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Le développement industriel ne se limite plus aujourd’hui au progrès technologique et ne vise 

plus seulement une expansion économique. Le secteur industriel se veut en effet soucieux de 

l’environnement et respectueux du concept du développement durable. 

Pour l’industrie chimique, le volet environnemental constitue une composante essentielle c’est 

pourquoi on assiste aujourd’hui à un essor sans précédent de « la chimie verte » mettant en 

œuvre des procédés et des voies de synthèse dits « propres » réduisant au maximum 

l’utilisation et la génération de produits néfastes pour l’environnement. 

 

Le secteur de la production d’esters aromatiques, qui constituent la classe d’arômes la plus 

répandue dans la nature et la plus utilisée en industrie notamment en agroalimentaire, en 

industrie pharmaceutique, cosmétique et en parfumerie, utilise classiquement des procédés de 

synthèse chimique qui nécessitent l’usage de solvants potentiellement nocifs. Ces procédés 

mettent souvent en œuvre des conditions de haute température et nécessitent plusieurs étapes 

notamment pour la purification finale du produit. 

 

La synthèse enzymatique d’esters impliquant notamment des lipases constitue une alternative 

intéressante qui permet d’une part, de travailler dans des conditions opératoires plus douces, 

et d’autre part de bénéficier d’une plus grande sélectivité ce qui limite la formation de 

produits secondaires et donc le nombre d’étapes nécessaires à la purification du produit. 

Ainsi, la mise en œuvre d’enzymes offre la possibilité d’améliorer le bilan environnemental 

du procédé. De plus, les esters ainsi obtenus sont dotés d’un label naturel ce qui, d’une part, 

les distingue des esters obtenus par synthèse chimique et d’autre part, leur confère une valeur 

ajoutée supérieure puisque la demande du marché des arômes à label naturel ne cesse 

d’augmenter. En effet, le marché Européen des arômes naturels est passé de 17 à 30% depuis 

l’année 1997 et une croissance de plus de 10% sur le marché total des arômes est prévue pour 

les années à venir. 

 

Les enzymes, utilisées comme catalyseur dans ces procédés, présentent un coût relativement 

élevé, ce qui implique souvent la nécessité de les utiliser sous forme immobilisée afin de 

permettre leur réutilisation et d’augmenter leur stabilité. L’immobilisation des lipases sur un 

support membranaire poreux constitue une approche intéressante pour la conduite de réactions 

enzymatiques de synthèse d’esters. Les membranes enzymatiques ainsi obtenues sont alors 

placées dans un réacteur enzymatique membranaire (REM) au sein duquel la réaction a lieu 
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durant le transfert des substrats au travers des pores de la membrane.  La mise en œuvre de 

réactions enzymatiques au sein d’un REM offre alors plusieurs avantages avec notamment la 

possibilité d’opérer en continu et de réduire le nombre d’étapes du procédé biocatalytique en 

assurant à la fois la réaction et la séparation de l’enzyme. Par ailleurs, la mise en œuvre et le 

contrôle du procédé sont facilités ce qui rend en général plus aisée sa transposition à plus 

grande échelle. Plusieurs méthodes d’élaboration des membranes enzymatiques qui 

constituent le cœur du REM ont été développées. On peut citer la méthode développée à 

l’Institut Européen des Membranes à partir d’un support inorganique : une couche de 

polymère est déposée sur le support puis activée par un agent bi-fonctionnel - le 

glutaraldéhyde -  auquel les enzymes sont fixées ensuite par liaison covalente. Les avantages 

de cette méthode résident d’une part dans le choix du support inorganique qui offre plus de 

résistance chimique et physique que les supports organiques et qui peut être régénéré par 

lavages acides et basiques classiques, et d’autre part dans la méthode d’immobilisation elle-

même qui permet de préserver un microenvironnement favorable à l’activité enzymatique 

même pour des synthèses menées en milieu non aqueux grâce à la rétention de molécules 

d’eau par le polymère hydrophile au voisinage de l’enzyme. 

 

Lors de la mise en œuvre d’une réaction de synthèse catalysée par des enzymes, il est 

nécessaire de travailler en milieu non aqueux pour limiter la réaction d’hydrolyse qui est alors 

indésirable.  De ce fait, des solvants organiques sont classiquement utilisés. 

Depuis quelques années, les fluides supercritiques sont proposés comme une alternative 

intéressante à ces solvants. Parmi les fluides supercritiques mis en œuvre, le CO2 

supercritique (CO2SC) se distingue par sa faible toxicité, sa non inflammabilité et sa 

compatibilité environnementale. De plus, les coordonnées de son point critique (Tc =31,3°C, 

Pc= 73,4 bar) permettent d’opérer dans des conditions de température douces propices à la 

conduite de réactions enzymatiques. Par ailleurs, comme tout fluide supercritique, le CO2SC 

présente une masse volumique élevée voisine d’un liquide ce qui lui confère un pouvoir 

solvant intéressant qui, de plus, est modulable en fonction des conditions de pression et de 

température et en jouant ainsi sur la solubilité des composés. Ainsi, l’utilisation du CO2SC 

permet, d’une part de substituer les solvants organiques classiquement utilisés, et d’autre part 

de faciliter la récupération des produits par simple changement des conditions de température 

et de pression. Par ailleurs, il est intéressant de noter que la substitution d’un solvant 

organique par du CO2SC a permis, dans certains cas, d’améliorer les performances du procédé 
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de synthèse enzymatique en augmentant l’activité des enzymes, voire leur sélectivité ou 

encore en améliorant le transfert de matière grâce à sa haute diffusivité et à sa viscosité qui est 

beaucoup plus faible que celles des solvants liquides. 

 

Dans ce contexte, il est intéressant de développer un procédé qui combine ces trois 

améliorations pour la mise en œuvre d’une synthèse d’ester : la catalyse enzymatique, 

l’immobilisation des enzymes sur une membrane pour la mise en œuvre de la réaction au sein 

d’un REM, et l’utilisation de CO2SC comme solvant de la réaction. Pour le développement 

d’un tel procédé, il est indispensable de prendre en compte la nécessité d’une bonne résistance 

à la pression à la fois des enzymes utilisées et des membranes enzymatiques mises en œuvre. 

Ainsi, une lipase très résistante, la lipase B de Candida antarctica, a été choisie et la 

membrane enzymatique a été développée à partir d’un support inorganique qui est plus 

résistant à la pression et plus inerte vis-à-vis du CO2SC que les autres supports organiques. La 

membrane enzymatique est alors élaborée selon un protocole similaire à celui développé 

précédemment à l’IEM impliquant l’adsorption préalable d’une couche de polymère sur le 

support membranaire. 

 

Ce travail de thèse vise ainsi à concevoir et à étudier un REM fonctionnant en milieu CO2SC. 

L’application choisie sera la synthèse d’un ester aromatique : l’acétate d’anisyle, qui 

possèdera, de part ses conditions de synthèse, un label naturel. Par ailleurs, pour ouvrir la 

possibilité d’une industrialisation du procédé à l’issue de ces travaux, les expérimentations 

seront menées à l’échelle pilote avec une membrane de taille industrielle. 

 

Dans ce mémoire, une première partie sera consacrée à l’étude bibliographique permettant de 

poser le contexte de l’étude et de donner une vue d’ensemble sur les enzymes et, en 

particulier, la lipase B de Candida antarctica, sur les différents réacteurs enzymatiques et 

notamment les REM, puis sur les fluides supercritiques et en particulier le CO2SC. Un état de 

l’art des REM fonctionnant en milieu supercritique sera également présenté dans cette partie. 

Le second chapitre de ce mémoire concernera la partie « matériel et méthodes » dans laquelle 

les produits ainsi que les pilotes utilisés dans cette étude seront présentés. Les différents 

protocoles d’immobilisation, de caractérisation et d’analyse seront également décrits. 

Enfin, dans la dernière partie de ce manuscrit, l’ensemble des résultats de cette étude sera 

présenté et discuté. L’étude s’articule sur trois principaux axes. 
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Le premier consiste à développer une membrane enzymatique de taille industrielle en 

s’appuyant sur des travaux réalisés précédemment sur des membranes de petite taille et de 

valider son pouvoir catalytique à l’aide de réactions d’hydrolyse et de synthèse en REM 

fonctionnant en phase liquide. 

Le second volet consiste en la conception d’un pilote permettant la conduite de la réaction de 

synthèse en REM et en milieu CO2SC ainsi qu’en la détermination des conditions opératoires 

pouvant être mises en œuvre lors de la synthèse au sein de ce pilote. 

Le dernier axe consiste à évaluer les performances du procédé de synthèse en REM et en 

CO2SC et à étudier l’effet des principaux paramètres opératoires. Enfin, les performances du 

REM ont été comparées à celles obtenues avec un réacteur enzymatique à lit fixe. 
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CHAPITRE I: Etude Bibliographique 

1 Les enzymes 

1.1 Définition et applications  

 

Les enzymes sont des protéines dotées de propriétés catalytiques leur permettant d’intervenir 

en faveur de certaines réactions biochimiques pour lesquelles elles sont spécifiques. 

La spécificité de l’enzyme est due à la présence d’une région tridimensionnelle appelée « site 

actif » qui reconnaît et fixe le substrat. Les enzymes possèdent ainsi la capacité de cibler les 

réactions voire même d’en empêcher d’autres indésirables [1]. La spécificité de ces 

catalyseurs biologiques sous ses différentes formes (énantio1-, régio2- et stéréo3-sélectivité) 

constitue un des avantages de leur utilisation dans des procédés biologiques comme 

alternative aux procédés chimiques. 

Ainsi, elles permettent l’obtention de composés dont la synthèse chimique est contraignante et 

difficile (énantiomères purs par exemple), avec moins de produits secondaires et moins de 

déchets toxiques notamment grâce à la régio et l’énantio- sélectivité des enzymes. Par 

conséquent, les produits obtenus par synthèse enzymatique sont de meilleure qualité et 

contiennent moins d’impuretés, ce qui permet de limiter voire d’éviter des étapes de 

purification souvent coûteuses et fastidieuses.  

Comme de plus, les enzymes permettent d’opérer dans des conditions douces de pH, de 

température et de pression contrairement aux catalyseurs chimiques, le procédé biologique est 

dans certains cas plus rentable, d’une part,  avec une meilleure productivité et d’autre part, 

avec un bilan énergétique et environnemental amélioré. Ainsi, plusieurs sociétés chimiques 

telles que DSM, BASF, Lonza, Novartis et Roche ont opté pour l’utilisation d’enzymes dans 

leurs procédés mettant en œuvre diverses réactions telles que la synthèse organique, 

l’hydrolyse ou l’oxydoréduction [2, 3]. 

                                                 
1
 Enantio-sélectivité : lorsque l’enzyme est sélective vis-à-vis d’un ou de plusieurs énantiomères (molécules 

isomères images les unes des autres dans un miroir mais non superposables). 
2

 Régio-séléctivité : lorsque l’enzyme est sélective vis-à-vis d’un site réactif spécifique du groupement 

fonctionnel d’un substrat donné. 
3
 Stéréo-sélectivité : lorsque l’enzyme est sélective vis-à-vis d’un ou de plusieurs stéréoisomères (molécules 

possédant les mêmes formules brutes mais des formules semi-développées et des fonctions biologiques 

différentes). 
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En effet, depuis leur rôle historique dans la production du fromage (la présure), les enzymes 

n’ont pas cessé de prendre de l’importance dans divers domaines industriels [4]. La 

biocatalyse utilisée au début essentiellement à l’échelle expérimentale a connu depuis déjà 

plusieurs années un essor industriel suite à l’expansion de la production des enzymes 

microbiennes en 1960 [1]. 

Le marché des enzymes industrielles, quant à lui, est en pleine croissance grâce notamment à 

l’apparition de nouveaux domaines d’application. En 2007, le marché mondial des enzymes 

industrielles a été estimé à 2,3 milliards de dollars. Une croissance de 4 % est, par ailleurs, 

attendue pour l’année 2012. Avec un taux d’utilisation d’enzymes industrielles de 41%, le 

domaine pharmaceutique se place en tête du classement suivi par l’industrie des détergents 

(17%), l’industrie agroalimentaire (17%), la papeterie (17%) et le textile (8%) [5]. 

 

L’essor que connaît le secteur des enzymes industrielles s’appuie sur les progrès scientifiques 

obtenus notamment en biotechnologie et en ingénierie des protéines qui ont permis la création 

d’enzymes commerciales adaptées aux besoins industriels en termes de thermostabilité, de 

stabilité thermodynamique et de spécificité [6]. Par exemple, pour permettre la conduite de 

réactions de synthèse enzymatique avec des enzymes hydrolytiques en milieu non aqueux tels 

que les solvants organiques, il a fallu développer des enzymes plus robustes et plus 

résistantes. L’utilisation de solvants organiques en tant que milieu de réaction présente, en 

effet, plusieurs avantages comme l’augmentation de la solubilité de substrats apolaires, le 

déplacement de l’équilibre de la réaction vers la synthèse limitant ainsi la voie d’hydrolyse, la 

suppression de réactions parallèles dépendantes de la présence de l’eau, la diminution de la 

contamination microbienne et l’amélioration de la sélectivité et la spécificité tout en opérant 

dans des conditions plus douces [7, 8]. 

1.2 Facteurs influençant l’activité enzymatique  

Il est connu que la température, le pH et la concentration du substrat sont les principaux 

facteurs qui influencent l’activité enzymatique en milieu aqueux tout comme en milieu non 

aqueux. 

Le pH et la température agissent en synergie sur la conformation de l’enzyme et sa structure 

tridimensionnelle modifiant ainsi son activité autour de sa température et son pH optimaux. 

Le pH et la température ont un effet non monotone sur l’activité enzymatique avec la présence 

d’un optimum comme le montre la Figure I-1 [9]. 
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Figure I-1 Effet de la température et du pH sur l’activité enzymatique 

La concentration du substrat est également un paramètre très important car elle influence la 

vitesse de la réaction. D’une part, l’augmentation de cette concentration peut entraîner  

l’augmentation de la vitesse de la réaction compte tenu de la loi de vitesse. D’autre part, un 

substrat en excès peut dans certains cas inhiber l’enzyme et la vitesse de la réaction s’en 

trouve alors diminuée. De la même façon, l’enzyme peut être également inhibée par le produit 

de la réaction. Les mécanismes d’inhibition sont multiples : l’inhibition compétitive, 

incompétitive, mixte ou non compétitive [10]. 

Par ailleurs, d’autres paramètres jouent un rôle très important dans la modulation de l’activité 

enzymatique : l’activité de l’eau et la pression. 

Pour maintenir son action catalytique, notamment en milieu non aqueux, l’enzyme nécessite 

la présence d’une certaine activité d’eau [11]. Cette dernière peut agir de plusieurs façons sur 

l’activité enzymatique : en modifiant sa structure par organisation et/ou désorganisation des 

liaisons non covalentes et des liaisons hydrogène au sein de la protéine, en influençant de 

façon plus ou moins favorable la diffusion des réactifs et en modifiant l’équilibre de la 

réaction [8].  

Par ailleurs, la pression agit essentiellement par le changement de l’état d’hydratation des 

enzymes principalement en modifiant l’organisation des molécules d’eau au sein de ces 

enzymes. En effet, la pression peut modifier par rupture ou par formation des liaisons non 

covalentes notamment les liaisons hydrogène qui lient la protéine aux molécules d’eau. Ainsi, 

la réorganisation des molécules d’eau au sein de l’enzyme peut entraîner la modification de sa 

conformation et changer par conséquent son comportement en termes d’activité, de sélectivité 

et de stabilité [12, 13]. L’influence est plus ou moins forte voire inexistante en fonction des 

systèmes étudiés. Par exemple, des études sur différent types d’enzymes notamment la lipase 

issue de Rhizopus arrhizus ont pu montrer qu’une augmentation de la pression de 10 à 100 bar 

n’avait que très peu d’effet sur la conformation des enzymes étudiées [14]. 
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La stabilité des enzymes vis-à-vis de ces paramètres peut être améliorée par plusieurs 

méthodes comme leur modification intrinsèque via des méthodes d’ingénierie des protéines, 

leur modification chimique par l’utilisation d’agents bi-fonctionnels comme le glutaraldéhyde 

(aggrégation et précipitation des protéines) ou par l’utilisation de tensio-actifs (formation de 

micelles) [15]. L’amélioration de la stabilité de ces enzymes peut également être obtenue par 

leur immobilisation sur un support insoluble notamment via les fonctions amines ou acides de 

l’enzyme qui sont propices à l’établissement de liaisons covalentes [7]. 

L’immobilisation enzymatique permet, par ailleurs, d’améliorer le contrôle des opérations, de 

faciliter la récupération du produit final et d’éviter la contamination du biocatalyseur tout en 

ayant un large choix dans le « design » du bioréacteur. Tous ces avantages font de 

l’immobilisation la méthode la plus utilisée pour assurer la stabilité des enzymes au sein d’un 

procédé industriel [15]. 

1.3 Immobilisation des enzymes 

Les méthodes d’immobilisation enzymatique classiques ont été reportées dans la littérature 

[16-18]. Selon le mécanisme de fixation de l’enzyme au support, on distingue 3 principales 

méthodes d’immobilisation :  

- L’immobilisation par adsorption 

- L’immobilisation par liaison covalente 

- L’immobilisation par inclusion 

 

 

L’immobilisation par adsorption 

L’immobilisation par adsorption est une méthode physique qui consiste à fixer l’enzyme au 

support via des interactions hydrophobes (liaison de Van Der Waals) et hydrophiles (liaison 

électrostatique, liaison hydrogène). L’efficacité de l’immobilisation est donc tributaire des 

propriétés de surface à la fois du support et de l’enzyme, qui, elles mêmes sont dépendantes 

des conditions opératoires (pH, milieu aqueux ou organique, etc.) [18]. Ainsi, sur des 

membranes inorganiques de microfiltration qui sont généralement hydrophiles, une enzyme 

sera fixée essentiellement par des interactions électrostatiques. Le pH de la solution est de ce 

fait très important car il conditionnera la charge de l’enzyme et dans certains cas celle du 

support [19]. Cependant, l’effet du pH peut devenir négligeable dans le cas d’un support doté 

d’une surface spécifique très importante comme l’ont montré J. C. Cruz et al [20] lors de 
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l’immobilisation de CALB sur de la micro silice. En revanche, quand le support est apolaire 

comme le polystyrène par exemple, la fixation de l’enzyme sera régie par des interactions 

hydrophobes ce qui rend négligeable l’effet du pH de la solution sur le rendement 

d’adsorption [21].  

Par ailleurs, pour les lipases dont l’immobilisation par adsorption a été largement étudiée [20-

25], il a été souvent constaté que l’hydrophobicité du support améliore l’activité de l’enzyme 

immobilisée [21, 22]. 

 

L’immobilisation par adsorption est une méthode relativement simple (mise en contact de la 

solution enzymatique avec le support), peu coûteuse et qui peut être réalisée sur plusieurs 

types de supports (naturel, synthétique, organique, inorganique) ce qui fait d’elle la méthode 

la plus utilisée à l’échelle industrielle [18, 26]. 

Cependant, cette méthode peut s’avérer inadaptée pour les procédés mettant en jeu des 

réactions en milieu aqueux où le risque de désorption de l’enzyme peut être important. En 

revanche, en milieu non aqueux, le phénomène de désorption est dans la plupart des cas limité 

[27]. 

