au préalable la solution d'eau oxygénée et d'éviter ainsi de
prendre en compte la quantité de O, dissoute dans le calcul de la produc-
tion d'oxygéne (02 dissous est le méme tout au long de 1'expérience, la
pression étant constante). De 1'oxygéne sous la pression désirée est envoyé

dans le ballon au début de l'expérience.
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0, (1) [H20,] 6
| 1,2 atm
8 .
Ho05
[ ]5 1,3 atm
[Hzoz]u ”’,JK
X
6 |- [Hz 2]3 1,4 atm
[Hzoz]z
1,5 atm
4 _— [HZOZJI
2 b
' ‘ Loget (mn)
60 120 180

Figure 38 - PRODUCTION D'OXYGENE SOUS PRESSION PEU ELEVEE.

[H202], = 0,92 mole/1 [H202]4 = 2,05 moles/1
[H202], = 1,25 mole/1 [H202]s = 2,54 moles/]
[H20.]5 = 1,69 mole/1 [H20,]s = 3,04 moles/1

les volumes VO sont ramenés a la pression atmosphérique.
2
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1-2 - Résultats :

1-2-1 - Production d'oxygéne

Le tableau 6 donne guelques valeurs typiques :

P en atm 1,2 1,3 1,4 1,5
VDz * dégagé au bout d'1 heure (en litres) 4,6 4,3 3,6 2,6
Vbz dégagé au bout de Z heures 6,8 6,1 5,2 3,8
VOz dégagé au bout de 3 heures 8,5 7,4 6,1 4,5

Tableau B8 - Production d'oxygéne de la mousse de catalase sous pression

peu élevée & 21°C

¥ les volumes sont ramenés a la pression atmosphérigue

Les courbes VD = f(t) sont représentées sur la figure 38.
2

Une faible augmentation de pression diminue la vitesse du déga-

gement d'oxygéne de la réaction.

Sur ces courbes Vb = f(t), nous mettons en évidence les courbes
2

d'éguiconcentration en Hy0, présente dans la solution.

1-2-2 - Tracé des courbes d'équiconcentration sur les courbes

VO2 = f(t):

~

Nous calculons la concentration en H;0, dans la solution & chague

instant, qui nous permettra de trouver les points d'équiconcentration.

gquantité de H;0, introduite-quantité de H,0, décomposée
\Y

[H202] dans la solution =
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L'évolution de la concentration de H,0, en fonction du temps

est donc donnée par la relation suivante :

2V
@.t.[HzDz:lo - O2

Dhozjt = v - C)

< débit d'introduction de 1’eau oxygénée
t temps en mn
[Hzozjo : concentration d'alimentation en Hy0;
< \/O2 : volume d'oxygéne dégagé dans les conditions de pression et de
température d'utilisation
- 1 volume d'une mole d’oxygéne dans les mémes conditions
V : volume réactionnel = Vo + D.t
Vo : volume réactionnel initial.

Dans nos manipulations, nous utilisons un débit J de 0,11 1/h,
une concentration d'alimentation en HeOs 9,2 moles/1 et un volume réactionnel

initial de 0,4 litre.

Grace & 1'expression précédente (:) , hous pouvons calculer &
chague instant la concentration en eau oxygénée dans le ballon ; ce gui nous
permet de tracer sur les courbes V = f(t), -les droites d'équiconcentration.

O2
Nous tragons 6 droites sur la figure 38

r [H202]1 = 0,92 mole/1l
Dﬁozjz = 1,25 mole/1
\ [}bﬂzjs = 1,69 mole/l
Dhoz]u = 2,05 moles/1
[HzUz]s = 2,54 moles/1
\ B*zozje = 3,04 moles/1
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1-2-3 - Résolution graphique de la vitesse de réaction :

Nous évaluons la vitesse par la pente de la tangente aux points

d'éguiconcentration, au Facteur‘y_s pres
d Hzozl d[Dz] 2 dVDZ

vV = - = 2 = R
dt dt Y.V dt

v est exprimée en moles 1 ' s !.

Les figures 339, 40 et 41 nous donnent les projections sur les plans
(v, [Hgoi]], ([HzOé];t] et (v,t) de la surface obtenue dans 1l'espace tridimen-
sionnel (temps, concentration, vitesse). Compte tenu de la figure 40 donnant
une concentration de H,0, assez élevée au cours de l’expérience, la figure 39
de 1'évolution de la vitesse en fonction de la concentration met en évidence la

baisse d'activité de l'enzyme sous pression.