 

L’immobilisation par liaison covalente : 

L’immobilisation par liaison covalente proposée depuis les années 50 a été la deuxième 

méthode développée après l’adsorption, pour pallier les inconvénients de cette dernière. Dans 

cette méthode, les liaisons de faible énergie impliquées dans l’adsorption sont remplacées par 

des liaisons covalentes.  La fixation de l’enzyme au support se fait généralement entre les 

groupements aminés de l’enzyme et les fonctions actives greffées sur le support.  

Cette méthode est considérée comme une méthode irréversible non seulement pour sa 

capacité à rigidifier la conformation de l’enzyme et à en modifier les caractéristiques 

chimiques, mais aussi parce qu’elle peut impliquer des changements drastiques des 

performances de l’enzyme en termes d’activité, de sélectivité et de stabilité [18].  

 

L’activation du support et/ou de l’enzyme se fait en général avant l’immobilisation. L’impact 

des propriétés physiques du support est donc moins important qu’en adsorption car celui-ci va 

être activé. Il reste néanmoins important de choisir un support dont l’activation soit aisée et ne 

requière que peu d’étapes et d’énergie [18]. 
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Il est possible d’utiliser des réactifs chimiques comme activateurs de supports tels que 

l’épichlorhydrine [28] ou un agent bi-fonctionnel comme le glutaraldéhyde [29, 30]. 

Les performances de l’immobilisation par liaison covalente peuvent être affectées par les 

paramètres suivants : 

- la nature des agents de liaison 

- la conformation de l’enzyme avant et après l’immobilisation 

- l’orientation de l’enzyme 

- la présence de bras espaceur4, sa nature et sa longueur   

- la nature du milieu d’immobilisation (aqueux ou organique) 

- le nombre de ponts créés entre l’enzyme et le support 

- la distribution de l’enzyme à l’intérieur ou à la surface du support 

 

Cette méthode a pour principales limites son coût relativement élevé et la difficulté de 

régénération des supports après inactivation des enzymes étant donné l’irréversibilité de la 

liaison covalente [31]. 

 

L’immobilisation par inclusion : 

Le troisième type d’immobilisation est l’immobilisation par inclusion qui consiste à piéger 

l’enzyme dans une matrice par traitement chimique via des agents de liaison ou par traitement 

physique comme la gélification par exemple. Cette technique d’immobilisation a été 

appliquée sur plusieurs types d’enzymes et dans plusieurs types de matrices comme par 

exemple la lipase de Candida rugosa et la lipase pancréatique porcine qui ont été encapsulées 

dans un gel d’alginate pour la synthèse d’esters [32] ou encore la catalase bovine incluse dans 

des billes de chitosane [33]. 

Cette méthode offre une grande flexibilité des propriétés géométriques des matrices à 

enzymes immobilisées, plusieurs formes sont souvent utilisées : les billes, les films et les 

fibres selon l’application souhaitée [18]. 

Selon le cas, l’inclusion d’enzymes dans une matrice peut entraîner d’importantes limitations 

diffusionnelles réduisant l’activité apparente de l’enzyme [34]. Cependant, d’autres études ont 

jugé cette méthode comme équivalente aux autres méthodes d’immobilisation [35] ou encore 

meilleure [27]. 

                                                 
4
 Bras espaceur : ou « spacer » en anglais désigne une molécule qui est placée entre le support et l’enzyme afin 

de créer un espace entre le catalyseur et le support et limiter ainsi les problèmes d’encombrement stérique. 
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1.4 Les lipases  

1.4.1 Généralités et applications  

Les lipases appartiennent à la famille des hydrolases d’esters carboxyliques. Elles sont 

largement répandues dans la nature et ont un rôle physiologique important dans le 

métabolisme des graisses c’est-à-dire l’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, 

monoglycérides, acides gras et glycérol [36]. Ces réactions d’hydrolyse des liaisons esters des 

substrats hydrophobes ont lieu à l’interface lipide/eau. Selon les conditions réactionnelles 

dans lesquelles elles se trouvent notamment la teneur en eau du milieu, les lipases peuvent 

également effectuer des réactions d’estérification (réaction entre un acide et un alcool), de 

transestérification (un ester et un alcool) ou d’intérestérification (réaction entre deux esters) 

[37]. 

Les triglycérides restent le substrat préférentiel de la plupart des lipases, mais leur sélectivité 

permet de les distinguer en différents groupes : [38] 

- Les lipases non sélectives qui hydrolysent indifféremment tous les types de liaison 

ester des trois positions de la molécule de triglycéride comme les lipases de Candida 

rugosa, de Penicillium expansum et de Candida antarctica (CALB) [24]. 

- Les lipases régiosélectives qui agissent préférentiellement sur les positions 1 et 3 du 

triglycéride , comme c’est le cas des lipases issues d’Aspergillus niger. 

- Les lipases stéréosélectives qui hydrolysent seulement les triglycérides de position 

externe 1 ou 3, comme c’est le cas des lipases gastriques. 

- Les lipases typosélectives qui catalysent la libération d’un seul type d’acide gras ou 

d’une seule famille d’AG, comme les lipases de Geotrichum candidum. 

 

Les principaux secteurs utilisant les lipases sont : [39, 40] 

- L’oléochimie (fabrication de savons, de matière grasse transestérifiée, d’émulsifiants.) 

- L’industrie des détergents  

- L’industrie de la pâte à papier 

- L’industrie agroalimentaire  

- L’industrie pharmaceutique 

- L’industrie des cosmétiques et de la parfumerie 

- La médecine (applications médicales analytiques et thérapeutiques) 
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Depuis quelques années une attention particulière a été portée sur les lipases issues 

d’organismes psychrophiles. Ces lipases sont utilisées notamment en synthèse organique pour 

leur température optimale relativement basse jusqu’à 20°C qui permet d’opérer à faible 

température tout en ayant un haut niveau d’activité et tout en restant dans les conditions 

favorables de synthèse de composés organiques souvent fragiles et thermosensibles. Ces 

lipases actives à froid ont permis également d’élargir davantage leur champ d’utilisation en 

industrie et mieux encore d’en améliorer les performances notamment sur le plan écologique. 

En effet, ces lipases incorporées dans les détergents ont permis d’augmenter l’efficacité du 

lavage à froid et ainsi de réduire la consommation énergétique. Ces lipases sont également 

utilisées en bioremédiation environnementale (digesteurs, compostage), en chimie fine pour la 

synthèse organique propre et écologique, en agroalimentaire (boulangerie, attendrissement des 

viandes, amélioration des fromages.) mais aussi dans les applications pharmaceutiques et 

médicales pour leur haut degré de régio et stéréosélectivité. 

 Parmi ces lipases, celle issue de la levure psychrophile Candida antarctica a été largement 

étudiée et intégrée en industrie [41]. 

1.4.2 La lipase B de Candida antarctica (CALB) 

Candida antarctica est une levure originellement isolée en Antarctique, elle exprime deux 

types de lipases : la lipase A (CALA) et lipase B (CALB) qui présentent des propriétés 

physico-chimiques et un mode de fonctionnement différents [41]. 

CALB est une protéine globulaire composée d’un enchaînement de 317 acides aminés 

pouvant être assimilée à un parallélépipède de dimension 3x4x5 nm ou à une sphère de 5 nm 

de diamètre. Son poids moléculaire est de 33 kD [42].  

Contrairement à la plupart des lipases et notamment à la CALA portant un peptide amphiphile 

couvrant le site actif, la conformation de la CALB dite « ouverte » est caractérisée par la 

présence d’un canal très hydrophobe menant vers le site actif. Ceci explique l’absence de 

l’activation interfaciale dans le mécanisme catalytique de cette enzyme qui fonctionne aussi 

bien aux interfaces qu’en solution monophasique [43]. Par ailleurs, l’hydrophobicité du canal 

menant vers le site actif pourrait également expliquer l’importante stéréospécificité 

caractéristique de la CALB [42]. 

Le point isoélectrique de CALB est égal à 6 et son pH optimum est de 7 mais cette enzyme est 

capable de rester stable même si le milieu est acide ou basique (entre 3,5 et 9,5). Sous sa 

forme libre, sa température de dénaturation se situe aux alentours de 60°C et dépend 

fortement du pH de la solution tampon utilisée [42].  
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Après immobilisation, la lipase B de Candida antarctica est hautement thermostable et peut 

être utilisée en continu jusqu’à 60-80°C [44]. 

Par ailleurs, CALB a déjà été utilisée à une température de 150°C, dans des solvants 

organiques à très grande polarité tels que l’acétonitrile et le diméthyl sulfoxide, dans des 

liquides ioniques, dans des systèmes solide/gaz mais aussi en présence de CO2 supercritique 

[41]. 

2 Les réacteurs enzymatiques  

Les réactions enzymatiques sont conduites généralement dans des réacteurs dont le choix du 

design et de la configuration est fait en considérant plusieurs paramètres tels que le type de la 

réaction mise en œuvre, la nature de la molécule d’intérêt, la quantité à produire, la forme de 

l’enzyme utilisée (libre ou immobilisée) et son coût. Ainsi, il existe des réacteurs industriels 

pour la catalyse homogène (enzymes libres) quand le coût du catalyseur est suffisamment 

faible pour permettre son utilisation unique et pour la catalyse hétérogène (enzymes 

immobilisées) qui permet la récupération et la réutilisation du catalyseur quand celui-ci est au 

contraire coûteux [3]. 

2.1 Les réacteurs discontinus  

Dans les bioprocédés, les réactions sont généralement conduites dans des réacteurs fermés où 

le catalyseur (sous forme libre ou immobilisée) est mis en contact avec les substrats dans une 

cuve agitée pendant un temps donné durant lequel le pH et la température sont contrôlés. La 

récupération des produits qui suit chaque cycle de biotransformation se fait, généralement, par 

filtration, par centrifugation ou par précipitation. La séparation des produits constitue donc 

une étape à part entière dans le procédé [3].  

Malgré sa simplicité, ce type de réacteur comporte plusieurs inconvénients inhérents aux 

réacteurs fermés tels que la variabilité de la qualité des produits, le coût de main d’œuvre lié à 

la fréquence des démarrages et des arrêts, l’utilisation de grands volumes, la perte des 

enzymes souvent actives en fin de cycle (pour les enzymes solubles) et la nécessité d’une 

étape supplémentaire de séparation des enzymes du milieu réactionnel [26]. 

2.2 Les réacteurs continus  

Il existe, par ailleurs, plusieurs types de réacteurs enzymatiques qui fonctionnent en continu.  

Parmi les différents réacteurs continus on distingue : 

- Les réacteurs à lit fixe 
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- Les réacteurs à lit fixe fluidisé 

- Les réacteurs membranaires (REM)  

2.2.1 Les réacteurs à lit fixe 

Dans ce réacteur, les enzymes sont immobilisées sur des supports (particules ou billes) qui 

sont chargés dans un lit fixe (Figure I-2 a). L’alimentation peut se faire de bas en haut ou de 

haut en bas selon le type de construction. 

Le réacteur à lit fixe permet à la fois d’avoir une importante productivité et un produit final 

exempt d’enzymes étant donné que celles-ci sont confinées dans le réacteur, évitant ainsi une 

étape finale de séparation du biocatalyseur et du produit. L’intérêt d’utiliser cette 

configuration plutôt que celle du réacteur fermé a été prouvé avec différentes enzymes et dans 

différentes conditions [45, 46]. Ainsi, Laudani et al [45] qui a étudié la synthèse de l’oléate 

d’octyle par la lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) en CO2 supercritique a 

constaté une amélioration de 10% du rendement de la réaction en passant du réacteur fermé au 

réacteur à lit fixe. Ce dernier a été également jugé plus pratique notamment pour le contrôle 

des conditions d’hydratation de l’enzyme. 

Le réacteur à lit fixe constitue la configuration classique utilisée dans la conduite de réactions 

catalytiques hétérogènes à grande échelle [26].  

Il est cependant important de noter que ce réacteur conduit à une forte perte de charge ainsi 

qu’au risque de colmatage du lit et d’importantes limitations diffusionnelles ce qui réduit ses 

performances [26, 47]. Par ailleurs, on note dans certains cas la compaction du lit ou la 

désactivation des enzymes [46]. 
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                                                 (a)                                       (b) 

Figure I-2 Réacteurs enzymatiques à lit fixe (a) et à lit fluidisé (b) 

2.2.2 Les réacteurs à lit fluidisé  

Le réacteur à lit fluidisé s’apparente à un lit fixe au sein duquel les particules sur lesquelles les 

enzymes sont immobilisées, sont mises en suspension grâce à une alimentation ascendante 

(Figure I-2 b) à un débit suffisamment élevé. 

Les risques de colmatage et de perte de charge inéluctables en lit fixe peuvent être ainsi 

limités. Cependant, le problème de limitation du transfert de masse à la surface ou à l’intérieur 

des particules n’est pas à écarter [48]. De plus, la nécessité d’utilisation de pompes de taille et 

de puissance relativement importantes constitue un frein au recours à ce type de réacteur [26, 

47]. 

2.2.3 Les réacteurs membranaires  

Le concept de réacteur enzymatique membranaire (REM) associe à la fois un réacteur 

enzymatique classique et une membrane. Ce réacteur permet de conduire un procédé en 

continu où, grâce à la membrane, l’enzyme peut être séparée des produits de la réaction. Le 

REM offre donc la possibilité de réduire les étapes du procédé en assurant en une seule fois la 

conversion catalytique et la récupération du biocatalyseur [49] et donc la possibilité de passer 

plus facilement à une échelle de production plus grande [50].  

Dans ce type de réacteur, les enzymes peuvent être sous forme libre et circuler dans le 

rétentat: on parle alors de réacteur enzymatique membranaire à enzymes libres (REMEL) 

(Figure I-3 a). Dans ce cas, la membrane a pour rôle la rétention des enzymes. Une autre 

configuration est possible en immobilisant les enzymes à la surface ou à l’intérieur des pores 

de la membrane conférant à cette dernière des propriétés catalytiques, il s’agit alors dans ce 
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cas d’un réacteur enzymatique à membrane active (REMA) au sein duquel la réaction a lieu 

pendant le transfert à travers les pores de la membrane (Figure I-3 b)  

 

                                                    (a)                                                (b) 

 

Figure I-3 Types de réacteurs enzymatiques : (a) REMEL, (b) REMA [51] 

2.2.3.1 Les réacteurs membranaires à enzymes libres (REMEL) 

Le REMEL peut être assimilé à une cuve parfaitement mélangée associée à une membrane 

permettant la rétention des enzymes. Le réacteur est initialement rempli avec l’enzyme et la 

solution de substrats. L’alimentation en substrats se fait par la suite en continu ainsi que la 

récupération du produit au niveau du perméat.  

 

Comme la plupart des enzymes possèdent une masse moléculaire entre 10 et 80 kD, les 

membranes les plus utilisées sont des membranes d’ultrafiltration ayant un seuil de coupure 

compris entre 1 et 100 kD [52]. La combinaison d’unités d’ultrafiltration et de microfiltration 

a également été décrite dans certains procédés afin de réaliser à la fois la rétention des 

enzymes et la séparation des produits ou des substrats de la réaction [53].  

 

Les premiers REMEL datant des années 70 étaient équipés de membranes de nature 

organique, planes assemblées ou non dans un module et fonctionnant en mode frontal (Figure 

I-4 a). Cette configuration entraînait de notables  problèmes de colmatage. L’utilisation par la 

suite de membranes polymériques tubulaires fonctionnant en mode tangentiel avec 

recirculation du rétentat (Figure I-4 b) a permis à la fois de limiter ces problèmes de 

colmatage et d’améliorer le rapport Surface/Volume [54]. 
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 (a)                                                     (b) 

 

Figure I-4 Types de REMEL : (a) Mode frontal, (b) Filtration tangentielle avec recyclage du rétentat. 

Le développement des membranes inorganiques survenu à la fin des années 70 [55] a permis 

d’apporter par rapport aux membranes organiques plus de résistance aux conditions 

opératoires (pression, température, pH) et aux opérations de nettoyage et de stérilisation 

requises dans les procédés agroalimentaires, biomédicaux et pharmaceutiques. 

 

Les REMEL sont surtout utilisés en agroalimentaire dans des procédés d’hydrolyse et dans 

des procédés de traitement des denrées alimentaires et des boissons. Des exemples 

d’applications sont présentés dans le Tableau I-1. 

Tableau I-1 Exemples d’applications des REMEL en agroalimentaire [56] 

Réaction Enzyme Membrane Application 

Hydrolyse de 

l’amidon en maltose  

α-amylase 

β-amylase 

Pullulanase 

Membrane 

d’ultrafiltration 

Production de sirop 

Hydrolyse de l’huile 

d’olive 

Lipase Membrane plane 

hydrophobe 

Traitement des huiles 

Hydrolyse des 

pectines 

Pectinase Membrane 

d’ultrafiltration 

Clarification des jus de 

fruits et du vin 

Hydrolyse de l’huile 

de soja 

Lipase Fibres creuses 

hydrophiles 

Traitement des huiles 

 

L’ensemble des avantages et des inconvénients des REMEL ont été rapportés en 1998 par 

Bouhallab [57] et repris par Rios en 2004 [52]. Les principaux avantages d’un REMEL 

consistent en la possibilité de conduire une réaction en continu avec des enzymes libres, de 

récupérer ces enzymes et de les réutiliser. Le REMEL permet également de limiter les 
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problèmes d’inhibition par le substrat ou  par le produit qui est extrait en continu du système. 

De plus, le produit est obtenu exempt d’enzymes limitant ainsi les étapes de purification 

ultérieures. Par ailleurs, la production peut être contrôlée plus facilement en agissant 

séparément sur la température, le pH, les concentrations en substrat et en enzymes,  la 

pression, le flux, le volume du réacteur ou la surface de la membrane.  

Les inconvénients des REMEL, eux, sont principalement la diminution de l’activité de 

l’enzyme au cours de temps du fait des forts cisaillements, l’hétérogénéité des conditions de 

réaction dans le cœur de la solution et à la surface de la membrane, la polarisation et le 

colmatage. 

Il est important de noter que ce type de réacteur est uniquement utilisable quand les masses 

moléculaires de l’enzyme et du substrat sont suffisamment supérieures à celle du produit pour 

que la membrane puisse jouer son rôle à la fois de rétention et de séparation. Pour les autres 

cas, il est plus approprié d’utiliser un réacteur membranaire à membrane active. 

2.2.3.2 Les réacteurs membranaires à membrane active : (REMA) 

Présentation des REMA 

Au sein d’un REMA, les enzymes sont préalablement fixées sur une membrane. Les substrats 

sont alors filtrés à travers cette membrane enzymatique et la réaction a lieu pendant le 

transfert. Ainsi, la membrane constitue à la fois le support pour l’immobilisation de l’enzyme 

et l’unité filtrante. La réaction et la séparation des enzymes se font alors simultanément et les 

étapes de séparation ultérieures sont limitées (Figure I-3 b). 

Les REMA présentent plusieurs avantages comparés aux réacteurs à lit fixe ou à lit fluidisé. 