1-3 - Conclusion :

Cette premiere étude du fonctionnement de la catalase immobilisée
sous pression peu élevée nous a conduits & trouver gue la vitesse de réaction
diminue quand la pression augmente. Etant donné gue la réaction n'est pas réver-
sible (8), nous pensons que la baisse de la vitesse est diie & la dénaturation
de 1'enzyme, sous l'influence d'une température élevée. I1 faudrait fournir un
débit d’eau oxygénée plus faible pour gue la concentration en H,0, n'augmente
pas aussi rapidement, entrainant 1'élévation de la température au niveau du

site enzymatique.

Cependant, la catalase fixée reste active sous pression, et nous
allons étudier son comportement sous des pressions plus élevées au moyen d'un
autre montage, l'appareillage en verre ne supportant plus ces conditions de

travail.
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10* v (moles.1”'.s71)

140 |-

100~

50}

1 2 [H202] (mO]ES/])

Figure 39 - EVOLUTION DE LA VITESSE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION
DE H,0, DANS LA SOLUTION.

[HZOIZ] (moles/1)

t en mn

I 1 -

60 120 180

Figure 40 - VARIATION DE LA CONCENTRATION DE H,0,- DANS LA SOLUTION
EN FONCTION DU TEMPS.
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10* v (moles. 17'.s71)

[H20,],

1401
100
50
[Hzoz]s
I ] ] - t (mn)
60 120 180

Figure 41 - EVOLUTION DE LA VITESSE EN FONCTION DU TEMPS SOUS

DIFFERENTES PRESSIONS D'UTILISATION.

Pl P=1,2 atm
=YX~ P = 1,3 atm
DLl p = 1.4 atm
O P = 1 5 atm
[H20.], = 0,92 mole/1 [H202], = 2,05 moles/1
(H20;]2 = 1,25 mole/1 [H202]s = 2,54 moles/1

[H202]5 = 1,69 mole/ [H202] 6

3,04 moles/1
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L-tube téflon

oxygéne

{
agitation
|1|'j',|i.

REACTEUR A REACTEUR B
(de travail) _ (référence)

Figure 42 - DECOMPOSITION DE L'EAU OXYGENEE PAR LA CATALASE
SOUS PRESSION DE 2 a 5 ATMOSPHERES - MONTAGE.



1T - ETUDE DU COMPORTEMENT DE LA CATALASE FIXEE LORS DE LA DECOMPOSITION
DE H,0, SOUS PRESSION DE 2 A 5 ATMOSPHERES :

2-1 - Montage :

L'oxygeéne sous pression alimente deux "réacteurs” en paralléle
dont le montage est représenté sur la figure 42. Nous nous servons de 2
fécipients : 1'un appelé réacteur de travail (Réacteur A) ol s'effectue
la réaction de décomposition, 1'autre appelé réacteur de référence (Réac-
teur B) contenant l'eau oxygénée & la méme concentration que celle du
Réacteur A, mais sans enzyﬁe, ceci pour scustraire 1'effet d'une éventuelle
décomposition spontanée de 1'eau oxygénée gui se superposerait & celle dle
a8 l'enzyme. Le mélange réactionnel est composé de 100 cm® d'eau oxygénée a
la concentration choisie ajoutés a 100 cm® de tampon phosphate de pH 6,8.
Les deux réacteurs sont reliés par un manométre & mercure sur lequel on
1lit la différence de pression dide & la réaction. Les conditions expérimen-
tales sont choisies telles que la différence de pression n'excede pas la
hauteur disponible sur le manom@tre pendant le temps de 1'expérience. Dans
les calculs, on tient compte de la pression réelle et non de la pression

d'oxygéne initiale.

La régulation de la température dans les deux réacteurs est assu-

rée par un cryostat. L'agitation est 1la méme dans les deux réacteurs.

2-2 - Présentation de 1'enzyme fixée

La masse de catalase utilisée est toujours la méme : 1,5 mg.
L'enzyme est présentée sous forme d’'une mousse cylindrique, le mélange enzy-

matique s'effectuant toujours dans les proportions suivantes

masse de catalase : 2 mg
volume d’albumine humaine & 17,5 % : 0,5 cm®
volume de tampon phosphate & pH 6,8 : 0,9 cm?

volume de glutaraldéhyde & 2,5 % : 0,6 cm?
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Le cylindre de mousse enzymatique est placé dans un petit cylin-
dre d'acier inox de 8 mm de diamétre et de 15 mm de hauteur gui permet d'a-
lourdir la mousse et de présenter au mélange réactionnel deux disques iden-

2, L'expérience nous a amenés & prendre un

tiques de surface totale : 1 cm
cylindre assez haut : la mousse d’'enzyme est ainsi assez épaisse et ne se
coince pas entre le serpentin de régulation de température et le réacteur et

elle est assez lourde pour rester au fond du réacteur.

Le cylindre contenant la mousse enzymatigque est posé sur une
plaguette d'acier inox coincée entre deux tuyaux consécutifs du serpentin
de régulation de température ; elle reste ainsi au-dessus du liquide

jusgu'au temps t = O ol elle sera basculée dans le mélange réactionnel.

2-3 - Introduction aux études successives :

La premiére étude concerne l'influence de la pression d'oxygéne
sur la vitesse de la réaction de décomposition de 1'eau oxygénée par la
mousse enzymatique. La réaction est suivie par les variations de pression
Ap autour d'une pression donnée. La concentration en eau oxygénée et la
température de travail étant fixées, nous effectuerons la réaction & des

pressions allant de 2 & 5 atmosphéres.

Dans un deuxiéme temps, la pression et la concentration en eau
oxygénée étant fixées, nous étudierons la réaction & des températures allant
de 5°C & 37°C.

Enfin, nous suivrons la réaction de décomposition & des concen-
trations successives en eau oxygénée allant de 0,05 & 2,5 moles par litre,

la pression et la température de travail étant fixées.

Pour les expériences ol sont étudiées 1'influence de la pression
et celle de la température, la concentration de 1'eau oxygénée utilisée est
de 0,5 mole par litre.

La pression de travail est choisie & 2 atmosphéres pour les

manipulations od la concentration en eau oxygénée et la température varient.
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La température sera maintenue & 5°C pour les expériences ol

nous faisons varier la pression et la concentration de travail.

2-4 - Influence de la pression sur la réaction de décomposition de

1'eau oxygénée par la catalase fixée

Ces expériences sont menées successivement & : 2, 3, 4 et 5
atmosphéres. Les diagrammes de Ap en fonction du temps sont portés sur la

figure 43. La variation de la pression d'oxygéne au cours du temps est

représentée par la figure 44.

2-4-1 - Evolution de la production d'oxygéne au cours du temps :

Pour suivre la cinétique de la réaction, il faut tenir compte

a la fois de la quantité d'oxygéne libéré en phase gazeuse et de la guantité

d’'oxygeéne dissous dans la phase liguide.

2-4-1-1- Production d'oxygéne en phase gazeuse :

Le volume de gaz dans le réacteur de travail (Réacteur A) & un
instant t est égal &

Ap

V(t) = Vo + S.*Z-—-

Vo étant le volume initial de la phase gazeuse

S 1la section du tube manométrigue

Ap la pression & 1'instant t 1lue sur le manom&tre & mercure, exprimée
en mm de Hg.

Etant donné que la section du tube est de 6,5 mm® et la diffé-

rence de pression maximum observée au cours de toutes les expériences 800 mm
de Hg, nous avons

S, Ap max -

5 2600 mm® = 2,6 cm®
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* Ap (mm Hg)
atm
2501
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Figure 43 - DECOMPOSITION DE H,0, PAR LA CATALASE SOUS PRESSION DE
2 A5 atm. Ap = f(t).
conditions expérimentales : [H202] = 0,5 mole/1 ; T = 5°C ;
surface réactive s = 1,2 cm?.
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o, (atm
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Figure 44 - EVOLUTION DE LA PRESSION AU COURS DU TEMPS
LORS DES EXPERIENCES SOUS PRESSION INITIALE

ALLANT DE 2 A 5 ATM.



- 94 -

~

D'autre part le volume Vo utilisé est égal & 110 cm® (ce volu-
me comprend le volume de gaz dans le Réacteur A, dans le tuvau raccord et
dans le manométre au temps initial), nous pouvons considérer qu’au cours de
la manipulation la variation maximale de volume gazeux dlie & la production
d'oxygeéne peut 2tre négligée dans ces conditions expérimentales. L'erreur

commise sera donc inférieure ou égale 3 2,4 %.

Le volume gazeux dans le Réacteur A sera donc considéré comme

constant et égal & 110 cm®.

La pression du gaz dans le réacteur de travail a un instant t

s'écrit

P(t) = po + Ap + &p

po étant la pression initiale régnant dans les deux réacteurs.

Ap la différence de pression diie & la production d'oxygéne dans le réacteur de
travail.

S§p étant la pression supplémentaire die 3 la compression du gaz du cfté du

-

réacteur de référence et qui s’'ajouterait & la pression initiale po.