D’abord, le fait que le produit soit extrait du système dès qu’il est synthétisé permet d’éviter 

son accumulation dans le milieu réactionnel et de limiter ainsi les problèmes d’inhibition par 

le produit. De plus, comme l’épaisseur de la membrane est faible comparée à la longueur d’un 

lit fixe, la perte de charge peut en être substantiellement réduite. Enfin, le transfert de masse 

est considérablement amélioré dans le cas des REMA vu que celui-ci est régi par un mode 

convectif alors que, dans le cas du lit fixe ou fluidisé, la diffusion jusqu’au site actif du 

catalyseur contrôle le transfert de matière.  

Le concept de REMA est apparu il y a une quarantaine d’années avec les travaux de Goldman 

et al en 1968 et Broun et al en 1969 visant à travailler avec de la papaïne immobilisée sur une 

membrane en collodion et de la glucose oxydase immobilisée sur une membrane en 

cellophane [31]. Depuis, les études sur les REMA ne cessent de progresser notamment avec 

une amélioration des méthodes d’élaboration de membranes à enzymes immobilisées 
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inspirées des méthodes classiques d’immobilisation enzymatique décrites au paragraphe 1.3 

de ce chapitre [27, 29, 30, 58].  

 

Méthodes d’immobilisation des enzymes sur membrane 

Trois méthodes d’immobilisation sur membrane peuvent être distinguées : (Figure I-5) 

- Le piégeage de l’enzyme dans les pores de la membrane 

- La gélification de l’enzyme à la surface de la membrane 

- La fixation covalente ou l’adsorption de l’enzyme à la surface de la membrane 

 

 

Figure I-5 Différentes méthodes de préparation de membranes actives et leurs inconvénients [51] 

Plusieurs travaux décrivant des méthodes de préparation de membranes enzymatiques ont été 

publiés. Ces études portent sur des membranes différentes en termes de seuil de coupure et de 

diamètre de pores : des membranes de nanofiltration [59, 60], d’ultrafiltration [27, 58, 61-63] 

ou de microfiltration [30, 49, 64-67] mais aussi en termes de nature chimique et de matériau: 

organique, inorganique, hydrophile ou hydrophobe.  

 

Piégeage de l’enzyme 

Deux types d’immobilisation par piégeage de l’enzyme sont possibles. Le piégeage dans une 

structure polymérique  peut être effectué en mélangeant la solution enzymatique avec la 

solution polymérique avant la formation de la membrane. Dans ce cas l’enzyme peut être 

fixée simplement de manière physique, mais il arrive aussi que celle-ci soit liée de façon  

covalente à la matrice polymérique afin d’éviter les problèmes de désorption [58, 68, 69]. 

L’enzyme peut également être piégée à l’intérieur des pores de la membrane par filtration de 

la solution enzymatique en partant du support vers la couche séparative où l’enzyme sera 
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retenue dans les pores de la membrane [27, 70]. Cette méthode d’immobilisation a l’avantage 

d’être simple et de permettre la fixation d’une quantité importante d’enzymes, cependant, le 

risque de désorption de celles-ci reste important. Cette méthode peut alors être associée à une 

étape de stabilisation comme celle proposée par Hilal et al en 2004 [71] et qui consiste à 

former des agrégats d’enzymes liées de manière covalente à l’aide de glutaraldéhyde (CLEA : 

Cross-linked enzyme aggregates) et qui a permis d’obtenir des membranes enzymatiques plus 

stables. 

Le recours à cette méthode d’immobilisation peut être limité par des problèmes d’ordre 

diffusionnel [27]. 

 

Gélification de l’enzyme à la surface de la membrane 

L’immobilisation par gélification de l’enzyme est une méthode facile à mettre en œuvre 

puisqu’elle se fait par simple filtration de l’enzyme sur la membrane. Le diamètre de pore de 

la membrane ainsi que la concentration de la solution enzymatique constituent les paramètres 

clés de cette méthode. Ainsi, avec une solution enzymatique suffisamment concentrée et un 

diamètre de pore adéquat les enzymes filtrées à travers la membrane forment un gel à sa 

surface [66]. La couche enzymatique peut être stabilisée par l’utilisation d’un agent bi-

fonctionnel comme le glutaraldéhyde [72]. 

Malgré sa simplicité, cette méthode se heurte également au problème de limitation 

diffusionnelle. Une partie des enzymes immobilisées risque de ne pas être sollicitée à cause de 

l’encombrement stérique et de la limitation de l’accès au site catalytique de l’enzyme [72]. 

 

Fixation covalente ou non covalente  

Cette méthode consiste à fixer l’enzyme de manière non covalente (adsorption) via des  

interactions hydrophobes et ioniques ou par liaison covalente à la surface de la membrane. 

Le principe de ces méthodes est le même que celui décrit précédemment dans les méthodes 

classiques d’immobilisation, le support étant ici la membrane. 

 

Pour pallier le problème de la difficile régénération de la membrane enzymatique obtenue par 

immobilisation par liaison covalente, une nouvelle méthode d’immobilisation a été 

développée depuis quelques années à l’IEM [29, 31] sur des membranes inorganiques en 

céramique qui sont plus résistantes que leurs homologues organiques face aux hautes 

températures et pressions. Cette méthode consiste à déposer par filtration à la surface de la 
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membrane une couche de polymère hydrophile. Ce polymère adsorbé est par la suite activé 

via le glutaraldéhyde qui est l’agent bifonctionnel sur lequel l’enzyme sera fixée par liaison 

covalente [29, 31, 65]. 

Outre le milieu aqueux [31, 65], de telles membranes ont pu être utilisées en milieu organique 

[30, 64] et en milieu supercritique [49, 73]. Le polymère hydrophile permet de maintenir 

l’enzyme dans un microenvironnement favorable notamment en termes d’hydratation, 

l’enzyme garde ainsi sa conformation active même en milieu non aqueux. 

 

A l’issue de cette partie de l’étude bibliographique, on peut conclure qu’une méthode 

d’immobilisation comporte nécessairement des avantages et des inconvénients, il est donc  

difficile de qualifier une méthode d’ « idéale » pour toutes les applications. Le développement 

d’une membrane enzymatique nécessite donc la prise en compte de plusieurs paramètres 

notamment la nature de l’enzyme et ses propriétés, les caractéristiques du support 

membranaire, l’application pour laquelle est destinée la membrane enzymatique et surtout le 

milieu réactionnel visé (Figure I-6) 

 

Figure I-6 Principales considérations dans le développement d’une membrane enzymatique 

Applications des REMA en industrie 

L’utilisation des REMA en industrie est moins fréquente que celle des REMEL. Néanmoins, 

les REMA voient leurs applications industrielles s’étendre progressivement en industrie 

agroalimentaire, biomédicale et pharmaceutique. Quelques exemples d’application de REMA 

sont présentés sur le Tableau I-2. 
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Tableau I-2 Exemples d’application de REMA en industrie [56] 

Réaction Enzyme Membrane Application 

Hydrolyse des protéines du 

lait 

Trypsine 

chymotrypsine 

Fibres creuses avec des 

enzymes gélifiées 

Production de préparations 

pour enfants en bas âge 

Hydrolyse de la cellulose 

en cellobiose et en glucose  

Cellulase 

β-glucosidase 

Fibres creuses 

asymétriques  

Production d’éthanol et de 

protéines 

Hydrolyse des protéines du 

lactosérum  

Trypsine 

chymotrypsine 

Membrane 

d’ultrafiltration en 

polysulfone 

Production de peptide à 

usage médical 

Hydrolyse du cyano-ester 

en Ibuprofen 

Lipase Fibre creuse dans un 

réacteur biphasique  

Production d’anti-

inflammatoires 

 

3 Les fluides supercritiques  

3.1 Définition et propriétés d’un fluide supercritique  

Tout corps pur peut se trouver sous trois principales formes: solide, liquide et gaz selon la 

température et la pression auxquelles il est soumis. Lorsque ce corps évolue d'un état 

d'équilibre à un autre, on assiste dans certaines conditions à une modification importante et 

soudaine de ses propriétés optiques, mécaniques, etc. On dit alors qu'il subit un changement 

d'état, ou bien une transition de phase.  

Ces changements d’état peuvent être représentés sur un diagramme de phases spécifique à 

chaque corps pur (Figure I-7) 

 

Figure I-7 : Diagramme de phase d’un corps pur [74] 
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Cette représentation graphique permet de mettre en évidence en plus de ces trois états : solide, 

liquide et gaz, deux points particuliers : [74] 

- Le point triple (PT) qui correspond à la coexistence des trois états (solide, liquide et 

gaz)  

- Le point critique (PC) qui est caractérisé par un couple température – pression (Tc, Pc) 

spécifique de chaque corps pur et au-delà duquel il n’y a plus de transition entre l’état 

liquide et l’état gazeux. Ce point critique marque le passage à un état dit 

« supercritique » lorsque la température et la pression sont supérieures à Tc et Pc.  

 

Par conséquent, un fluide est dit supercritique s’il est placé simultanément à une température 

et une pression supérieures à celles de son point critique. Le fluide présente alors des 

propriétés (masse volumique, viscosité, transfert de masse) intermédiaires à celles des liquides 

et des gaz comme le montre le Tableau I-3 [74]. 

 

Tableau I-3 : Ordres de grandeur de la masse volumique, de la viscosité et du coefficient d’autodiffusion 

des gaz, des fluides supercritiques et des liquides [74]. 

 Masse volumique ρ  

(kg.m-3) 

Viscosité µ  

(Pa.s-1) 

Coefficient 

d’autodiffusion D 

 (m2.s-1) 

Gaz 

1 atm, 15 à 30 °C 

0,6 à 2 (1 à 3) . 10-5 (0,1 à 0,4) . 10-4 

Fluide supercritique 

Tc, Pc 

Tc, 4Pc 

 

200 à 500 

400 à 900 

 

(1 à 3) . 10-5 

(3 à 9) . 10-5 

 

0,7 . 10-7 

0,2 . 10-7 

Liquides (solvants 

organiques- eau) 

1 atm, 15 à 30 °C 

600 à 1600 (0,2 à 3) . 10-3 (0,2 à 2) . 10-9 

 

Ayant une viscosité proche de celle d’un gaz et une masse volumique similaire à celle d’un 

liquide (cf Tableau I-3), le fluide supercritique possède alors un pouvoir solvant intéressant 

qui, de plus, est modulable en fonction des conditions de température et de pression [74, 75]. 

En effet, ce pouvoir solvant est lié à la masse volumique du CO2 supercritique qui est très 

fortement influencée par la pression et la température. Ainsi, une augmentation de la pression 

à une température donnée a pour effet d’augmenter la masse volumique du CO2 supercritique 
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et d’améliorer la solubilité des composés en son sein. L’effet de l’augmentation de la 

température à pression constante est quant à lui plus complexe car il peut, selon le composé 

mis en œuvre, augmenter ou diminuer sa solubilité. 

  

L’α-asarone5 par exemple illustre bien la possibilité de régulation du pouvoir solvant du CO2 

supercritique. Cette molécule qui se trouve en effet très faiblement soluble dans le CO2 

supercritique à 90 bar et à 42°C voit sa solubilité augmenter 5 fois aux alentours de 120 bar à 

cette même température. Par ailleurs, une augmentation du même ordre de la solubilité de 

cette même molécule est observée en diminuant la température de 42°C à 35°C à 90 bar. Cet 

accroissement de la solubilité de l’α-asarone dans les deux cas est la conséquence directe de 

l’augmentation de la masse volumique du CO2 supercritique [76]. 

 

Ce caractère de « solubilité modulable » permet de rendre plus aisée la récupération des 

produits des réactions biochimiques conduites en milieu supercritique. Cette récupération peut 

donc se faire par simple dépressurisation et chauffage (à température constante) évitant ainsi 

des étapes d’extraction souvent nécessaires dans des procédés classiques [77, 78]. Cette 

propriété peut être également exploitée pour la séparation sélective de différents composés 

d’un mélange en jouant sur leur différence de solubilité par simple variation de la température 

ou de la pression. C’est ainsi que Rodrigues et al [79] ont pu séparer les esters méthyliques 

d’acides gras (biodiesel) des mono, di et tri-acylglycérols produits par la méthanolyse 

enzymatique en CO2 supercritique. Dans cette étude, la réaction est conduite à 35°C et 200 

bar, conditions permettant un taux de conversion de 55%. La récupération des produits se fait 

à l’aide de 2 séparateurs : le premier maintenu à 60°C, 120 bar et le deuxième à 0°C et à 

pression atmosphérique. L’augmentation de la température de 35 à 60°C accompagnée de la 

diminution de la pression de 200 à 120 bar en passant du réacteur au premier séparateur 

entraîne une diminution du pouvoir solvant du CO2 supercritique mais aussi une amélioration 

de la sélectivité vis-à-vis des esters méthyliques. Ces derniers s’accumulent donc dans le 

premier séparateur où le mélange mono, di et triglycérols, précipité sous forme liquide, est 

récupéré. Le passage des esters méthyliques dans le deuxième séparateur à 0°C et à pression 

ambiante permet de les récupérer sous forme liquide pendant que le méthanol et le glycérol 

restants passent dans le CO2 gazeux [79].  

                                                 
5 α-asarone : molécule de parfum extraite de plantes « acorus » et « asarum » et utilisée dans les insecticides et 

les batéricides. 
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Cette propriété de modulation de la solubilité en CO2SC a été également utilisée pour le 

fractionnement sélectif de l’huile de poisson par Corrêa et al en 2008 [80] et par Chen et al en 

2010 [81] qui ont permis de prouver la possibilité d’obtenir respectivement des fractions 

enrichies en oméga 3 et des extraits purs de triglycérides pour produire du biodiesel en 

modifiant simplement les conditions de température et de pression. 

 

Comme indiqué sur le Tableau I-3, l’utilisation des fluides supercritiques permet également 

d’améliorer le transfert de matière des différents éléments du milieu du fait de la faible 

viscosité et de la haute diffusivité en comparaison avec les milieux liquides [78].  

 

Parmi les fluides supercritiques classiquement utilisés le CO2SC est souvent représenté. En 

effet, le CO2 SC est peu toxique, non inflammable, non halogéné et non cancérigène. Il 

constitue une alternative très intéressante aux solvants organiques qui, eux, sont souvent 

nocifs pour la santé et pour l’environnement [82, 83]. Par ailleurs, les coordonnées critiques 

du CO2 sont relativement basses Tc = 304,13 K et Pc = 73,77 bar ce qui représente un 

avantage indéniable en terme de coût énergétique. De plus, sa faible température critique 

permet son utilisation dans des procédés nécessitant des conditions opératoires douces 

notamment ceux impliquant des réactions enzymatiques ou des produits thermosensibles [11, 

84]. 

3.2 Applications  

Depuis les années 80, un grand nombre d’applications industrielles des fluides supercritiques 

a vu le jour notamment dans le domaine de l’extraction. Dans ce domaine, la décaféination du 

café et du thé se place en premier lieu en termes d’exploitation commerciale avec  plus de 

cent milles tonnes par an [50]. L’extraction par les fluides supercritiques des huiles 

essentielles et des arômes à partir de produits naturels pour l’élaboration de produits 

nutraceutiques et alimentaires a marqué lui aussi un réel progrès.  

Les fluides supercritiques sont également étudiés dans le domaine de l’environnement pour 

l’élimination des polluants organiques par oxydation à l’eau supercritique (SCWO : 

supercritical water oxidation). Dans les applications pharmaceutiques, on citera l’élaboration 

de nouvelles formulations de médicaments (production de particules avec des propriétés 

différentes) mais aussi l’élimination de certaines impuretés liées aux procédés de synthèse 

[50, 85]. 
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L’utilisation des fluides supercritiques s’étend aussi aux procédés chimiques mettant en œuvre 

des réactions non catalysées ou catalysées par des systèmes homogènes ou hétérogènes [50, 

83]. Leur mise œuvre améliore souvent l’activité catalytique et la sélectivité notamment dans 

les réactions mettant en jeu des catalyseurs enzymatiques. Ces derniers font, depuis quelques 

années et jusqu’à aujourd’hui, l’objet de plusieurs travaux de recherche qui tendent à 

transposer l’utilisation des enzymes en conditions supercritiques de l’échelle laboratoire à 

l’échelle industrielle [11, 86]. 

 

3.3 Réactions enzymatiques en milieu supercritique  

3.3.1 Avantages et limitations de l’utilisation des fluides supercritiques comme 

solvant de réactions enzymatiques 

La biocatalyse en milieu supercritique suscite aujourd’hui l’intérêt de l’industrie chimique qui 

aspire à rendre ses procédés plus performants mais aussi plus durables.  

L’association de la catalyse enzymatique et des fluides supercritiques est une idée ambitieuse 

qui permet d’une part d’adoucir les conditions opératoires par l’utilisation d’un catalyseur 

biologique et d’autre part d’éviter le recours aux solvants organiques dans les réactions 

favorisées par l’absence d’eau.  

Depuis les premiers essais décrivant des réactions enzymatiques en milieu supercritique 

publiés par Randolph et al en 1985 [87], plusieurs types d’enzymes ont été étudiés : lipases, 

oxydases, décarboxylases, déshydrogénases, protéinases [11]. L’activité et la stabilité 

enzymatique en milieu supercritique ainsi que les avantages liés à l’utilisation de ces fluides 

en tant que solvants, comme l’augmentation de la vitesse de la réaction et le contrôle de la 

sélectivité, ont été largement étudiés et prouvés [49, 73, 75, 88-98]. 

Les lipases en particulier ont fait l’objet de plusieurs travaux dans lesquels des réactions 

d’estérification, de transestérification et d’interestérification ont été étudiées [49, 73, 79, 88, 

90-93, 95-113]. La plupart de ces études concernent des enzymes immobilisées car elles sont 

en général plus stables en milieu supercritique que celles à l’état libre. Ces dernières sont, en 

effet, plus susceptibles d’établir des interactions avec le CO2SC impliquant la formation de 

carbamate à leur surface et entraînant ainsi leur inactivation [106]. De plus, les enzymes libres 

sont plus sensibles aux fortes pressions qui peuvent modifier leur structure tridimensionnelle.  
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L’utilisation du CO2SC permet également, dans certains cas, d’améliorer l’énantiosélectivité 

[93] et la stéréospécificité de l’enzyme immobilisée [114]. En effet, ces deux formes de 

sélectivité sont influencées, d’une part, par la structure du substrat lui-même et son interaction 

avec le site actif de ces enzymes et d’autre part, par les conditions opératoires notamment la 

température et la pression. La stéréospécificité et l’énantiosélectivité peuvent donc être 

améliorées grâce aux propriétés spécifiques que confère le CO2SC aux substrats comme la 

diminution de la viscosité et l’augmentation de leur diffusivité [11, 106]. De plus, le 

changement de la conformation de l’enzyme au niveau de son site actif, notamment par la 

formation de carbamate sur les groupements amines portés par la lysine, peut s’avérer 

favorable dans certains cas [115]. La température et la pression sont également très influentes 

ainsi que la teneur en eau. Ainsi plusieurs auteurs ont observé une augmentation de 

l’énantiosélectivité suite à une augmentation de la température à des pressions variant aux 

alentours de 90 à 100 bar. Néanmoins, au-delà de ces pressions, une augmentation de la 

température peut entraîner au contraire une baisse de l’énantiosélectivité [93, 116]. 

L’utilisation des fluides supercritiques et en particulier le CO2SC dans les procédés 

enzymatiques est limitée principalement par la nature apolaire de celui-ci restreignant son 

champ d’applications aux composés hydrophobes [11]. Toutefois, le faible pouvoir solvant du 

CO2SC vis-à-vis des substrats hydrophiles peut être amélioré par utilisation d’un co-solvant 

comme l’éthanol ou l’acétonitile [14]. L’ajout de co-solvant doit se faire de manière très 

contrôlée afin d’améliorer la solubilité des composés hydrophiles sans orienter la distribution 

des molécules d’eau du microenvironnement des enzymes vers le fluide supercritique ce qui 

risque, d’une part, d’inactiver les enzymes et d’autre part, de modifier l’équilibre 

thermodynamique de la réaction [90]. C’est pourquoi la quantité de co-solvant utilisée est 

généralement faible [103]. 

 

En outre, comme cela a été évoqué précédemment, les procédés enzymatiques fonctionnant en 

CO2SC se heurtent au problème de la formation de carbamates qui sont des composés 

organiques porteurs d'une fonction R-HN-(C=O)O-R' issus de la réaction entre le CO2 et les 

groupements amines de l’enzyme. La formation de ces carbamates a été jugée avantageuse 

dans certains cas, car elle améliorerait l’énantiosélectivité des enzymes. Cependant, plusieurs 

travaux ont pu montrer que ces carbamates constituent une cause potentielle de l’inactivation 

des enzymes soit par blocage de leur site actif soit par modification irréversible de leur 

conformation [106]. 
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Par ailleurs, le CO2 interagit avec les molécules d’eau présentes dans le milieu réactionnel 

(formation d’acide carbonique), ce qui engendre la diminution du pH au niveau du 

microenvironnement de l’enzyme affectant ainsi son activité catalytique [11]. 

 

De part les résultats reportés dans la littérature, il est clair que l’utilisation de biocatalyseurs 

en milieu supercritique présente un intérêt considérable. En revanche, il est nécessaire de 

prendre en compte les limitations liées à l’utilisation de ce solvant particulier c’est pourquoi la 

mise au point d’un procédé enzymatique en milieu supercritique nécessite d’établir une étude 

préliminaire de l’activité et de la stabilité de l’enzyme vis-à-vis des différents paramètres du 

procédé [50]. 

 

3.3.2 Facteurs influençant la stabilité et l’activité des enzymes en milieu 

supercritique  

Dans un procédé catalytique, la stabilité et l’activité du biocatalyseur sont considérées comme 

étant les paramètres clés régissant la viabilité du système. En effet, pour réduire les coûts liés 

à l’utilisation d’enzymes celles-ci doivent être actives durant de longues périodes et par 

conséquent les facteurs influençant leur activité et leur stabilité doivent être bien maîtrisés. 

L’activité et la stabilité des enzymes sont liées de manière intrinsèque à la nature même de 

celles-ci mais elles sont également influencées par des paramètres externes tels qu’une 

élévation de la température et/ou de la pression ainsi que des pH micro-environnementaux 

extrêmes ou une activité de l’eau mal contrôlée [117]. 

 

3.3.2.1 Effet de la pression et des cycles de pressurisation/ dépressurisation 

L’effet de la pression sur l’activité enzymatique a été largement étudié pour différentes 

configurations de réacteurs, pour des enzymes libres ou immobilisées et pour des réactions de 

synthèse et d’hydrolyse [49, 79, 96, 101, 103, 108, 110, 112, 118]. 

Il est difficile d’établir une règle rigoureuse à partir des systèmes décrits dans la littérature car 

l’effet de la pression est très dépendant de plusieurs paramètres : la nature de l’enzyme, la 

gamme de pression appliquée, la température, le solvant ou le milieu ainsi que les substrats 

impliqués dans la réaction [119]. 

La tendance générale montre qu’une augmentation de la pression entre 80 et 100 bar entraîne 

une amélioration de l’activité enzymatique due essentiellement à l’accroissement de la 
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solubilité des substrats [11]. Au-delà de cet intervalle de pression l’effet de celle-ci semble 

être très dépendant de la réaction, de l’enzyme, du design du réacteur et des conditions 

opératoires. Ainsi, certains auteurs ont observé une légère amélioration ou pas d’effet sur 

l’activité enzymatique [96, 98, 103, 112] tandis que d’autres au contraire ont reporté une 

baisse des performances de la réaction [49, 101, 108, 110, 118]. 

 

Les effets de la pression sur l’activité enzymatique en CO2SC peuvent être distingués en 

effets directs et indirects. L’effet direct sur l’enzyme elle-même peut se traduire par le 

changement de la structure de celle-ci notamment  par modification de son état d’hydratation. 

[13, 119]. A l’inverse, dans d’autres cas comme les études de Randoph et al [120] sur la 

cholestérol oxydase, et Miller et al [121] sur une lipase de Rhizopus arrhizus, pour une 

pression variant de 10 à 112 bar, les conformations des enzymes demeurent inchangées lors 

d’une variation de la pression .  

Les effets indirects, eux, concernent plutôt le changement des propriétés physiques du CO2SC 

qui peuvent influencer l’activité enzymatique. L’augmentation de la masse volumique du 

CO2SC responsable de l’amélioration de la solubilité souvent jugée bénéfique pour la réaction 

enzymatique, peut entraîner dans certains cas le changement de la répartition du substrat entre 

la phase supercritique et le microenvironnement de l’enzyme diminuant ainsi la concentration 

locale du substrat et réduisant donc la productivité et les performances de la réaction [49]. Par 

ailleurs, Nakaya et al qui ont étudié l’effet de la pression sur le coefficient de partage logP6 du 

CO2SC (déterminé par des mesures de solubilité du 1-octanol dans le CO2), ont montré 

qu’une augmentation de la pression de 30 à 118 bar entraînait une augmentation du logP du 

CO2 de 0,9 à 2. L’augmentation de la pression accroît donc l’hydrophobicité du CO2SC ce qui 

favorise les réactions de synthèse enzymatique [122].  

 

Dans un procédé de catalyse enzymatique à haute pression, les cycles de pressurisation / 

dépressurisation sont susceptibles d’affecter l’activité enzymatique. En général, la 

pressurisation de l’enzyme n’entraîne pas de changement substantiel de son activité, alors que 

la dépressurisation influence souvent fortement l’activité résiduelle de l’enzyme [117]. 

Lorsqu’une enzyme est pressurisée en milieu supercritique, le fluide pénètre dans son 

microenvironnement par diffusion et ce phénomène est relativement lent. Si la 

                                                 
6
 LogP : est une mesure de la solubilité différentielle de composés chimiques dans deux solvants (coefficient de 

partage octanol/eau). Cette valeur permet d’appréhender le caractère hydrophile ou hydrophobe d’une molécule. 
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dépressurisation est très rapide, la libération des molécules de CO2 dissoutes dans le 

microenvironnement de l’enzyme sera également rapide ce qui peut entraîner le déplissage de 

l’enzyme et la destruction de sa structure [14]. Par contre, une dépressurisation lente 

permettra d’assurer le temps nécessaire au fluide pour diffuser à l’extérieur de l’enzyme sans 

l’exposer à une pression plus importante que celle appliquée à la totalité du milieu réactionnel 

[11]. 

Ainsi, Hobbs et al [106] ont reporté dans leur revue bibliographique que dans le cas d’une 

chymotrypsine, d’une trypsine et d’une pénicilline amidase, une dépressurisation trop rapide 

entraîne la dénaturation de ces enzymes par changement irréversible de leurs conformations. 

Le même constat a également été fait avec une phosphatase alcaline, une ATPase et une 

pectinase. 

Par ailleurs, il a été reporté que les hydrolases telles que les lipases et les estérases dotées de 

ponts disulfures qui sont responsables de la stabilisation de leur structure tertiaire, sont moins 

enclines à l’inactivation suite à des cycles répétés de pressurisation/dépressurisation [11, 14]. 

Ce constat a été vérifié lors de la thèse de Pomier [123] qui a étudié le bio-façonnement 

d’huiles végétales par CALB immobilisée sur une membrane en céramique en CO2SC. En 

effet, une perte de seulement 20% au niveau de l’activité de la lipase a pu être enregistrée 

après un fonctionnement de plus d’un mois comprenant des cycles répétés de pressurisation / 

dépressurisation. 

 

3.3.2.2 Effet de la température  

La température est un des paramètres les plus influents lors de la mise en œuvre d’un procédé 

biocatalytique. Son optimisation passe par la recherche de la température optimale de 

l’enzyme mise en jeu dans la réaction.  

La température optimale d’une réaction enzymatique en milieu supercritique est en général 

liée, d’une part, à l’activité enzymatique et d’autre part aux propriétés physiques du solvant. 

En effet, comme il a été décrit au paragraphe 1.2 de ce chapitre, l’activité enzymatique 

augmente avec la température dans un premier temps et a tendance à décroître à hautes 

températures par inactivation thermique. L’impact de la température sur les propriétés du 

CO2SC notamment sa masse volumique et sa viscosité est, quant à lui, plus complexe car 

dépendant de la pression. Il s’agit d’un effet combiné de la température et de la pression qui 

influe directement sur la masse volumique du CO2SC et donc sur son pouvoir solvant. La 

prise en compte de cet effet combiné T/ P est donc très importante afin de se placer dans des 
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conditions de masse volumique favorable à la solubilité des réactifs et des produits de la 

réaction. Ainsi, la température optimale pour ce type de procédé constitue un compromis entre 

une bonne activité enzymatique et un bon pouvoir solvant du CO2SC  [11].  

 

Il est intéressant de noter que certaines enzymes conservent mieux leur activité catalytique à 

haute température dans un milieu non aqueux et en présence de solvants hydrophobes qu’en 

présence d’eau [8, 106]. Ceci est dû au fait que dans un solvant organique, l’enzyme reste 

piégée dans sa conformation active vu que l’eau est quasiment absente et que c’est elle qui 

confère à l’enzyme une plus grande flexibilité de conformation [106]. 

 Des essais portant sur l’influence de la température lors de réactions enzymatiques menées 

avec l’enzyme CALB en milieu CO2SC ont été rapportées dans la littérature. Habulin et al 

[103] a étudié en 2008 la synthèse en CO2SC du laurate de citronellol par trois lipases 

immobilisées différentes (CALB, SP 382 qui est un mélange renfermant CALA et CALB et 

une lipozyme IM de R. miehei). Cette étude a permis d’enregistrer une augmentation de la 

vitesse de réaction en passant de 50 à 60°C et une diminution de celle-ci au-delà de 70°C. 

Cette diminution a été imputée à la diminution de la masse volumique du CO2SC qui 

affecterait la vitesse de la réaction par le changement des propriétés du mélange réactionnel 

[103]. Le même comportement a été auparavant observé par Olsen et al qui a étudié en 2005 

l’estérification du lavandulol par CALB en CO2SC. Un taux maximal de conversion a alors 

été observé à 60°C et une forte diminution de celui-ci à 80°C. Dans ce cas, c’est plutôt la 

dénaturation de l’enzyme au-delà de 60°C qui a été évoquée comme cause de la chute du taux 

de conversion observé [98]. 

3.3.2.3 Effet de l’activité de l’eau (aw)  

L’activité de l’eau (aw) constitue l’un des facteurs les plus importants qui influencent l’activité 

enzymatique. En effet, pour maintenir son activité, une enzyme nécessite la présence d’une 

quantité spécifique d’eau dans son microenvironnement. 

L’eau intervient principalement dans le maintien de la conformation active de l’enzyme via 

des liaisons non-covalentes et des liaisons hydrogène. Ceci concerne donc l’eau directement 

liée à l’enzyme [8, 106]. 

Le CO2SC est capable de dissoudre selon la température et la pression entre 0,2 % et 0,5 % 

d’eau (m/m). De ce fait, son utilisation en tant que solvant pur peut engendrer, dans le cas où 

la température et la pression sont trop élevées, l’élimination de la couche d’eau liée à 
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l’enzyme ce qui conduit à sa dénaturation et donc à la perte de son activité. Cette dénaturation 

est généralement réversible. 

Une certaine valeur de l’activité d’eau est donc requise pour la bonne marche du procédé 

comme il a été démontré par C. Peres et al en 2003 [124] lors de l’étude de la synthèse de 

l’acétate de géranyle par CALB en CO2SC. Cette étude a permis d’établir que la relation entre 

la vitesse initiale de transestérification et l’activité de l’eau se traduit en une courbe non 

monotone montrant un optimum pour une valeur de aw de 0,25. 

 

Par ailleurs, une concentration très importante en eau dans le mélange réactionnel risque aussi 

d’affecter la vitesse de la réaction par le changement de l’équilibre de celle-ci et ou le 

déclenchement de l’hydrolyse et par la formation d’une couche d’eau autour de l’enzyme 

renforçant la résistance au transfert de matière. De nombreuses enzymes sont également 

dénaturées de façon irréversible par l’excès d’eau, sans doute du fait de l’acidité résultant de 

la dissolution du CO2 dans l’eau présente au contact des sites actifs [106].  

 

 

L’activité de l’eau doit donc être optimisée. En général pour avoir une activité enzymatique 

optimale en milieu supercritique, la concentration d’eau à mettre en œuvre doit rester faible 

[11, 103]. Cette eau peut être apportée via le CO2 lui-même ou par ajout de l’eau dans le 

mélange réactionnel. L’utilisation d’adsorbants dans le cas de réactions qui s’accompagnent 

de formation d’eau peut également être envisagée pour retenir celle-ci et ramener l’aw à une 

valeur adéquate.  

4 Les réacteurs enzymatiques membranaires en milieu supercritique  

L’idée d’associer enzyme immobilisée comme catalyseur, réacteur membranaire comme 

procédé et CO2SC comme solvant peut être d’un grand intérêt pour la production de 

molécules de haute valeur ajoutée. 

Peu d’études portant sur les réacteurs enzymatiques à membrane (REM) fonctionnant en 

CO2SC sont présentes dans la littérature. Tous les travaux existants utilisent des lipases car 

l’activité et la stabilité de celles-ci en CO2SC ont été plusieurs fois prouvées. 

 

Les premières études d’un réacteur membranaire fonctionnant en CO2SC ont été réalisées en 

2003 par Knez et al [92] et par Lozano et al [73] . Dans le travail mené par Knez et al, un 

REMEL a été utilisé en mode continu pour l’hydrolyse de l’huile de tournesol en CO2SC par 
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une lipase (lipolase 100T). La réaction a été conduite à 50°C et à 200 bar en présence d’une 

membrane en polysulfone pour retenir la lipase. Ce travail a permis de prouver la faisabilité 

de ce type de réaction en REM et en milieu supercritique et l’amélioration de la vitesse dans 

un tel système en comparaison avec un solvant conventionnel.  

Dans le travail de Lozano et al [73], un REMA a été utilisé. Une membrane enzymatique a été 

élaborée selon le protocole décrit au paragraphe 2.2.3.2 de ce chapitre et utilisé aussi dans 

cette présente étude et consistant en l’adsorption d’une couche de polymère (gélatine), activée 

par le glutaraldéhyde permettant ainsi la fixation de l’enzyme par liaison covalente. L’objectif 

de cette étude était de comparer l’activité synthétique de la membrane enzymatique en CO2SC 

et en solvant organique conventionnel. Ce travail a permis de montrer que l’activité obtenue 

en CO2SC est 33 fois plus élevée que l’activité obtenue en présence de solvants 

conventionnels. Cependant, dans ce travail, la réaction a été conduite en mode discontinu et 

sans perméation : la sortie perméat était fermée et la réaction se faisait seulement par 

circulation du mélange réactionnel sur la surface de la membrane et non pas au travers des 

pores ce qui réduit l’intérêt de l’utilisation d’une membrane enzymatique [73]. 

En 2007, T. Gumi et al [49] ont étudié la synthèse enzymatique du laurate de butyle via 

CALB immobilisée avec la même technique et sur le même support membranaire. Dans ce 

travail, trois types de réacteurs avec des modes d’alimentation différents ont été abordés à 

savoir le réacteur fermé, le réacteur continu, et le réacteur semi-continu. Cette investigation a 

montré qu’en mode fermé la membrane enzymatique est stable après quatre cycles de 

pressurisation/dépressurisation. L’activité des enzymes dans ces conditions a été également 

prouvée en fonctionnement continu et en mode frontal avec perméation à travers la membrane 

et récupération en continu du perméat. Cependant, les essais effectués n’ont pas permis 

d’atteindre le régime permanent notamment à cause des limitations de l’équipement. Par 

ailleurs, une très faible conversion a été obtenue : 0,2 %. Ce travail a permis de montrer que la 

réaction de synthèse du laurate de butyle est possible en REMA et en CO2SC mais que les 

conditions opératoires doivent être grandement optimisées afin d’améliorer les performances 

du procédé [49]. 

D’autres travaux ont été également effectués en utilisant la même enzyme CALB et la même 

technique d’immobilisation soulevant cette fois-ci l’intérêt de l’utilisation du CO2SC non pas 

seulement comme solvant mais en tant qu’agent fluidifiant. Il s’agit de l’étude réalisée par 

Pomier et al en 2004 et poursuivie jusqu’en 2006 qui couplait deux aspects: la réaction 

enzymatique de transestérification entre l’huile de ricin et l’oléate de méthyle en REM et la 
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fluidification du mélange réactionnel par diminution de sa viscosité grâce au CO2SC. A 

l’issue de ce travail, la faisabilité du procédé a été confirmée, l’enzyme s’est montrée stable et 

active pendant 25 heures de réaction [89, 123]. 

 

Les résultats qui découlent de ces différentes études prouvent la faisabilité du procédé 

associant synthèse enzymatique de composés organiques, support membranaire et  

milieu supercritique. Cependant, toutes ces études ont été faites sur des membranes de 

faible surface avec des équipements limités ou dans des configurations peu favorables 

(discontinu) et non industrialisables.  

La présente étude a pour objectif le développement d’un REMA de plus grande échelle 

fonctionnant en mode continu et en milieu supercritique.  

Plusieurs aspects devront être étudiés : le développement d’une membrane enzymatique 

de taille industrielle, la conception du pilote fonctionnant en milieu supercritique et en 

continu et l’étude des performances du REMA ainsi développé.  
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CHAPITRE II: Matériel et méthodes 

1 Membranes et réactifs  

1.1 Supports membranaires en céramique  

Trois types de membranes en céramique ont été utilisés: (Figure II-1) 

- Une membrane monocanal (1C) de couche filtrante en α-alumine et de diamètre 

moyen des pores de 0,8 µm (0,15 m de longueur ; 0,01 m de diamètre externe et 

0,0028 m² de surface filtrante) fournie par Pall Exekia (France). 

- Une membrane 7 canaux (7C) de couche filtrante en oxyde de titane et de diamètre 

moyen des pores de 0,8 µm ou de 1,4 µm (0,15 m de longueur ; 0,01 m de diamètre 

externe ; 0,002m de diamètre hydraulique par canal et  0,0065 m² de surface filtrante) 

fournie par Tami Industries (France). 

- Une membrane 39 canaux (39C) de couche filtrante en oxyde de titane et de diamètre 

moyen des pores de 0,8 µm (1,2 m de longueur ; 0,025 m de diamètre externe ; 0,0025 

m de diamètre hydraulique par canal et 0,5 m²  de surface filtrante) fournie par Tami 

Industries (France). 