L'évaluation de 8p donne

Le nombre de moles de gaz dans le réacteur de référence étant
constant, 1'augmentation de volume die & 1'augmentation du nombre de moles
d’'oxygéne dans le réacteur de travail provoque une compression du gaz dans

le réacteur de référence.

3i nous considérons une valeur maximale de la différence de

pression lue Ap d'environ 1 atmosphére, nous avons

po.Vo = {po + 8p) (Vo - 6V)

ol 8V maximum est égal & 2,6 cm® et ol le terme Sp.8V peut Btre négligé
devant les autres termes. Ce cas le plus défavorable ol Ap est maximum se
produit lors de la manipulation ol po est de 2 atmosphéres (et la concentra-

tion en eau oxygénée de 2,5 moles/1).
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Dans 1l'expression précédente, il vient

po.8V = 5,2. atm. cm®
}
8p.Vo = §8p.110 cm?®
5,2
(SD = T’Tﬁ 0,047 atm

cette guantité, dans nos conditions expérimentales, peut 8tre négligée
devant la différence de pression lue et devant la pression initiale ; nous

prendrons alors la pression du gaz dans le réacteur de travail égale &

P = po + Ap lue

Le nombre de moles d'oxygene sous la forme gazeuse produites par

la réaction se calcule par :

Py, .V gazeux
R.T.

n. gazeux =

Oz

ol Poy est exprimée en atmosphéres
V gazeux = 0,11 litre |

R = 0,082 1. atm. °K !

T en °K

2-4-1-2 - Production d'oxygéne en phase dissoute :

Nous supposons que l'équilibre 02 dissous < 0, gazeux est réalisé
a chaque instant (en effet, la vitesse de passage de la forme disscute a la

~

forme gazeuse est grande par rapport & la vitesse de la réaction) et donc

~

soumis & la loi de Henry.

La loi de Henry donne la concentration en oxygeéne [OZJHzo dissous

dans l’eau et dans une solution aqueuse d'eau oxygénée [DZJHZD + Hp0p

[OZJHZD = K' DDZ et [DZ:IHZU + €H202 = K" DDZ
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et si nous supposons que k = k' aux faibles teneurs en eau oxygénée
p

[oszZD = = k.Pg,

[02] Ha0 + €H,0,

La loi de Henry peut s’écrire (69)

==

K ou 0, KH.p02 avec KH

po, s'exprime en mm de Hg, on est la fraction molaire de 0, disscus dans

la solution.

t(°c) 0 5 10 12 20 37
-7

107" k 1,91 2,17 2,48 2,57 2,95 3,99

1077 K, 0,52 0,46 0,40 0,39 0,34 0,25

Tableau 7 - Valeurs de la constante de Henry & diverses températures

K est exprimée en mm de Hg par fraction molaire de 0, dissous

dans la solution ; KH est exprimée en fraction molaire de O,

dissous dans la solution par mm de Hg.

La fraction molaire en 0, s'écrit

X - nombre de moles de 0O, dissous

+ N +n
n02 H20 H20,

_ Dg NV
- [02].V + [H0].V + [H205].V

o0 V est le volume de la solution.

Comme la concentration de 1'oxygéne en phase dissoute et la
concentration en eau oxygénée sont faibles devant la concentration de 1'eau,

nous pouvons écrire, aprés simplification de 1'expression précédente

[b21 dissous _
[H20] = Ky-Po,
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Le nombre de moles d’oxygéne sous la forme dissoute produites
par la réaction se calcule par :
n dissous = [02] dissous x V
02
avec les valeurs numériques suivantes

V = 0,2 litre
[H20] = 55 moles/litre.

La variation du nombre total de moles d’oxygene produites par la
réaction en fonction du temps est donnée par la figure 45, le nombre de moles
produites par la réaction sous deux atmosphéres est supérieur & celui obtenu
sous cing atmospheres, nous allons chercher la répercussion de ce résultat

sur la vitesse de la réaction.

2-4-2 - Cinétique de la réaction :

La vitesse de la réaction s'exprime par

elle peut s'écrire aussi, en fonction du nombre de moles d’eau oxygénée

détruites par la réaction

dnHZDZ

e V=T

ol V est le volume de la solution

o dnH202 ., dn02
' dt odt

d'od l'expression de la vitesse en fonction de la variation du nombre de

moles d'oxygéne produites au cours du temps

Oz
dt

<
"
<IN
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. o > - 5 atm
Qo OP=
R A — 4 atm
— 3 atm
<—-—-x..-—x_——x—-x —
B 2 atm
1 L 1 1 1 » t (mn)

40 80 120 150 200

Figure 45 - VARIATION DU NOMBRE TOTAL DE MOLES D 'OXYGENE
PRODUITES PAR LA REACTION EN FONCTION DU TEMPS.
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La variation du nombre de moles d'oxygéne en fonction du temps
étant donnée par la figure 45, les valeurs des vitesses seront obtenues, au
facteur % prés, par les pentes de ces droites respectives.

Les valeurs de la vitesse sont données dans le tableau 8.

p en atm vitesse initiale (moles.l '.s !)
2 15,0 . 10"’
3 13,3 . 107
4 11,7 . 1077
5 9,2 . 107

Tableau 8 - Valeurs de la vitesse initiale de réaction quand la pression

augmente de 2 & 5 atm.

2-4-3 - Concluston :

L'étude de la cinétique nous indique que la vitesse de la
réaction de décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase fixée diminue
guand la pression augmente ; les résultats de cette série d’'expériences
sous pression de 2 & 5 atmosphéres prolongent et confirment les résultats
de celles menées sous pression de 1,2 & 1,5 atmosphére, c'est-a-dire que

1'activité apparente de 1l'enzyme fixée diminue lorsgue la pression augmente.

2-5 - Décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase sous deux

atmosphéres & diverses températures

Les expériences sont faites successivement & 5°C, 12°C, 20°C
et 37°C.
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Ap (mm Hg)
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Figure 46 - DECOMPOSITION DE H,0, PAR LA CATALASE SOUS 2 ATMOSPHERES A
DIVERSES TEMPERATURES. Ap = f(t).

e | = 37°C
oYY Yem: T = 20°C
OGO © T = 12°C
—pmfmmage: T = 5°C
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2-5-1 -_Evolution de la production d'oxygéne au cours du temps :

Les variations de la différence de pression lue en fonction du
temps sont représentées sur la figure 46. Comme précédemment, nous établis-
sons les courbes ng
d'oxygéne et nous permettent de calculer les vitesses de réaction en prenant

) total = f(t) qui nous renseignent sur la production
les pentes des tangentes aux différents points de ces courbes.

La variation du nombre total de moles d'oxygéne en fonction du
temps est donnée par la figure 47. Le nombre de moles d'oxygene est plus éle-

vé au départ & 5°C qu'a 37°C parce que la solubilité de 1'oxygéne diminue

quand la température augmente.
Ces courbes nous montrent gqu'une augmentation de la température

de réaction modifie la production d'oxygéne, la production d'oxygéne la plus

réguliére ayant lieu & température basse.

2-5-2 - (Cinétique de la réaction :

2-5-2-1 - Calcul des vitesses de réaction :

Le calcul des vitesses de réaction aux diverses températures est

donné dans le tableau 9

=
500 12°¢C 20°C 37°C
t(mn}
0 15,0 . 10 7 [ 19,2 . 107 |22,2 . 10" 7|23,9 . 107"
80 15,0 . 10" 7 | 17,5 . 107 {17,7 . 10" "|18,7 . 1077
160 15,0 . 10”7 | 15,1 . 10”7 {13,86 . 10" 7|12,2 . 1077
260 15,0 . 10 7 | 12,17 .10 7| 8,3 .10 7 a,8 . 1077

Tableau 8 - Evolution des vitesses de réaction avec différentes tempéra-

tures (v est en moles,l_l-S’l].
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Figure 47 - PRODUCTION D'OXYGENE EN FONCTION DU TEMPS A DIVERSES
TEMPERATURES. P = 2 atm.
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La figure 48 donne 1'évolution des vitesses de réaction au cours du
temps lors des expériences aux diverses températures. Nous constatons que la
vitesse initiale croit avec la température, provoguant un démarrage plus
rapide de la réaction : la pente de la courbe au temps initial augmente en
effet quand la température est plus élevée. Mais la production d'oxygéne n'est
pas réguliere (figure 47) et baisse au cours du temps d’autant plus rapidement
gue la température de travail est plus grande ; la variation de la pente sur
Chaque courbe au-dessus de 12°C traduit une dénaturation de 1'enzyme par effet

thermique.