 

 

Figure II-1 Les trois types de supports membranaires utilisés dans cette étude 

1.2 Enzyme : 

L’enzyme utilisée est la lipase B de Candida antarctica (EC 3.1.1.3) obtenue par la 

fermentation du microorganisme recombinant Aspergillus niger et commercialisée par Novo 

Nordisk (Danemark). En milieu aqueux, cette enzyme est capable d’hydrolyser une large 

gamme de substrats. Elle peut également fonctionner en milieu organique pour la synthèse 
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d’esters en présence d’une quantité très faible d’eau. L’enzyme se présente sous deux formes 

différentes : 

- La lipozyme CALB L qui est la forme soluble de l’enzyme et qui nous a été fournie 

par Novozyme (Danemark). Il s’agit d’une préparation enzymatique commercialisée 

sous forme d’un liquide brun. Cette enzyme est stable jusqu’à une température de 

75°C avec des plages de températures conseillées entre 40 et 60°C. L’enzyme est 

également stable à des valeurs de pH comprises entre 5 et 9 avec un pH optimum 

compris entre 7 et 8. Afin de préserver l’activité de la lipase, la préparation 

enzymatique commerciale reçue a été répartie en fractions de 2 et de 250 ml pour les 

essais à petite et à grande échelle qui ont été conservées au congélateur à -18°C 

jusqu’à leur utilisation. L’activité de l’enzyme a été vérifiée avant chaque utilisation 

selon le protocole opératoire présenté au paragraphe 4.2.1 de ce chapitre. 

- Novozyme 435 qui est la forme immobilisée de l’enzyme et qui est également 

commercialisée par Novozyme (Danemark). Il s’agit de CALB immobilisée sur une 

résine acrylique macroporeuse sous forme de particules sphériques d’un diamètre 

moyen de 0,6 mm avec environ 79% en poids de résine, 21% d’enzymes et une teneur 

en eau de 1 à 2 % (m/m). Cette forme de l’enzyme est hautement thermostable avec un 

maximum d’activité entre 70 et 80°C. Cependant, pour éviter les risques d’inactivation 

à long terme, il est recommandé d’opérer entre 40 et 60°C. Avant son utilisation, 

l’enzyme est conservée au réfrigérateur à 4°C. 

1.3 Réactifs et solvants 

L’acétate de butyle, l’acétate de vinyle, l’acétate d’hexyle, l’acétate d’éthyle et le 

cyclohexane, présentent une pureté supérieure à 99% et sont commercialisés par la société 

Sigma Aldrich (France). 

L’alcool anisique et l’acide acétique présentent également un degré de pureté de 99% et sont 

fournis par la société MANE.  

La gélatine utilisée comme polymère hydrophile pour la fixation de l’enzyme est une gélatine 

alimentaire de poisson de degré bloom7 égal à 0 qui nous a été fournie par la société Healan 

(Angleterre). 

                                                 
7
 Degré bloom : le degré bloom est un paramètre mesurant la force du gel qu’il est possible d’obtenir à partir de 

la gélatine. Pour les gélatines alimentaires celui-ci est généralement compris entre 0 et 300. Ce paramètre permet 

la comparaison de la capacité de gélification des différentes gélatines. 
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Le glutaraldéhyde est commercialisé par Sigma Aldrich (France) sous forme de solutions à 

25% (m/v) dans l’eau. 

Les réactifs utilisés pour la préparation des tampons (carbonate et phosphate) sont de qualité 

analytique et sont commercialisés par Sigma Aldrich (France). 

Le CO2 (CO2 UN 1013) utilisé dans le procédé supercritique a été fourni par Air Liquide 

(France). Il possède une pureté de 99,98 %  avec une concentration en eau de 10 ppm.  

 

1.4 Réactions 

Deux types de réactions enzymatiques ont été étudiés dans ce travail: 

- L’hydrolyse de l’acétate de butyle en acide acétique et en butanol (cf Figure II-2) : 

 

Figure II-2 Réaction d’hydrolyse de l’acétate de butyle 

- La synthèse de l’acétate d’anisyle partir d’alcool anisique. Cette synthèse a été étudiée à 

travers deux réactions distinctes utilisant deux donneurs d’acyles différents : l’acide acétique 

et l’acétate de vinyle qui donnent lieu respectivement à une estérification et une 

transestérification (cf Figure II-3 et Figure II-4) 

 

Figure II-3 Réaction d’estérification (donneur d’acyle : acide acétique) 
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Figure II-4 Réaction de transestérification (donneur d’acyle : l’acétate de vinyle) 

2 Pilotes membranaires 

2.1 Pilotes membranaires fonctionnant en phase liquide  

2.1.1 Pilote de filtration membranaire 

Les pilotes de filtration membranaire sont utilisés pour le lavage des trois types de membranes 

étudiées et pour le dépôt de la solution de gélatine pour les membranes 1C, 7C ainsi que pour 

la fabrication complète des membranes de taille industrielle 39C. Deux pilotes de tailles 

différentes sont utilisés, d’une part, pour les membranes 1C et 7C et, d’autre part, pour la 

membrane de taille industrielle 39C. Outre la différence d’échelle, la principale différence 

entre les deux pilotes est la position du module membranaire qui est horizontale dans le cas du 

pilote utilisé pour les membranes 1C et 7C et verticale dans le pilote qui est utilisé pour la 

membrane 39C.  

Les volumes mis en œuvre ont été adaptés à la taille et aux volumes morts de ces pilotes et 

sont, par conséquent, différents pour chaque pilote.  

 

Figure II-5 Principe de fonctionnement des pilotes de filtration membranaire utilisés pour le lavage et 

l’élaboration des membranes. 
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Dans ce pilote (cf Figure II-5), la solution est chargée dans une cuve thermostatée et 

transférée grâce à une pompe vers le module membranaire dans lequel est placée la 

membrane. Le perméat sort en continu et le rétentat est recyclé vers la cuve thermostatée. La 

vanne positionnée en sortie de rétentat permet de contrôler la pression transmembranaire.  

2.1.2 Réacteurs enzymatiques à membrane  

La réaction enzymatique est mise en œuvre dans deux REMA différents en fonction de la 

taille des membranes utilisées (1C, 7C ou 39C). Le principe du REMA est identique pour les 

deux pilotes dont un schéma de principe est donné sur la Figure II-6. Dans ce cas la position 

du module membranaire est horizontale pour les deux REMA et seuls les volumes des 

mélanges réactionnels mis en œuvre ont été adaptés à la taille des différents pilotes. 

Différentes configurations sont possibles pour la mise en œuvre des REMA : le mode frontal 

continu et le mode tangentiel discontinu. Les principes de fonctionnement sont décrits ci-

après. La solution de substrats initialement introduite dans la cuve d’alimentation est 

transférée dans le module membranaire grâce à une pompe volumétrique. En mode frontal 

continu (vanne V1 fermée), il n’y a pas de sortie rétentat et le perméat est totalement récupéré 

et analysé de façon continue à l’aide d’un pH-stat (Schott instrument) (V3 ouverte et V2 

fermée). Dans le cas du mode tangentiel discontinu, le rétentat et le perméat sont totalement 

recyclés (V3 fermée et V2 ouverte, la vanne V1 est ouverte et permet de régler la pression 

transmembranaire). Quel que soit le mode de fonctionnement, la température au sein de la 

solution d’alimentation et du module membranaire est contrôlée grâce à un bain thermostaté. 

 

Figure II-6 REMA fonctionnant en phase liquide 

Pour la réaction d’hydrolyse de l’acétate de butyle en REMA, le pilote fonctionne en mode 

frontal continu. La solution de substrat à 50 mM d’acétate de butyle est alimentée en continu 
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et le flux de perméat est réglé à 115 L.h-1.m-² quelle que soit la membrane étudiée. La réaction 

est conduite à une température de 37°C pendant 50 minutes durant lesquelles l’acide acétique 

produit par la réaction dans le perméat est neutralisé en continu par une solution de soude à 30 

mM à l’aide d’un pH-stat. La quantité de NaOH ajoutée est suivie en fonction du temps et 

permet de déterminer la productivité du système qui est exprimée en mmoles d’acide acétique 

produit par m² de membrane. 

 

Lors des essais de synthèse d’acétate d’anisyle en milieu liquide, le REM fonctionne en mode 

tangentiel discontinu avec recyclage total du perméat et du rétentat. La réaction est conduite à 

une température de 45°C et en absence de solvant c'est-à-dire avec une solution de substrats 

purs. Cette solution qui est composée d’un donneur d’acyle (acide acétique ou acétate de 

vinyle) et d’alcool anisique à un ratio molaire de 0,2 est alimentée grâce à la pompe.  

Le débit et la pression transmembranaire sont réglés de façon à avoir un flux de perméat égal 

à 23 L.h-1.m-2 pour tous les essais afin de pouvoir comparer les performances des membranes. 

La réaction est suivie pendant 6 heures durant lesquelles un échantillon est prélevé toutes les 

heures de la cuve d’alimentation pour être analysé par chromatographie en phase gazeuse. Le 

rendement de conversion est calculé comme le rapport du débit molaire d’acétate d’anisyle 

produit sur le débit molaire du donneur d’acyle introduit.  

2.2 Pilote fonctionnant en milieu supercritique  

L’étude de la réaction de synthèse en CO2SC a été effectuée avec un pilote fabriqué par la 

société SEPAREX (France) (Figure II-7). Ce pilote a été utilisé à la fois pour réaliser les 

essais en REM et en lit fixe. 
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Figure II-7 Photographie du pilote supercritique 

2.2.1 REMA fonctionnant en milieu supercritique 

Description du pilote : 

La Figure II-8 présente le schéma de principe du REMA fonctionnant en CO2SC, en mode 

frontal continu ou discontinu avec recyclage du perméat. 

 

Figure II-8 Schéma de principe du REMA fonctionnant en CO2SC 

Le fonctionnement du pilote est décrit ci-après. Le CO2 initialement en phase liquide est 

pompé par une pompe haute pression (P1) dont les performances dépendent de la pression 

appliquée (débit maximum de travail = 2,4 kg.h-1 à 125 bar). Il entre ensuite dans un 

échangeur de chaleur qui permet une augmentation de sa température et le passage à l’état 

supercritique. 
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D’un autre côté, les substrats en phase liquide sont pompés par une pompe (P2) HPLC 

(Laballiance, Serie HP SS) dont le débit peut varier de 0,1 à 10 ml.min-1, puis sont mélangés 

au CO2SC. Le mélange substrats/CO2 entre par la suite dans le module membranaire. Comme 

le REMA a toujours fonctionné en mode frontal la vanne V4 était donc maintenue fermée. Le 

perméat quant à lui pouvait être soit recyclé (Vanne V2 ouverte et vanne V1 fermée) ou 

récupéré en continu (Vanne V1 ouverte et Vanne V2 fermée). Lors du recyclage du perméat, 

une pompe de recirculation (P3) (Bühler Motor IP000 439/ S27) est utilisée et le débit est 

contrôlé par un système de régulation de la vanne V2. Lorsque le perméat est récupéré en 

continu, le débit de perméat est régulé automatiquement grâce à la vanne pneumatique V1 qui 

est reliée à un débimètre. Le perméat est ensuite dirigé vers les séparateurs qui permettent de 

séparer les produits et le CO2 qui, lui, est recyclé en entrée du système. 

La température du réacteur est régulée grâce à un système de chauffage électrique commandé 

par le tableau de contrôle. Ce dernier permet à la fois le réglage des consignes de température 

au sein du module membranaire et des séparateurs et l’affichage de la température et de la 

pression mesurées par les différents capteurs. Le pilote est également équipé de systèmes de 

régulation de débit pour les sorties perméat, rétentat et la boucle de recyclage du perméat. 

Essais de synthèse en REMA : 

Des essais de synthèse ont été effectués en discontinu et en continu. 

En mode discontinu, le CO2 a été initialement pompé par la pompe (P1) pour remplir le 

système et le pressuriser (les vannes V1 et V2 ont été laissées ouvertes et la vanne V4 du 

rétentat était fermée). Une fois les conditions de pression et de température atteintes, la vanne 

V1 a été fermée, la pompe (P1) arrêtée et le réacteur complètement isolé par fermeture d’une 

vanne à la sortie de la pompe de CO2 (P1). Ensuite, les substrats ont été ajoutés : 2 g d’une 

solution de substrats purs composée d’alcool anisique et de donneur d’acyle à un ratio molaire 

de 0,2 (acétate de vinyle / alcool anisique) ont alors été introduits à un débit de 0,4 g.min-1 

pendant 5 minutes dans le réacteur en présence de CO2. Une fois le mélange réactionnel 

introduit dans le système, la pompe de recirculation (P3) a été mise en marche à un débit de 

100 g.min-1 et le système a fonctionné en boucle fermée. Le perméat a ainsi été recyclé à 

l’entrée du réacteur pendant 2 heures. A la fin de l’essai, la pompe de recirculation a été 

arrêtée, la vanne V1 a été ouverte et la pompe (P1) remise en marche, et toute la solution a été 

récupérée dans le séparateur côté perméat (S2) par balayage de CO2. Le mélange réactionnel 

ainsi obtenu a été analysé par chromatographie en phase gazeuse. 
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En mode continu, les substrats et le CO2 sont alimentés en continu et le perméat n’est pas 

recyclé mais récupéré en continu (vanne V1 ouverte et vanne V2 fermée). Les essais de 

synthèse sont effectués avec la même solution de substrats purs à un ratio molaire de 0,2 

(donneur d’acyle/ Alcool anisique) introduite à un débit variable en fonction des conditions 

opératoires testées. La température ainsi que le débit sont réglés à la valeur consigne désirée 

et la pression est fixée. La réaction est suivie pendant 7 à 8 heures durant lesquelles le 

mélange réactionnel est récupéré toutes les heures au niveau du séparateur côté perméat (S2), 

pesé et analysé par chromatographie en phase gazeuse. Le rendement de conversion est 

calculé comme le rapport du débit molaire d’acétate d’anisyle produit sur le débit molaire du 

donneur d’acyle introduit. 

 

Détermination des pourcentages de récupération des composés en REMA 

Il est important de vérifier que dans le REMA il n’y a pas de problèmes de fonctionnement 

tels que l’entraînement de composés avec le CO2 qui est recyclé ou leur précipitation au sein 

du système. Pour cela, des essais ont été réalisés pour vérifier le bilan matière. Cette mesure a 

été réalisée en mode continu et en remplaçant la membrane enzymatique par un support 

membranaire préalablement lavé et séché pour s’affranchir du terme de réaction. Un mélange 

composé de 61,5% d’alcool anisique, 25% acétate d’anisyle et 13,5% du donneur d’acyle 

(m/m)) a été alimenté dans le réacteur à un débit de 0,32 g.min-1. Les débits d’alimentation en 

substrats ont été choisis pour être similaires à ceux utilisés en réaction. Le débit de produit 

correspond au débit en sortie du REM que l’on obtiendrait si la réaction est totale. Les essais 

sont conduits en mode frontal continu avec un débit de CO2 de 1,8 kg.h-1. Le couple 

température/ pression était variable d’un essai à l’autre. 

Des prélèvements ont été effectués toutes les heures au niveau du séparateur (S2), pesés et 

analysés par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Le bilan matière est effectué sur la 

masse totale du mélange récupérée en 1 heure par rapport à la quantité introduite pendant la 

même période. Des bilans matière similaires ont été réalisés sur l’alcool anisique et l’acétate 

d’anisyle en prenant en compte les résultats de l’analyse en chromatographie en phase 

gazeuse. 

2.2.2 Réacteur enzymatique à lit fixe  

Pour le réacteur enzymatique à lit fixe, la membrane est remplacée par un lit fixe d’enzymes 

qui consiste en un cylindre rempli d’un mélange de billes d’enzymes (Novo 435) (ø = 0,6 

mm) et de billes de verre (ø = 2 mm). Ces dernières sont utilisées afin de remplir tout le 
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volume du cylindre et d’éviter le compactage des billes d’enzymes. Des frittés placés de part 

et d’autre du lit permettent d’isoler les billes à l’intérieur du lit et d’éviter leur passage dans 

les conduites de l’installation. Les caractéristiques du lit fixe sont données dans le Tableau 

II-1. 

 

Tableau II-1 Caractéristiques du lit fixe 

Volume  

Lit 

(L) 

Longueur 

(cm) 

Diamètre interne 

(mm) 

ɛ  

(fraction du vide) 

0,42 

 

110,9 2,2 0,38(a) 

(a) calculée selon des approximations décrites en 2006 par Pushunov [125] et vérifiée expérimentalement. 

 

Le lit fixe est placé dans le même pilote que celui utilisé pour les tests en REM en lieu et 

place du module membranaire et la configuration est adaptée. Le circuit du perméat est fermé 

(Vannes V1 et V2 fermées) et la totalité du débit en sortie du lit est récupérée dans la sortie 

« rétentat » (Vanne V4 ouverte). La régulation du débit en sortie se fait par la vanne 

pneumatique V4 et le mélange réactionnel est séparé du CO2 dans le séparateur (S1) et 

récupéré toutes les heures pour être analysé par chromatographie en phase gazeuse afin de 

calculer le taux de conversion. 

 

3 Elaboration des membranes enzymatiques  

3.1 Techniques d’immobilisation 

3.1.1 Immobilisation par liaison covalente 

Cette méthode d’immobilisation a été développée en 2002 par Lozano et al [30] et reprise en 

2004 par Magnan et al [31, 65]. Elle consiste à immobiliser l’enzyme de façon covalente à 

l’aide d’un agent bi-fonctionnel (le glutaraldéhyde) à une couche de polymère préalablement 

adsorbée sur la membrane. Cette technique repose sur trois étapes principales : le dépôt d’une 

couche de gélatine par filtration sur la membrane, son activation par le glutaraldéhyde et la 

fixation des enzymes sur cette gélatine activée. 
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3.1.1.1 Hydratation du support membranaire  

L’hydratation est réalisée dans le pilote de filtration et consiste à hydrater le support 

membranaire par filtration tangentielle d’eau distillée à une pression transmembranaire (∆P) 

de 1 bar  et une vitesse tangentielle de 2 m.s-1 à 25°C pendant 30 minutes. 

3.1.1.2 Dépôt de la gélatine : 

Le dépôt du polymère se fait par filtration tangentielle d’une solution à 10 g.L-1 de gélatine 

préparée dans du tampon carbonate à 200 mM pH 9,2 à une ∆P de 2 bar et à une vitesse 

tangentielle de 1,9 m.s-1 à 25°C pendant 30 minutes. (3L de solution de gélatine sont utilisés 

pour les membranes 1C et 7C, et 10L pour la membrane 39C). 

Les membranes sont par la suite rincées pour éliminer l’excès de gélatine. Le rinçage se fait 

de manière différente en fonction de la taille de la membrane : les membranes 7C et 39C sont 

rincées par filtration de tampon carbonate 200 mM pendant 10 minutes à 2 bar. La membrane 

1C, elle, est rincée manuellement 4 fois en la remplissant par la solution de tampon carbonate 

et en la vidant.  

3.1.1.3 Activation de la gélatine par le glutaraldéhyde  

L’activation de la couche de gélatine par le glutaraldéhyde se fait de façon différente en 

fonction du support membranaire. Pour la membrane monocanal (1C), celle-ci est fermée au 

niveau d’une des extrémités et remplie manuellement avec une solution de glutaraldéhyde à 

4% (m/v) préparée dans du tampon carbonate à 200 mM pH 9,2. La membrane remplie est 

conservée 1h à température ambiante. La membrane est ensuite rincée 4 fois avec le tampon 

carbonate afin d’éliminer l’excès de glutaraldéhyde. 