2-5-2-2 - Détermination de l'énergie d'activation de la

réaction sous pression

En considérant que la réaction reste approximativement d'ordre 1

sous faible pression jusqu'a 2 atmosphéres et & la concentration utilisée, la

vitesse s'écrit

v = - M: K. [H202:|

dt

Le calcul de la constante de vitesse K aux diverses températures

est donné dans le tableau suivant (Tableau 10)

T (°C) v initiale (moles.1l ‘.s 1) K (s 1)

5 15,0 . 10" 30,0 . 1077
12 19,2 . 1077 38,3 . 107
20 22,2 . 10 7 44,4 . 107
37 23,9 . 10’7 47,8 . 107

~

Tableau 10 - Valeurs des constantes de vitesse de la réaction & diverses

températures.
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Figure 48 - EVOLUTION DES VITESSES DE REACTION AUX DIVERSES
TEMPERATURES
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Figure 49 - DETERMINATION DE L'ENERGIE D'ACTIVATION DE LA
REACTION ENZYMATIQUE A PARTIR DES VITESSES INITIALES

Log K = f (%Q
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La constante de vitesse varie avec la température selon la loi

d’'Arrhénius

K = Ko. e - B/RT

- -1
ol R est égal & 2 cal. mole ' °k

Si nous tracgons (figure 48) la courbe représentative de Log K
en fonction de~%, nous obtenons approximativement une droite dont la pente

indique la valeur du rapport E. La droite, ajustée par la méthode des moin-

dres carrés nous donne
-1
E =~ 2,5 kcal. mole

La valeur que nous obtenons pour 1'énergie d'activation de la
réaction sous pression en présence de catalase fixée est faible comparée aux
valeurs trouvées par divers auteurs pour la réaction sous pression atmosphé-

rique, qui sont

4,7 kcal. mole pour la catalase fongigue fixée trouvée par KOHLER en 1975 (2],
-1

5,5 kcal. mole pour la catalase en solution trouvée par BOULANGER en 1973 (10),

6,4 kcal. mole_1 pour la catalase en solution donnée par WHITAKER en 1872 (70);

2-5-3 - Conclusion :

Dans notre cas, entre les deux expériences extrémes de décomposition
sous pression (5°C et 37°C), 1'augmentation de température est importante
32°C, et la vitesse initiale de la réaction n'est multipliée que par 1,6. De
plus, lors de 1l'expérience menée & 5°C, la dénaturation de 1l’enzyme n'a pas
été observée pendant le temps de 1'expérience. Ceci souligne bien encore une

fois gue nous avons intérét a travailler 3 faible température pour éviter la

dénaturation de la catalase fixée par effet thermigue.

2-8 - Décomposition de 1'eau oxvgénée par la catalase fixée sous deux

atmosphéres & diverses concentrations en eau oxygénée

Nous effectuons cette série de manipulations & basse température

et dans la moins difficile des conditions de pression (2 atmosphéres).
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Ap (mm Hg)
800+ 2,5 moles/1 A 1 mole/1
A
600 . 2
A
400 /N
0,5 mole/1
A
200} 0,25 mole/1
Al A
A
A
A 0,05 mole/1
A A P O O
/ A _ L o —

I i
150 210 t (mn)

Figure 50 - DECOMPOSITION DE H,0, PAR LA CATALASE SOUS 2 atm A DIVERSES
CONCENTRATIONS EN H,0,.

T = 5°C.
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Les concentrations d'eau oxygénée utilisées sont les suivantes : 0,05 mole/l,

0,25 mole/1, 0,5 mole/l, 1 mole/l et 2,5 moles/1.

2-6-1 - Evolution de la production d'oxygéne au cours du temps :

_ La variation de pression lue en fonction du temps est portée sur
la figure 50. Pour deux concentrations (0,5 mole/l et 1 mole/l), la figure 51
représente la variation du nombre de moles d'oxygene produites sous forme
gazeuse, celle du nombre de moles de gaz produites socus forme dissoute et la
somme des deux, c'est-a-dire la variation du nombre total de moles d'oxygene
produites par la réaction. Pour toutes las concentrations utilisées, la
figure 52 traduit 1'évolution de la production totale d'oxygéene eh fonction
du temps. Ces courbes nous montrent que plus la concentration en eau oxygénée
est élevée, plus la production d'oxygene est grands ; mals pour les grandes
concentrations, la production de gaz, trés importante au début, baisse vite,
trés probablement par suite de la dénaturation de la catalase. Par contre,

pour des concentrations plus faibles, nous obtenons une production d'oxygéne
réguliere et nous observons gque l'enzyme ne s'est ni dénaturée, ni inhibée

pendant le temps de réaction.

2-6-2 - Cindtique de la riaction

2-6-2-1 - Calcul des vitesses de réaction :

Les pentes des tangentes aux différents points des courbes nUz
total = f(t) nous donnant les valeurs des vitesses aux diverses concentra-
tions étudiées au facteur %-prés, sont relevées sur la figure 52.

La vitesse initiale croit avec la concentration en eau oxygénés,
mais au cours du temps, les vitesses baissent d'autant plus vite gque la concen-
tration utilisée est élevée (figure 53). Seules les réactions aux faibles concen-

trations en eau oxygénée : de 0,05 mole/l & 0,5 mole/l se déroulent & vitesse

constante.
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Figure 51 - EVOLUTION DU NOMBRE DE MOLES D'OXYGENE EN PHASE
GAZEUSE , EN PHASE DISSOUTE ET DU NOMBRE DE MOLES
TOTAL POUR DEUX CONCENTRATIONS :

----- : [H202] = 0,5 mole/1 ; —— : [H202] = 1 mole/T

10* no, total (moles)

170 |-
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140 |-
NS 0,5 mole/1
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Figure 52 : VARIATION DU NOMBRE TOTAL DE MOLES D'OXYGENE PRODUITES
AU COURS DU TEMPS, A DIVERSES CONCENTRATIONS EN Hz20:

P =2 atm. T = 5°C
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Figure 53 - EVOLUTION DES VITESSES DE REACTION
CONCENTRATIONS EN H,0,.
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Figure 54 - METHODE DE LINEWEAVER-BURK POUR LA DETERMINATION DE
Vm et Km.
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2-8-2-2 - Effet de la concentration en substrat sur la
vitesse initiale de la réaction enzymatique
sous pression :

L'éguation de Michaelis, de la forme :

HoOo

VoV T T, T,

nous permet de déterminer Vm et Km apparents a partir d'un ensemble de mesures

de la vitesse initiale & diverses concentrations en eau oxygénée.

Nous choisirons la méthode connue sous le nom de Lineweaver et

Burk  (71).

1 1
Si nous tracons — en fonction de (figure 54), nous obtenons
¢ \Y [Hzozl &

une droite, qui correspond & la forme réciproque de 1'équation de Michaelis

kmo 1
Vm® Ho02 Vm

1
v

Cette droite coupe 1'axe des Tﬁlﬁ_j en un point qui donne - %E et 1'axe des
2U2

. 1 . . Km
ordonnées T en un point qui donne vm ¢ elle a pour pente um®

La droite obtenue, ajustée par la méthode des mpindres carrés,

nous donne :

-1
Vm 448 moles. 1 .s

et Km = 0,86 mole. 1

La valeur de Km peut aussi se trouver par 1'abscisse du point B
d'intersection de la droite avec 1'axe des TP%EEJ qui donne - %;. Cette valeur
de 0,86 mole par litre trouvée pour Km & 5°C, pH 6,8 sous 2 atmospheres est du
méme ordre de grandeur que celle donnée par la littérature (9), gui est de 1,1
mole par litre & 30°C, pH 7 sous 1 atmosphére pour la catalase en solution.

La valeur que nous avons obtenue est une valeur apparente de Km pour 1'enzyme
immobilisée. En général, cette valeur n'est pas la méme que celle trouvée pour
1'enzyme en solution & cause des phénoménes de diffusion. Nous devons faire
remarquer que cette valeur de Km plus faible indiquerait une affinité plus

grande pour le substrat ; toutefols la précision sur Km est assez médiocre

(figure 54).
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2-7 - Conclusion :

Au cours des expériences réalisées sous pression de 2 & 5 atmos-
phéres, nous avons remarqué que plus la pression est élevée, plus la réaction
de décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase est défavorisée,ceci
exprime une baisse d'activité de 1l'enzyme fixée. Une augmentation de pression
provoque un changement dans la forme du support catalytigue qui se présente
sous la forme d'une mousse : 1'écrasement subi par la mousse lors de 1'éléva-
tion de la pression diminue la sirface active et empéche 1'eau oxygénée

d'accéder facilement aux sites actifs.

L’'influence d'une élévation de température ocu de la concentration
en eau oxygeénee sur la réaction de décomposition sous pression est comparable
a celle qui est constatée sur la réaction & des conditions normales de pression
la vitesse initiale de la réaction augmente avec la température ou avec la
concentration en eau oxygénée, mais en m@me temps, la catalase se dénature plus
rapidement et la production d'oxygéne baisse. Seules les réactions menées &
basse température et en présence de concentrations en eau oxygénée faibles
allant de 0,05 mole/litre & 0,5 mole/litre, ne nous ont pas permis de déceler
de dénaturation sensible de l’enzyme fixée pendant le temps d'utilisation. Ceci
provient du fait que, lors de ces réactions, la quantité de chaleur libérée est
faible et ne provogue pas d'élévation de température, permettant ainsi & la

catalase immobilisée de travailler dans de bonnes conditions.
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CONCLUSION
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L'étude de 1’activité de la catalase immobilisée nous a permis de trouver
1& un catalyseur qui permet une décomposition rapide de 1'eau oxygénée. On peut
facilement préparer 1l'enzyme fixée et en assurer une bonne conservation au froid :
son activité reste la méme pendant un mois et ne diminue que trés légérement au
bout de six mois.
Nous avons montré que 1'activité de la catalase fixée diminue & partir d'un certain
seuil de température. Pour maintenir cette activité, nous avons intérét a travail-
ler dans un domaine de faibles concentrations en eau oxygénée afin de ne pas trop
élever la température ; ceci provient du fait que, la cinétique de la réaction