Les membranes 7C et 39C, étant composées de plusieurs canaux, la même technique ne 

pouvait pas être mise en œuvre. Le module membranaire est alors rempli grâce à une pompe 

avec une solution de glutaraldéhyde similaire à la précédente. La pompe est ensuite arrêtée et 

la membrane est laissée en contact avec la solution pendant une heure à température ambiante. 

Les membranes sont par la suite rincées par filtration de tampon carbonate 10 minutes à 2 bar 

pour éliminer le glutaraldéhyde n’ayant pas réagi. 

3.1.1.4 Fixation des enzymes  

La fixation des enzymes se fait également différemment selon la dimension du support 

membranaire. La membrane 1C est remplie manuellement comme lors de l’étape précédente 

par une solution enzymatique préparée par dilution de la solution commerciale dans du d’un 

tampon phosphate à 100 mM pH 7,8. Dans le cas des membranes 7C et 39C, le module 
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membranaire est rempli à l’aide d’un pompe (cf étape précédente) par la solution 

enzymatique. Dans tous les cas, le temps de contact entre les membranes et la solution 

enzymatique est fixé à 2 heures à température ambiante. 

Les membranes sont par la suite rincées comme décrit précédemment par du tampon 

phosphate pour éliminer l’excès d’enzymes non fixées. 

 

Des membranes témoins non enzymatiques sont élaborées selon le même protocole mais la 

solution enzymatique est remplacée par la solution tampon sans enzymes. 

3.1.1.5 Séchage et stockage de la membrane enzymatique  

Les membranes enzymatiques 1C et 7C sont séchées dans un dessiccateur sous vide en 

présence de P2O5 pendant une nuit à température ambiante. Les membranes ainsi séchées sont 

par la suite entreposées dans un dessiccateur sous vide en présence de silicagel et à 

température ambiante jusqu’à leur utilisation. 

La membrane enzymatique 39C est séchée à l’air avec un débit continu de 0,0012 m3 h-1 

pendant une nuit et entreposée à température ambiante jusqu’à son utilisation. 

3.1.2 Immobilisation par adsorption 

Un protocole d’immobilisation enzymatique par simple adsorption a été mis au point à titre 

comparatif pour les membranes 7C et 39C. Le protocole débute par l’hydratation du support 

membranaire par filtration tangentielle d’eau distillée à une pression transmembranaire (∆P) 

de 1 bar  et une vitesse tangentielle de 2 m.s-1 à 25°C pendant 30 minutes. 

Le module membranaire est par la suite rempli par la solution enzymatique à 10% (v/v) de la 

solution commerciale préparée à partir d’une solution de tampon phosphate à 100 mM pH 7,8 

comme il a été décrit précédemment pour le protocole d’immobilisation par liaison covalente. 

La membrane est laissée en contact avec la solution enzymatique pendant 2h puis rincée par 

filtration avec du tampon phosphate à 100 mM à 2 bar pendant 10 min. Enfin, la membrane 

est séchée selon la taille de la membrane dans un dessiccateur sous vide en présence de P2O5 

ou par passage de flux d’air (0,0012 m3.h-1). 

3.2 Régénération des membranes 

Après utilisation en REM, les supports membranaires sont régénérés par des lavages basique 

et acide effectués sur le pilote de filtration décrit au paragraphe 2.1.1 de ce chapitre. 

Le lavage basique qui permet l’élimination du dépôt organique se fait par filtration d’une 

solution de soude à 1,5 % (m/v) à 80°C sans ∆P pendant 20 minutes puis à une ∆P  de 2 bar 
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pendant 30 minutes. La membrane est par la suite rincée par filtration avec de l’eau distillée à 

2 bar jusqu’à ce que le pH du perméat soit neutre. 

Le lavage acide se fait par filtration d’une solution d’acide nitrique à 1,5 % (v/v) à 60°C sans 

∆P  pendant 10 min puis avec une ∆P de 2 bar pendant 10 minutes. La membrane est par la 

suite rincée de la même façon que pour le lavage basique. 

 

Après le lavage, les membranes 1C et 7C sont entreposées au réfrigérateur dans de l’eau 

azidée à 2 % (p/v) avant leur utilisation. 

La membrane 39C qui ne peut pas être stockée au réfrigérateur, est systématiquement lavée la 

veille de l’immobilisation pour éviter les problèmes de contamination microbienne dus à un 

stockage prolongé à température ambiante. 

4 Méthodes d’analyse : 

4.1 Caractérisation des membranes 

4.1.1 Microscopie électronique à balayage (MEB) 

L’analyse par MEB est une méthode décrite en 1996 par Cot et al [126] comme une technique 

de caractérisation des solides poreux qui nécessite la métallisation préalable des échantillons. 

Le microscope génère un faisceau d’électrons et l’interaction entre celui-ci et le matériau de 

l’échantillon analysé permet de constituer une image de haute résolution. Par ce moyen, il est 

possible de visualiser les détails de surface d’une membrane et d’estimer l’épaisseur de ses 

couches, et la taille des grains qui la constituent. 

Les analyses MEB ont été réalisées par un microscope à effet de champ SEM (S-4800) sur 

des échantillons du support membranaire vierge et sur la membrane enzymatique (7C et 39C). 

4.1.2 Porosimétrie au mercure 

La porosimétrie au mercure est une technique de caractérisation statique et destructive qui 

consiste à forcer un liquide non mouillant (souvent le mercure) à pénétrer dans les pores d’un 

échantillon poreux sec. Pour chaque pression appliquée, le volume du liquide qui entre dans la 

la porosité de l’échantillon est connu de manière précise.  

La théorie de la porosimétrie au mercure est basée sur l’équation de Laplace qui permet de 

relier chaque pression appliquée sur le liquide (mercure) au plus petit rayon de pore dans 

lequel celui-ci peut pénétrer : 
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Où  

P est la pression exercée pour faire pénétrer le mercure dans les pores (Pa) 

r est le rayon du pore (m) 

θ est l’angle de contact entre le mercure et la surface de l’échantillon 

 est la tension superficielle du mercure (N.m-1) 

 

Les supports vierges et les membranes enzymatiques (7C et 39C) ont été analysés avec un 

porosimètre (AutoPore IV 9500) de Microméritics (France). 

4.1.3 Détermination de la surface spécifique  

La surface spécifique a été mesurée par la réalisation d’isothermes d’adsorption / désorption 

d’azote à 77,4 K. Le volume d’azote adsorbé par l’échantillon est déterminé en fonction de la 

pression relative. Les échantillons de membranes sont préalablement dégazés à 200°C sous 

vide avant d’être analysés. Le logiciel d’acquisition permet de déterminer les caractéristiques 

de texture du matériau étudié et notamment la surface spécifique qui est déduite du volume de 

molécules de gaz adsorbées par gramme de solide pour former une monocouche selon la 

méthode de BET (Brunauer, Emmet et Teller) dans la gamme de pressions relatives comprises 

entre 0,01 et 0,99 [127]. 

La surface spécifique a été déterminée pour les supports membranaires vierges de taille 

industrielle (39C) ainsi que pour les membranes enzymatiques par un appareil de 

Micrométrics (France) (ASAP 2020). 

4.1.4 Mesure de l’activité enzymatique d’un tronçon de membrane  

Cette analyse a pour objectif de mesurer la productivité que l’on peut obtenir avec différentes 

portions de membrane enzymatique de façon à vérifier l’homogénéité de celle-ci. 

La membrane enzymatique a ainsi été découpée en tronçons de 2 cm. L’analyse a été 

effectuée sur des tronçons prélevés en différents points de la membrane (à partir de 2 cm de 

chaque extrémité de la membrane ainsi que son milieu à 60 cm de l’extrémité). Chaque 

tronçon a été broyé à l’aide d’un mortier et d’un pilon en petits morceaux de façon à ce que la 

surface des canaux soit accessible. La Figure II-9 montre l’aspect d’un tronçon avant et après 

broyage. 
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                                                               (a)                               (b) 

Figure II-9 Photographie d’un tronçon de membrane 39C : (a) avant broyage, (b) après broyage 

Les tronçons de la membrane enzymatique, qui contiennent le biocatalyseur, sont alors 

utilisés pour la mise en œuvre de la réaction d’hydrolyse de l’acétate de butyle. La réaction est 

conduite dans une cuve agitée à 400 rpm et à 37°C en présence de 50 ml d’une solution 

contenant 20 mM d’acétate de butyle préparée à partir d’une solution de tampon phosphate à 

10 mM pH 7,8 et à 5% (v/v) d’acétone (utilisé comme co-solvant pour dissoudre l’acétate de 

butyle qui est peu soluble en phase aqueuse). Les petits morceaux de membrane sont par la 

suite ajoutés à la solution et la réaction est suivie pendant 30 minutes par titrage de l’acide 

acétique produit par une solution de NaOH à 30 mM à l’aide d’un pH-stat (Schott 

instrument). 

4.2 Caractérisation des performances de la réaction  

4.2.1 Mesure de l’activité enzymatique  

L’activité des solutions enzymatiques est évaluée par dosage de l’acide acétique libéré lors de 

l’hydrolyse de l’acétate de butyle. La réaction est effectuée dans une cuve agitée en présence 

de 50 ml d’une solution de substrat préparée par dissolution de l’acétate de butyle (50 mM) 

dans du tampon phosphate à 10 mM pH 7,8 renfermant 5% (v/v) d’acétone. La solution de 

substrat est protégée de la lumière pour limiter la réaction d’autolyse de l’acétate de butyle 

puis placée sous agitation dans un bain marie à 37°C. Le démarrage de la réaction se fait par 

ajout de 1 ml de la solution enzymatique. L’acide acétique libéré dans le milieu est alors 

neutralisé en continu par addition de soude à 30 mM à l’aide d’un pH-stat (Schott instrument). 

Le titre exact de la soude est vérifié par un dosage colorimétrique à l’aide d’une solution 

d’acide oxalique à 20 mM. La réaction est suivie pendant 10 minutes et la vitesse de 

production de l’acide acétique est déduite du graphe représentant le volume de soude ajouté 

en fonction du temps. La connaissance du titre de la soude permet de déterminer le nombre de 

moles d’acide acétique libérées et d’exprimer ainsi cette vitesse de production en µmol.min-1. 
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4.2.2 Chromatographie en phase gazeuse  

Les échantillons prélevés lors de la réaction de synthèse enzymatique ont été analysés par 

chromatographie en phase gazeuse. Seules les concentrations d’acétate d’anisyle et d’alcool 

anisique ont pu être déterminées par cette méthode. En effet, les pics d’acide acétique et 

d’acétate de vinyle n’ont pas pu être identifiés de manière précise dans les conditions de 

l’analyse.  

Le chromatographe (Agilent 6850) utilisé est doté d’un injecteur, d’un détecteur à ionisation 

de flamme et d’une colonne DB-1(Agilent Technologies) de 30 m de longueur, 0,25 mm de 

diamètre interne et de 0,25 µm d’épaisseur du film. Le gaz vecteur utilisé est l’hydrogène à un 

débit de 20 ml.min-1. La séparation des pics se fait grâce à un profil de température : 

augmentation de 50°C à 150°C pendant 2 minutes, puis augmentation de 150°C à 230°C 

pendant 20 minutes, enfin 5 minutes à température constante (230°C). 

4.2.3 Dosage des protéines 

La méthode BCA (Bicinchoninic Acid Assay) est une méthode colorimétrique de dosage des 

protéines qui combine à la fois deux réactions. La première  réaction est la réduction du cuivre 

Cu2+ en Cu1+ par la protéine à analyser en milieu basique (réaction de biuret). La deuxième 

réaction consiste en la formation d’un complexe hydrosoluble formé de 2 molécules d’acide 

bicinchoninique et d’un ion Cu1+. L’apparition de ce complexe qui possède une coloration 

pourpre est mesurable par spectrophotométrie à 562 nm. Cette méthode a été adaptée, en 

suivant les recommandations du fournisseur du Kit BCA (Pierce Biotechnology), et à partir de 

travaux cités dans la littérature sur la fonctionnalisation de membranes [128] ou de nanofibres 

[129] par des protéines. Cette méthode a été utilisée pour doser les protéines contenues dans 

un tronçon de membrane ou dans une quantité connue d’enzymes commerciales Novozyme 

435. 

Le réactif du Kit BCA (20 ml) est mélangé à l’échantillon à traiter, le mélange est mis sous 

agitation dans un bain thermostaté à 60°C pendant 1h. Les échantillons sont par la suite 

refroidis dans un bain contenant de la glace afin d’arrêter la réaction. Le surnageant est alors 

récupéré et analysé par spectrophotométrie à 562 nm et comparé à l’absorbance obtenue avec 

un échantillon de référence « blanc ». Pour l’analyse de la quantité d’enzymes présentes sur 

un tronçon de membrane, l’échantillon de référence « blanc » est préparé avec un tronçon de 

membrane vierge préalablement lavée. Pour l’analyse de l’enzyme commerciale Novozyme 

435, la solution de BCA exempte d’échantillon et préparée dans les mêmes conditions est 

utilisée comme échantillon de référence « blanc ». La quantité d’enzymes est déterminée à 
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partir d’une courbe étalon préalablement établie à partir de solutions de concentrations 

connues en protéines de Sérum Albumine Bovine. 

5 Méthode de mesure de la solubilité apparente 

La mesure de la solubilité apparente a été effectuée au sein de l’entreprise SEPAREX sur un 

pilote d’extraction par CO2 supercritique dont le principe de fonctionnement est présenté sur 

la Figure II-10. 

 

Figure II-10 Schéma de principe de l’installation d’extraction par CO2 supercritique utilisée pour la 

mesure de la solubilité apparente des composés 

L’essai consiste à peser 250 g du produit à tester et à le charger dans la colonne d’extraction. 

Du CO2 liquide est pompé puis porté à l’état supercritique à l’aide d’un échangeur de chaleur. 

Il entre alors dans la colonne d’extraction. En sortie, le mélange CO2/produit à analyser est 

séparé dans un séparateur qui permet la récupération des composés extraits et le recyclage du 

CO2. La température et la pression du système sont réglées aux valeurs désirées. L’extraction 

par le CO2SC se fait à un débit de CO2 de 3 kg.h-1.  

Les prélèvements en sortie de colonne se font en moyenne toutes les 10 minutes : 

l’échantillon est pesé et la quantité de CO2 transférée pendant le même laps de temps est 

déterminée à partir du débit. La mesure permet donc la détermination de la concentration du 

produit en sortie. Cette valeur sera assimilée à la « solubilité apparente » du composé dans le 

CO2SC qui est inférieure à la solubilité réelle puisque l’équilibre thermodynamique n’est 

probablement pas atteint.  
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CHAPITRE III: Résultats et discussion 

 

1 Développement de la membrane enzymatique de taille industrielle 

1.1 Introduction 

La mise en place du procédé semi-industriel de synthèse d’esters en réacteur membranaire 

fonctionnant en CO2 supercritique passe par le développement d’une membrane enzymatique 

de taille industrielle active et stable dans les conditions de fonctionnement du procédé. 

Le choix d’une membrane en céramique comme support pour l’immobilisation des enzymes a 

été motivé par sa résistance aux hautes pressions utilisées dans ce procédé (80-200 bar). Le 

choix de la technique d’immobilisation est également crucial car celle-ci déterminera la 

viabilité et la rentabilité du procédé.  

Nous avons choisi une technique d’immobilisation préalablement étudiée sur des membranes 

monotubes de petite taille [29, 65]. Cette méthode repose sur 3 étapes principales comme le 

montre la Figure III-1: le dépôt d’une couche de gélatine par filtration tangentielle sur la 

membrane, son activation par un agent bi-fonctionnel : le glutaraldéhyde et enfin la fixation 

covalente des enzymes sur cette couche de gélatine activée. 

 

Figure III-1 : Schéma simplifié du protocole d’immobilisation 

Le développement de la membrane enzymatique industrielle a été fait en deux étapes : 

- La mise au point du protocole d’immobilisation à petite échelle a consisté à adapter la 

technique d’immobilisation décrite par Belleville et al [29], Lozano et al [30] et 

Magnan et al [65] mettant en œuvre une membrane en α-alumine tubulaire et 
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monocanal (15 cm de long, 0,0028 m² de surface) à une membrane en oxyde de titane 

dotée de 7 canaux (7C) (15 cm de long, 0,0065 m²). Durant cette étape, plusieurs 

paramètres influençant les performances de la membrane active ont été étudiés à 

savoir la concentration de la solution enzymatique utilisée lors de l’immobilisation et 

le diamètre de pores de la membrane afin d’optimiser le protocole d’élaboration. 

- Le passage à l’échelle industrielle  a été opéré par la transposition du protocole 

d’immobilisation de la membrane 7C à la membrane de taille industrielle à 39 canaux 

(39C) (120 cm de long, 0,5 m² de surface).  

Les performances des différentes membranes élaborées ont été testées par suivi de la réaction 

d’hydrolyse de l’acétate de butyle dans un REM fonctionnant en continu et en mode frontal. 

 

1.2 Mise au point de la membrane enzymatique 7 canaux  

1.2.1 Etablissement et validation du protocole d’immobilisation à petite échelle 

(membrane 7C) 

Le protocole d’élaboration de la membrane enzymatique de petite échelle (7C) a été 

développé en adaptant le protocole établi par Lozano et al [30] et Magnan et al [65] pour une 

membrane monocanal (1C). Les différences principales entre les deux membranes utilisées 

comme support dans cette partie de l’étude, sont leur matériau et leur nombre de canaux. La 

variation du nombre de canaux a nécessité le changement du mode de remplissage du module 

membranaire durant l’immobilisation.  La membrane 7C est remplie par filtration des 

solutions avant le passage en mode statique une fois le module membranaire plein 

contrairement à la membrane 1C qui, elle, est simplement remplie manuellement en mode 

statique. En effet, avec l’utilisation de membranes multicanaux, il est nécessaire d’opérer en 

mode dynamique pour s’assurer que l’ensemble du volume poreux de la membrane soit 

rempli par la solution d’activation. Par ailleurs, il est important de préciser que la différence 

de matériau (α-alumine pour la membrane 1C et oxyde de titane pour la membrane 7C) peut 

entraîner différentes interactions entre le support membranaire et le biopolymère et jouer sur 

les performances de la membrane enzymatique élaborée.  

Notons également que, contrairement au protocole développé par Lozano et al [30] et Magnan 

et al [65], nous avons choisi d’utiliser de la gélatine pure et non pas un mélange gélatine / 

polyéthylènimine (PEI) pour simplifier le protocole et réduire l’utilisation de produits 

chimiques. De plus, la gélatine utilisée dans ce travail est une gélatine d’origine différente ne 
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possédant pas de pouvoir gélifiant (degré bloom égal à 0) contrairement à la gélatine utilisée 

dans les travaux précédents (degré bloom égal à 120). Ces changements peuvent entraîner des 

modifications sur la couche de polymères et sur les performances des membranes 

enzymatiques. 

La vérification de la transposition du protocole d’immobilisation a été effectuée par la mesure 

des performances en hydrolyse des membranes 1C et 7C élaborées dans des conditions 

identiques (diamètre de pores, concentration des solutions de gélatine et de glutaraldéhde et 

concentration enzymatique). Afin d’avoir un point de comparaison, la réaction d’hydrolyse 

choisie est celle décrite par Magnan et al [31, 65] c'est-à-dire l’hydrolyse de l’acétate de 

butyle en REM, en mode frontal et en continu. Cette méthode permet d’exprimer les 

performances des membranes enzymatiques en termes de quantité d’acide acétique produit 

par unité de surface en fonction du temps. Les résultats sont donnés sur la Figure III-2. 

Remarque: Tous les résultats qui seront présentés dans cette partie de l’étude sont issus d’essais en REM 

fonctionnant en frontal continu avec une solution de substrat à 50mM d’acétate de butyle, à une 

température = 37 °C et un flux de perméat = 115 L.h
-1

.m
-
². 

 

Figure III-2 Validation du protocole d’immobilisation à petite échelle: quantité d’acide acétique produite 

en REM: membrane 1C (▲), membrane 7C (□), membrane 7C témoin (●). Membranes enzymatiques (0,8 

µm) préparées à partir d’une solution enzymatique à 10% (v/v) de la solution commerciale et ayant une 

activité de 50 000 µmol.min
-1

. Incertitude expérimentale estimée à ± 16 mmol.m
-
². 

Les résultats montrent qu’après 10 minutes de réaction, le régime permanent est déjà atteint 

pour les deux membranes 1C et 7C. Une augmentation linéaire de la quantité d’acide acétique 

produite en fonction du temps est observée sur 50 minutes de réaction. D’après la Figure III-2, 

on peut également remarquer une similarité des productivités des membranes 1C et 7C ce qui 
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prouve que la différence du matériau des membranes ainsi que le mode de remplissage de 

celles-ci lors de l’immobilisation n’ont pas d’effet sur leurs performances finales. La 

productivité de la membrane 1C qui est égale à 7,2 ± 0,4 mmol.min-1.m-2 est du même ordre 

de grandeur que celle trouvée par Magnan et al [31, 65] (6 mmol.min-1.m-2) pour une 

membrane tubulaire monocanal fabriquée avec un mélange de gélatine et de polyéthylènimine 

et testée dans les mêmes conditions. L’ajout de polyéthylènimine dans la gélatine ne semble 

pas améliorer les performances de la membrane puisque la productivité obtenue avec la 

membrane 1C élaborée avec de la gélatine pure est meilleure. La différence de productivité 

observée reste tout de même légère et peut être due également à la variabilité des lots 

d’enzymes  utilisés d’une étude à l’autre.  

Un essai d’hydrolyse a également été mis en place avec une membrane 7C témoin élaborée 

dans les mêmes conditions que la membrane enzymatique mais sans enzymes. Les résultats 

obtenus pour cette membrane témoin (Figure III-2) montrent une productivité de l’ordre de 

0,2 mmol.min-1.m-2 soit seulement 3% de la productivité obtenue avec la membrane 

enzymatique. Ceci montre que la réaction spontanée est négligeable et permet ainsi de 

souligner le rôle joué par les lipases dans la catalyse de la réaction d’hydrolyse. 

Ces observations ont donc permis de valider le protocole d’immobilisation pour le premier 

changement d’échelle et de confirmer notre choix d’utiliser la gélatine pure sans ajout de 

polyéthylènimine. 

Une fois le protocole validé, il est intéressant d’étudier l’influence de certains paramètres clés 

pour tenter d’optimiser le protocole. Ainsi, les effets de la concentration enzymatique et du 

diamètre de pores ont été étudiés. 

1.2.2 Influence de la concentration enzymatique 

L’effet de la concentration de la solution enzymatique utilisée dans le protocole 

d’immobilisation a été étudié afin de déterminer la valeur optimale en termes de coût et de 

performance du procédé. Pour cela plusieurs membranes 7C ont été fabriquées avec des 

solutions enzymatiques initiales différentes dont l’activité a été mesurée par la méthode 

décrite au paragraphe 4.2.1 du chapitre « Matériel et méthodes ». La performance en 

hydrolyse de chacune des membranes a par la suite été mesurée lors de l’hydrolyse de 

l’acétate de butyle en REM. Les résultats de ces essais sont reportés sur la Figure III-3 qui 

présente la productivité des membranes en fonction de l’activité de la solution enzymatique 

initiale. 
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Figure III-3 Effet de la concentration de la solution enzymatique initiale sur les performances de la 

membrane en termes de productivité. Les membranes 7C (0,8 µm) sont élaborées avec des solutions 

initiales de différentes concentrations enzymatiques (exprimées en termes d’activité de la solution initiale). 

Incertitude expérimentale estimée à 0,4 mmol.min
-1

.m
-
². 

D’après la Figure III-3, il apparaît clairement que la productivité de la membrane augmente 

avec l’activité de la solution enzymatique utilisée pendant l’immobilisation. Cette 

augmentation de la productivité prouve que, plus la solution enzymatique est concentrée, plus 

la productivité de la membrane est importante. On peut donc en déduire que la quantité 

d’enzymes fixée est plus importante à plus grande concentration en enzymes. Comme on peut 

le remarquer sur la Figure III-3, les essais effectués n’ont pas abouti à un optimum, ce qui 

veut dire que dans la gamme de concentrations enzymatiques testées et dans les conditions 

opératoires de l’étude, la membrane n’est pas encore saturée en enzymes. Il est donc probable 

qu’avec une concentration enzymatique plus importante, les performances de la membrane 

pourraient être encore améliorées. Cependant, il ne faut pas négliger le coût des catalyseurs 

enzymatiques et la nécessité de limiter leur utilisation. Nous avons donc dû faire un 

compromis. Une activité enzymatique initiale aux alentours de 500 µmol.min-1.ml-1 qui 

correspond à une solution enzymatique à 10% (v/v) de la solution enzymatique commerciale a 

donc été choisie. 

La quantité d’enzymes fixées sur la membrane étant un paramètre fortement lié à ses 

performances, il est donc intéressant de la déterminer. Il est cependant impossible de 

déterminer cette quantité par la méthode de dosage de protéines car la gélatine, présente sur la 

membrane, peut interférer dans les résultats si elle se désorbe au cours des différentes étapes 

d’immobilisation et de rinçages et même au cours de l’analyse. Le rendement de 
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l’immobilisation a alors été estimé par la mesure de l’activité résiduelle de la solution 

enzymatique après immobilisation comparée à l’activité enzymatique initiale mesurées 

comme décrit au paragraphe 4.2.1 du chapitre « Matériel et méthodes ». Pour les membranes 

élaborées à partir d’une solution enzymatique à 10% (v/v) de la solution initiale, on estime la 

quantité d’enzymes fixées sur la membrane à 0,3 mg.cm-2, soit un rendement 

d’immobilisation de 10%. Ce résultat est du même ordre de grandeur que celui trouvé par 

Lozano et al [73] (0,45 mg.cm-2) sur des membranes en α-alumine préparées selon un 

protocole d’immobilisation similaire, mais avec un polymère composé d’un mélange de 

gélatine et de polyéthylénimine. Il est à noter que le pourcentage d’immobilisation reste très 

approximatif vu les incertitudes générées par le protocole de mesure (de l’ordre de 20%). 

1.2.3 Influence du diamètre moyen de pores des supports membranaires  

Pour étudier l’effet du diamètre moyen des pores sur la productivité de la membrane, deux 

membranes 7C de diamètres moyens des pores différents ont été testées : 0,8 µm et 1,4 µm. 

Les performances de ces deux membranes ont été comparées sur la Figure III-4. 

 

Figure III-4 Effet du diamètre moyen des pores des membranes sur les performances de la membrane : 

quantité d’acide acétique produite par la membrane 7C à 0,8 µm (■) et à 1,4 µm (▲). Les membranes 

enzymatiques sont préparées à partir d’une solution enzymatique à 10% (v/v) de la solution commerciale 

et ayant une activité de 50 000 µmol.min
-1

.  

Les résultats montrent que les quantités d’acide acétique produites en fonction du temps sont 

proches pour les deux membranes. Les productivités obtenues sont de 6,8 mmol.min-1.m-2  

pour la membrane de diamètre de pores de 0,8 µm et de 5,9 mmol.min-1.m-2 pour la membrane 
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de diamètre de pores de 1,4 µm. La différence de productivité, qui est de 13%, est peu 

significative puisque l’incertitude est de l’ordre de 10%.  

L’étude de l’influence du diamètre moyen des pores sur les performances d’une membrane 

enzymatique de même type a été décrite précédemment dans les travaux de Pomier et al [107] 

sur l’interestérification de l’huile de ricin avec l’oléate de méthyle au sein d’un REM. Cette 

étude a permis d’établir que le diamètre moyen des pores de la membrane n’influençait pas la 

conversion. Cette dernière était par contre fortement liée au flux de perméat. Le rôle du 

diamètre moyen des pores de la membrane résidait dans le choix de la plage de flux de 

perméat qu’il était possible d’atteindre en agissant sur la pression transmembranaire. 

Dans notre étude, la légère amélioration de la productivité observée pour la membrane 0,8 µm 

peut être expliquée par une amélioration de la mise en contact de l’enzyme et du substrat du 

fait d’un plus petit diamètre de pore. Pour étayer cette hypothèse, il est nécessaire de connaître 

la structure de la membrane enzymatique qui peut être différente de celle du support 

membranaire notamment du fait du dépôt de gélatine. Ainsi, différentes caractérisations ont 

été menées sur les membranes enzymatiques et les supports membranaires de diamètre de 

pores de 0,8 et de 1,4 µm notamment des mesures de porosimétrie à mercure et des analyses 

de microscopie électronique à balayage (MEB). 

 

        

(a)                                  (b)                                   (c)                                   (d) 

Figure III-5 Photographies MEB : (a) Support vierge membrane 7C 0,8 µm : surface interne de la 

membrane, (b) Membrane enzymatique 7C 0,8 µm : surface interne de la membrane, (c) Membrane 

enzymatique 7C 0,8 µm : section, (d) Membrane enzymatique 7C 1,4 µm : section. 

Sur les photographies obtenues par MEB Figure III-5 (a, b) qui montrent respectivement les 

surfaces filtrantes du support vierge et de la membrane enzymatique à 0,8 µm, on peut 

remarquer la présence de gélatine à la surface de la membrane. Les photographies (c, d) de la 

Figure III-5, qui représentent des sections de membranes enzymatiques 0,8 et 1,4 µm, 

indiquent que le dépôt de la gélatine se fait uniquement à la surface de la membrane et non à 

l’intérieur des pores. De plus, la couche de polymère semble être trop fine pour introduire des 

changements au niveau de la porosité de la membrane. Ces premières impressions ont été 
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confirmées par les analyses de porosimétrie au mercure qui n’ont pas mis en évidence de 

différence significative entre le support vierge et la membrane enzymatique avec des 

diamètres moyens des pores de la couche filtrante égaux et des porosités très proches (cf 

Tableau III-1). 

Tableau III-1 Résultats de la porosimétrie au mercure des supports membranaires et des membranes 

enzymatiques  

Membrane Diamètre moyen de pores 

de la couche filtrante  

(µm) 

Porosité 

(%) 

Support 0,8 µm vierge 0,8 24 %  ± 1% 

Membrane enzymatique 0,8µm 0,8 23 %  ± 1% 

Support 1,4 µm vierge 1,4 24 % ± 1% 

Membrane enzymatique 1,4µm 1,4 24 % ± 1% 

 

La très légère différence observée dans les performances des membranes 0,8 µm et 1,4 µm 

peut donc être liée comme avancé précédemment à une probabilité de contact plus ou moins 

grande entre enzyme et substrat. A la vue de ces résultats, le diamètre moyen des pores de 0,8 

µm qui a donné une légère amélioration de la productivité, a été retenu pour la suite de 

l’étude. 

 

Remarque : Les membranes enzymatiques qui seront utilisées dans le reste de l’étude ont un 

diamètre moyen de pores de 0,8 µm, sont préparées à partir d’une solution enzymatique à 10% 

(v/v) de la solution commerciale et ayant une activité de 50 000 µmol.min-1. 

1.2.4 Comparaison de l’immobilisation par liaison covalente et par adsorption  

Les paramètres du protocole d’élaboration de la membrane enzymatique par liaison covalente 

via une couche de polymère étant choisis, il est intéressant de comparer les performances de 

cette membrane à une membrane enzymatique obtenue par simple adsorption des enzymes. 

Cette dernière a été élaborée à partir d’une solution enzymatique d’activité identique à celle 

utilisée pour la méthode d’immobilisation des enzymes par liaison covalente. 

Les performances obtenues avec les deux membranes lors de l’hydrolyse de l’acétate de 

butyle en REM fonctionnant en mode frontal sont reportées sur la Figure III-6. 
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Figure III-6 Comparaison des protocoles d’immobilisation à petite échelle: quantité d’acide acétique 

produite en REM: membrane 7C élaborée par adsorption (▲), membrane 7C élaborée par liaison 

covalente (■). Incertitude expérimentale estimée à ± 16 mmol.m
-
².  

D’après la Figure III-6, on remarque que la membrane préparée par liaison covalente présente 

de meilleurs résultats et une productivité 35% supérieure à celle obtenue avec la membrane 

fabriquée par simple adsorption (7,2 ± 0,4 mmol.min-1.m-2 contre 4,6 ± 0,4  mmol.min-1.m-2). 

Cet écart peut provenir de la différence de la quantité d’enzymes immobilisées sur chacune 

des membranes et/ou de la différence d’activité de ces enzymes qui est conditionnée par le 

mécanisme de fixation mis en jeu pendant l’adsorption et la liaison covalente. La plus faible 

productivité observée avec la membrane préparée par simple adsorption peut être due à la 

fixation aléatoire de l’enzyme sur le support qui peut limiter l’accès au site actif ou modifier 

sa structure tertiaire induisant sa dénaturation. La liaison covalente permet la fixation plus 

ordonnée de l’enzyme suivant les sites de fixation disponibles sur le support activé ce qui 

pourrait préserver la structure de l’enzyme et maintenir ainsi son activité. Par ailleurs, le 

glutaraldéhyde agit comme un bras espaceur limitant les problèmes d’encombrement stérique 

qui peuvent diminuer les performances de la membrane obtenue par adsorption [130]. 

Enfin, il est possible que les différents modes de fixation entraînent une « désorption » plus ou 

moins grande des enzymes. Pour cela, l’activité enzymatique du perméat obtenue pendant le 

conditionnement de la membrane et pendant la réaction en REM a été mesurée pour chacune 

des deux membranes et aucune activité n’a été détectée. Cependant, il est difficile de conclure 

à une absence de désorption. En effet, il est possible que la quantité d’enzymes « désorbées » 

soit inférieure au seuil de détection ou qu’elles soient inactivées et non détectables. De plus, il 
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a déjà été reporté par Balcão et al [26] que la présence d’un solvant qui a une affinité à la fois 

pour les composés hydrophiles et les composés hydrophobes, comme l’acétone dans ce cas 

(solution de substrat à 5% acétone), la désorption de l’enzyme peut s’accompagner de sa 

dénaturation, ce qui pourrait expliquer l’absence d’activité dans la solution. 

Les résultats présentés sur la Figure III-6 soulignent donc l’importance de la méthode 

d’immobilisation et montrent qu’ici la fixation covalente de l’enzyme est plus adéquate que 

l’adsorption puisqu’elle donne une membrane avec une meilleure performance lors de 

l’hydrolyse de l’acétate de butyle. 

A la vue de ces résultats, le protocole d’immobilisation par liaison covalente a été retenu pour 

le développement de la membrane 39C.  

1.3 Mise au point de la membrane enzymatique industrielle de 39 canaux  

Pour réaliser le changement d’échelle de la membrane 7C à la membrane 39C, il est important 

de considérer les différences entre les membranes (longueur, surface, nombre de canaux, 

diamètre hydraulique, etc.) afin de déterminer les paramètres opératoires du protocole 

d’immobilisation. Les différentes caractéristiques des membranes et des conditions 

d’élaboration des membranes enzymatiques sont présentées dans le Tableau III-2. Il apparaît 

notamment que le changement d’échelle entraîne un accroissement de la surface membranaire 

d’un facteur d’environ 77.  

Tableau III-2 : Principales différences entre les dimensions des membranes 7C et 39C, des pilotes et des 

étapes d’immobilisation. 

Membrane Surface 

(m²) 

Longueur 

(cm) 

Diamètre 

(mm) 

Diamètre 

hydraulique 

(mm) 

Position du 

module 

membranaire 

dans le pilote 

Séchage de la 

membrane 

7C 

 

0,0065 15 10 2 Horizontal Dans un 

dessiccateur et en 

présence de P2O5 

 

39C 

 

0,5 120 25 2,5 Vertical Par passage de 

flux d’air 

(Flux = 0,0012 

m3.h-1) 

 

Le changement d’échelle a également nécessité l’utilisation d’un pilote de plus grande taille, 

ce qui entraîne, outre une modification des volumes utilisés, un changement de la position du 
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module membranaire qui est maintenant horizontale. Enfin, la taille de la membrane 39C ne 

permettant pas un séchage dans un dessiccateur, celui-ci est alors réalisé par passage de flux 

d’air.  

Le choix des paramètres opératoires utilisés lors de l’élaboration de la membrane 

enzymatique a été réalisé en essayant de conserver les conditions hydrodynamiques similaires 

entre la membrane 7C et la membrane 39C durant toutes les étapes de l’immobilisation à 

savoir le dépôt de la gélatine sur la membrane, l’activation par la solution de glutaraldéhyde, 

la fixation des enzymes et enfin le séchage.  

Les paramètres opératoires tels que la température, la pression transmembranaire ∆P, les 

concentrations des différentes solutions utilisées (tampons, gélatine, glutaraldéhyde et 

enzyme) ainsi que la durée de chacune des étapes du protocole (temps de filtration, temps de 

réaction avec le glutaraldéhyde et avec les enzymes) ont été gardés constants pour les deux 

membranes 7C et 39C. 

 

Pour le dépôt de la gélatine sur la membrane qui se fait par filtration tangentielle d’une 

solution de gélatine, le changement d’échelle entre la membrane 7C et  la membrane 39C a 

été effectué en gardant la vitesse tangentielle (u = 2 m.s-1) et la pression transmembranaire 

(∆P = 2 bar) constantes dans le but d’obtenir une couche de gélatine ayant des propriétés aussi 

proches que possible entre les membranes de différentes tailles. Cependant, il faut rappeler 

que certaines conditions ont dû être modifiées pour des raisons techniques liées aux pilotes 

utilisés : la position du module membranaire, horizontale dans le cas du pilote utilisé pour la 

membrane 7C, est verticale dans celui utilisé pour la membrane 39C. De plus, les volumes 

mis en œuvre sont beaucoup plus grands pour la fabrication de la membrane 39C (3L de 

solution de gélatine pour la membrane 7C et 10L pour la membrane 39C). Ceci pourrait 

entraîner des modifications au niveau de la couche de gélatine. La position verticale du 

module membranaire et la longueur plus importante de la membrane pourraient notamment 

entraîner une hétérogénéité de la répartition du dépôt du polymère tout au long de la 

membrane. 