étant approximativement d'ordre 1 dans ces conditions, la guantité de chaleur déga-

gée est proportionnelle & la concentration de 1'eau oxygénée utilisée.

L'analyse théorique de la diffusion-réaction a permis de voir que la
température de la membrane enzymatique est proportionnelle & la concentration en
eau bxygénée utilisée ; elle atteint sa valeur maximale au milieu de la membrane.
Ces conclusions ne sont valables que dans un domaine assez restreint de tempéra-

tures.

Dans le cas ol il n’est pas possible de travailler & faible concentration,
il est nécessaire de maintenir une température faible au niveau de l'enzyme par un
refroidissement tel que nous 1l'’avons décrit dans la deuxiéme partie. Nous pouvons
penser que, soit par une dilution progressive soit par une membrane protectrice a
gradient de H02 (58), nous pourrions concilier le stockage peu encombrant de 1l'eau
oxygénée concentrée et son utilisation & 1'état dilué nécessaire pour préserver

1'activité enzymatique.

Une application directe de 1l'utilisation de la catalase fixée s'est maté-
rialisée dans le réacteur enzymatique que nous avons construit. Le caractére exother-
migue de la réaction a pu &tre maitrisé grace & la conception et & la réalisation
d'un reacteur qui permet de bien fixer et protéger la couche d'enzyme et d'évacuer
les calories. On empé&che aussi une baisse d'activité trop rapide de 1l'enzyme. Le
reacteur, de dimensions modestes, peut fournir, & la pression atmosphérique, de
l'oxygeéne & raison de 40 litres/heure, & partir de 260 mg de catalase et d'une

2

surface géométrique de mousse enzymatique égale & 300 cm®. Le nettoyage du réacteur
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est aisé du fait de 1'utilisation des ailettes démontables.

Gréce & son pouvoir d'emmagasiner de 1'oxygéne sous un faible volume
(jusgqu'a 478 litres d'oxygéne par litre d’eau oxygénée pure), 1'eau oxygénée nous
permet d'avoir rapidement & notre disposition de 1'cxygéne au moyen du réacteur 2a

catalase fixgée.

L’utilisation, pour 1l'alimentation en oxygene d’une personne, de ce
réacteur sous -la forme décrite ne semble pas poser de probl2mes importants ; il

pourrait &tre utile notamment pour des premiers secours.

Sous pression, nous avons vu que l'enzyme fixée donne lieu & une réaction
comparable & celle sous pression atmosphérique.
A 5°C, 1'utilisation de pressions de plus en plus élevées pour la réaction de
décomposition de 1'eau oxygénée a 0,5 mole par litre provogue une baisse de l'acti-
vité apparente de la catalase fixée.
Des températures de travail trop élevées provoquent, sous pression, une dénatura-
tion rapide de 1'enzyme fixée par effet thermigue.
Les résultats de l'expérience de fonctionnement de la catalase immobilisée sous
2 atmosphéres, & 5°C, en utilisant une concentration en eau oxygénée de 0,05 3 0,5
mole par litre, montrent qu’'il n'y a pas dénaturation de l'enzyme dans ces condi-

tions.

Si la cinétique de la réaction a pu ainsi &tre étudiée jusqu'a 5 atmos-
phéres, l'utilisation du réacteur enzymatique en vue des plongées sous-marines
de courte durée demande, quant & elle, une mise au point ultérieure plus appro-

fondie.
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ERRATA

page 27 - paragraphe 2-2-1-4, 8& ligne : lire tampon phosphate

12 ligne : lire également tampon phosphate.

page 31 - paragraphe 2-2-2-3, 2& ligne : lire micromoles d'eau oxygénée.

page 73 - Tableau 5 - Présentation des réacteurs : Réacteur III : lire Figure 28 ;
Réacteur IV : lire Figure 31 ;
Réacteur V : lire Figure 32.

page 76 - Conclusion, 3& ligne : lire les plaques d’enzyme.

page 85 - 12& ligne : lire pD2

page 396 : 5e ligne : lire egalement pDz