Concernant l’activation de la membrane par le glutaraldéhyde et la fixation des enzymes, la 

transposition de la membrane 7C à la membrane 39C s’est faite en gardant constants le mode 

de remplissage des solutions de glutaraldéhyde et d’enzymes (dynamique puis statique). 

Comme pour le dépôt de la gélatine, les seules différences entre les deux échelles résident 

dans la position du module membranaire et les volumes mis en œuvre (0,1 L de solution de 
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glutaraldéhyde et d’enzymes pour la membrane 7C contre 7L pour la membrane 39C) qui 

risquent d’entrainer ici aussi une hétérogénéité. 

Compte tenu de la différence de taille des membranes 7C et 39C, le séchage n’a pas pu être 

effectué de la même manière comme indiqué précédemment. En effet, pour la membrane 7C, 

le séchage se fait en présence de P2O5 dans un dessiccateur sous vide alors que pour la 

membrane 39C celui-ci se fait par passage de flux d’air comprimé. Ceci peut donc entraîner, 

d’une part, une différence de structure de la couche de gélatine qui est liée aux conditions de 

séchage (vitesse et durée de séchage) et, d’autre part, une différence d’humidité entre les deux 

membranes enzymatiques qui pourrait jouer sur l’activité des enzymes en modifiant leur 

microenvironnement notamment pour une utilisation en milieu non aqueux. 

 

Afin de confirmer la transposition du protocole d’immobilisation de la membrane 7C à la 

membrane 39C et de vérifier si les différences générées par le changement d’échelle ont un 

impact significatif notamment en termes d’homogénéité sur les caractéristiques physiques de 

la membrane enzymatique 39C, ainsi que sur ses performances, deux séries de 

caractérisations ont été effectuées. Des caractérisations physiques par analyse de la 

porosimétrie au mercure et par microscopie électronique par balayage (MEB) ont été 

effectuées dans un premier temps. Ensuite, la détermination des performances de la 

membrane lors de l’hydrolyse de l’acétate de butyle a été réalisée sur la membrane entière en 

REM en mode frontal continu ainsi que sur des tronçons de membrane en mode discontinu. 

Enfin, la faisabilité de la réaction de synthèse d’ester en REM et en phase liquide a été 

vérifiée pour les deux membranes enzymatiques 7C et 39C. 

1.3.1 Caractérisation physique  

La caractérisation physique de la membrane enzymatique 39C a été réalisée en analysant, 

pour chaque technique, 3 échantillons de la membrane situés à chacune des deux extrémités et 

au centre de la membrane. Pour permettre de déterminer d’éventuelles modifications induites 

par le protocole d’immobilisation des enzymes, des échantillons du support céramique vierge 

ont été également analysés. 

Les trois sections ont été analysées par MEB. La Figure III-7 montre un exemple des 

photographies représentant l’extrémité basse de la membrane. 
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(a)                                 (b)                                (c) 

Figure III-7  Photographies MEB de tronçons de membranes situés au niveau de l’extrémité basse: (a) 

Support vierge membrane 39C 0,8 µm : surface interne de la membrane, (b) Membrane enzymatique 39C 

0,8 µm : surface interne de la membrane, (c) Membrane enzymatique 39C 0,8 µm : section. 

D’après la Figure III-7 (a, b), une fine pellicule de gélatine peut être observée sur la 

membrane enzymatique en comparant au support vierge. Sur cette photographie, la couche de 

gélatine ne semble pas couvrir tous les pores à la surface de la membrane. La photographie 

Figure III-7 (c) qui représente la section de la membrane enzymatique, montre que la couche 

de gélatine se présente sous forme d’un amas observé uniquement à la surface interne de la 

membrane et non pas à l’intérieur des pores de celle-ci comme cela a déjà été observé pour la 

membrane 7C (Figure III-5). Cependant pour cette dernière, le dépôt de gélatine qui était tout 

aussi fin semblait être plus homogène. Il est à noter que le même type d’observation peut être 

fait sur les autres sections de la membrane et qu’aucune différence significative n’a été 

remarquée entre les trois sections analysées.  

 

Afin de compléter les observations faites d’après les photographies obtenues par analyse de  

MEB, l’analyse de la porosité ainsi que des diamètres moyens des pores de la couche filtrante 

par porosimétrie au mercure des différentes sections de la membrane enzymatique et du 

support vierge a été effectuée. Les résultats de ces analyses sont reportés sur le Tableau III-3. 
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Tableau III-3 Porosité et diamètres moyen des pores de la couche filtrante obtenus par porosimétrie au 

mercure pour le support membranaire et la membrane enzymatique 39C.  

   Position du tronçon analysé 

   Extrémité 1 Milieu Extrémité 2 

Porosité support membranaire 

(%) 

  33 ± 1 33 ± 1 33 ± 1 

Porosité membrane enzymatique 

(%) 

  34 ± 1 33 ± 1 33 ± 1 

Plage des diamètres des pores  

Support membranaire vierge 

(µm) 

  0,7-0,8 0,7-0,8 0,7-0,8 

Plage des diamètres des pores  

Membrane enzymatique 

 (µm) 

  0,7-0,8 0,6-0,8 0,7-0,8 

 

Il apparaît que les mesures de la porosité sur les 3 sections du support membranaire vierge 

(extrémités et milieu) donnent des valeurs similaires, ce qui montre que la porosité globale du 

support en céramique lui-même est homogène. Les valeurs données pour les trois sections de 

la membrane  enzymatique sont par ailleurs identiques entre elles et similaires à celles 

données par le support vierge. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec la 

membrane 7C et montrent que le dépôt de gélatine ne modifie visiblement pas la porosité de 

la membrane qui reste de l’ordre de  33 % ±1. 
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Dans le Tableau III-3, il a été choisi de donner une plage de diamètre des pores de la couche 

filtrante et non un diamètre moyen comme cela est fait classiquement car la structure des 

couches filtrantes n’est pas uniforme au sein d’un même canal du support membranaire 

vierge. En effet, les analyses MEB faites sur différentes zone d’un même canal (cf Figure 

III-8) montre que la structure est variable : on distingue notamment des épaisseurs de couche 

filtrante significativement différentes. Cette différence de structure pourrait avoir une 

influence sur la distribution du diamètre des pores de la couche filtrante. On observe d’ailleurs 

une forte dispersion des diamètres lors des analyses de porosimétrie à mercure. Ces dernières 

ne permettent pas de déceler un diamètre moyen mais une large gamme de diamètres de 

pores. C’est cette plage de valeur qui est indiquée dans le Tableau III-3. 

 

Figure III-8 Analyse par MEB de la structure de la couche filtrante sur différentes zones d’un même canal 

du support membranaire vierge 39C. 

Les valeurs montrent que la plage de diamètres de la couche filtrante est identique entre les 

extrémités 1 et 2 du support et de la membrane enzymatique. Il apparait seulement une 

différence pour les analyses réalisées sur l’échantillon prélevé au milieu des membranes. 

Cependant, ces mesures sont à considérer avec précaution en tenant compte de l’hétérogénéité 

de la couche filtrante du support. On ne peut donc pas conclure avec certitude quant à la 

différence significative de la plage de diamètre des pores observée au milieu de la membrane 

enzymatique. 
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Par ailleurs, la surface spécifique a été déterminée pour le support et les trois sections de la 

membrane enzymatique par la méthode d’adsorption / désorption d’azote et n’a montré 

aucune différence significative entre tous les tronçons analysés. La surface spécifique est 

égale à 0,10 ± 0,02 m².g-1 pour le support membranaire et les tronçons de membrane 

enzymatique. 

1.3.2 Performances en hydrolyse de la membrane enzymatique 39C 

Afin de comparer les performances des membranes 7C et 39C, des essais de réaction 

d’hydrolyse de l’acétate de butyle en REM fonctionnant en mode frontal ont été effectués 

dans les mêmes conditions opératoires notamment avec la même densité de flux de perméat. 

Les productivités obtenues avec les deux membranes ainsi que les débits mis en œuvre sont 

donnés dans le Tableau III-4. 

Tableau III-4  Débits mis en œuvre lors des essais en REM et performances obtenues avec les membranes 

enzymatiques 7C et 39C 

Membrane Débit de perméat 

(L.min
-1

) 

Densité de flux 

de perméat 

(L.min
-1 

.m
-2

) 

Productivité 

(mmol.min
-1

.m
-2

) 

7C 

 

0,0125 1,920 7,2 ± 0,4 

39C 

 

0,960 1,920 7,8 ± 0,4 

 

Au cours de ces essais, la densité de flux de perméat a été maintenue constante car elle 

constitue le paramètre le plus important parce qu’elle contrôle la quantité de substrat apportée 

à la surface de la membrane, lieu de la localisation des enzymes. Il est important de noter ici 

que, comme le système fonctionne en mode frontal, le débit de perméat est égal au débit 

d’alimentation qui est différent en fonction de la membrane (Tableau III-4). Ce dernier va se 

diviser sur un certain nombre de canaux, ce qui entraîne des conditions hydrodynamiques 

différentes à l’entrée de chacune des deux membranes, notamment une vitesse d’entrée dans 

chaque canal différente : 0,009 m.s-1 pour la membrane 7C et 0,083 m.s-1 pour la membrane 

39C alors que les diamètres hydrauliques des canaux sont du même ordre de grandeur (2 mm 

pour la membrane 7C et 2,5 mm pour la membrane 39C). En dépit de ces différences, des 

productivités similaires ont été observées pour les membranes 7C et 39C comme le montre le 
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Tableau III-4. A la lumière de ces résultats, on peut affirmer que le protocole 

d’immobilisation permet d’élaborer des membranes de tailles différentes possédant des 

performances similaires. Le changement d’échelle de la membrane 7C à la membrane 39C a 

donc pu être validé. 

1.3.3 Etude de l’homogénéité catalytique de la membrane enzymatique  

Les analyses de caractérisation physique n’ont pas été concluantes pour montrer 

l’homogénéité structurale de la membrane enzymatique car les analyses de porosimétrie à 

mercure ont montré une légère différence entre la plage de diamètre des pores de la couche 

filtrante du centre de la membrane et celle des extrémités. Comme il est difficile de dire si 

cette différence est significative, il est donc intéressant d’étudier aussi l’homogénéité 

catalytique de la membrane enzymatique. Pour cela la productivité obtenue en utilisant des 

tronçons de membrane enzymatique comme catalyseur lors d’essais en mode discontinu a été 

étudiée. Ces tronçons sont situés à différents endroits de la membrane enzymatique 

(extrémités et milieu). La productivité a été mesurée par l’hydrolyse de l’acétate de butyle en 

réacteur fermé (batch) comme il est décrit au paragraphe 4.1.4 du chapitre « Matériel et 

méthodes ». A titre comparatif, des tronçons de la membrane élaborée par simple adsorption 

ont été également étudiés. Il est à noter que pour tous les essais la productivité maximale est 

atteinte aux alentours de 20 minutes et qu’au-delà la productivité reste stable. Il est donc 

intéressant de comparer les productivités obtenues après 30 minutes d’essai pour les différents 

tronçons de membranes étudiées. Les résultats de ces essais sont représentés dans la Figure 

III-9. 



78 

 

 

Figure III-9 Productivité des différents tronçons de la membrane enzymatique en fonction de leur position 

sur la membrane enzymatique élaborée par liaison covalente (■) et par simple adsorption (▲). Essais en 

batch, solution d’acétate de butyle de 20 mM, durée de l’essai= 30 min, T°= 37°C, agitation= 400 rpm. 

Incertitude expérimentale estimée à 14%. 

La Figure III-9 montre que pour la membrane enzymatique obtenue par le protocole 

d’immobilisation par liaison covalente, la répartition de l’activité enzymatique présente une 

tendance avec un minimum de productivité au milieu de la membrane. Cependant, compte 

tenu de l’incertitude expérimentale estimée à 14 % pour ce type d’essai, on ne peut pas 

conclure avec certitude si cette diminution de la productivité peut être considérée comme 

significative ou pas. Le pouvoir catalytique de la membrane enzymatique semble donc assez 

homogène sur toute la longueur de celle-ci avec une possible diminution en son centre.  

Pour la membrane enzymatique obtenue par simple adsorption la productivité semble 

homogène sur toute la longueur de la membrane. 

Une différence de productivité de 68% est observée entre les moyennes de productivités 

obtenues par la membrane élaborée par liaison covalente et celle élaborée par adsorption qui 

sont respectivement de 4,7 ± 0,6 mmol.min-1.m-2 et de 1,5 ± 0,2 mmol.min-1.m-2.  Cet écart 

confirme les différences observées entre les deux membranes lors de leur utilisation en REM 

(cf Figure III-6). Une meilleure performance en hydrolyse de la membrane enzymatique 

élaborée par liaison covalente est ici de nouveau observée.  

Par ailleurs, il est intéressant de comparer les performances des membranes en REM en mode 

frontal continu décrites au paragraphe 1.2.4 de ce chapitre et en réacteur discontinu 

lorsqu’elles sont utilisées sous forme de tronçons. Il apparait que la productivité mesurée en 
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réacteur fermé est bien inférieure à celle obtenue en REM quelque soit le type de membrane 

enzymatique (1,5 ± 0,2 mmol.min-1.m-2 contre  4,6 ± 0,4  mmol.min-1.m-2 avec la membrane 

élaborée par adsorption et 4,7 ± 0,6 mmol.min-1.m-2  contre 7,2 ± 0,4 mmol.min-1 m-2 avec la 

membrane élaborée par liaison covalente). Cette différence peut être due aux problèmes de 

transfert du substrat vers l’enzyme. En effet, les limitations diffusionnelles peuvent être plus 

importantes en cuve agitée qu’en REM où le transfert du substrat à travers les pores de la 

membrane et donc vers les enzymes est principalement convectif.  

1.3.4 Etude de la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM et en phase liquide 

La synthèse d’acétate d’anisyle a été étudiée en REM, en présence de substrats purs (c'est-à-

dire en absence de solvant) et en filtration tangentielle en boucle fermée avec un recyclage 

total du rétentat et du perméat. Avant d’étudier les performances de la membrane 

enzymatique 39C en synthèse, une étude préliminaire a été effectuée sur la membrane 7C afin 

de choisir la réaction modèle. 

1.3.4.1  Choix de la réaction modèle (essais préliminaires sur la membrane 7C)  

La synthèse de l’acétate d’anisyle a été choisie comme réaction modèle pour le 

développement du procédé de synthèse en REM. En effet, l’acétate d’anisyle est un ester qui 

présente diverses applications dans différents domaines : en agroalimentaire, en parfumerie et 

en industrie du tabac. Sa synthèse se fait, selon la nature du donneur d’acyle, par estérification 

ou par transestérification de l’alcool anisique. Deux donneurs d’acyle ont été étudiés afin de 

conclure quant au choix la réaction modèle : l’acide acétique (pour une réaction 

d’estérification) et l’acétate de vinyle (pour une réaction de transestérification). 

Les essais ont été effectués avec ces deux donneurs d’acyle dans les mêmes conditions 

opératoires. Les résultats de ces essais sont reportés sur la Figure III-10. 
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Figure III-10 Quantité d’acétate d’anisyle produite en REM fonctionnant avec des membranes 

enzymatiques 7C. Réaction de synthèse conduite en absence de solvants (substrats purs) avec des 

donneurs d’acyle différents: Acétate de vinyle (■) et acide acétique (▲). REM en mode discontinu, en 

filtration tangentielle avec recyclage total du rétentat et du perméat, solution d’alimentation en substrats 

avec un ratio molaire de 0,2 (donneur d’acyle/ alcool anisique), T°= 45°C, flux de perméat= 23 L.h
-1

.m
-2

. 

Incertitude expérimentale estimée à 5%. 

 

D’après la Figure III-10, on peut remarquer une différence claire entre les deux donneurs 

d’acyle. En effet, l’utilisation de l’acétate de vinyle comme donneur d’acyle permet d’avoir 

une productivité de l’ordre de 7 ± 0,35 mmol.min-1.m-2 qui est 8 fois plus importante que celle 

obtenue avec l’acide acétique 0,86 ± 0,043 mmol.min-1.m-2. La faible production d’acétate 

d’anisyle obtenue en présence d’acide acétique peut être expliquée par l’effet inhibiteur de 

l’activité enzymatique de cet acide qui a été largement décrit dans la littérature [131-134]. Cet 

effet inhibiteur est d’autant plus marqué avec les lipases en présence d’acides à deux 

molécules de carbone dont la fixation sur l’enzyme se fait spontanément dans certains cas 

[133, 134]. Un tel comportement a été décrit dans les travaux de Krishna et al [134] qui ont 

étudié la synthèse de l’acétate d’isoamyle par des lipases immobilisées en présence d’acide 

acétique comme donneur d’acyle. Au cours de cette étude, une diminution drastique du 

rendement d’estérification a été observée en passant d’une concentration en acide acétique de 

0,06 M à 0,3 M. Ces travaux ont également montré que l’acide acétique se liait spontanément 

à l’enzyme même en absence d’alcool c'est-à-dire quand le transfert de groupement acyle 

n’est pas possible. L’acide acétique se comporte ainsi comme un inhibiteur compétitif [96]. Il 

est important de noter également que la gélatine est très hygroscopique et peut retenir une 
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quantité d’eau qui constitue le microenvironnement des enzymes. Ainsi, l’acide acétique peut 

se dissoudre dans ce microenvironnement aqueux entrainant une diminution du pH local et 

par conséquent de l’activité enzymatique. De plus, la différence notable de productivité 

observée en passant de l’acétate de vinyle à l’acide acétique peut être due à leur différence de 

polarité. En effet, plusieurs études ont montré que l’activité des lipases est largement affectée 

par la polarité des solvants et des substrats organiques utilisés et que plus le substrat et/ou 

solvant est hydrophobe (log P plus grand) plus la production d’ester est importante [131, 135, 

136]. Ainsi, l’acétate de vinyle avec un log P de 0,73 est plus favorable à la synthèse d’esters 

que l’acide acétique avec un log P de -0,31. 

 Il est à noter également que la réaction de synthèse utilisant l’acétate de vinyle comme 

donneur d’acyle est accompagnée par la formation de l’alcool de vinyle qui est très instable et 

qui se tautomérise spontanément pour former un acétaldéhyde déplaçant ainsi l’équilibre de la 

réaction en faveur de la production de l’ester et la rendant ainsi irréversible [101]. 

A la lumière de ces résultats la réaction de transestérification de l’alcool anisique par l’acétate 

de vinyle a été choisie comme réaction modèle pour la validation des performances en 

synthèse de la membrane 39C.  

1.3.4.2 Performances en synthèse de la membrane 39C  

L’étude des performances en synthèse de la membrane 39C a été effectuée dans les mêmes 

conditions hydrodynamiques que celles utilisées pour la membrane 7C afin de pouvoir les 

comparer. Comme le système fonctionne en filtration tangentielle, le nombre de Reynolds et 

le flux de perméat sont indépendants. Le nombre de Reynolds (Re) ainsi que la vitesse 

tangentielle sont régis par le débit d’alimentation imposé par la pompe. Le flux de perméat, 

lui, est contrôlé par la vanne V1 située à la sortie du rétentat (cf Figure II-6 au chapitre 

« Matériel et méthodes »). Les essais ont été conduits à Re et à flux de perméat constants pour 

les membranes 7C et 39C afin de pouvoir comparer leurs productivités. Ces deux paramètres 

hydrodynamiques sont très importants. D’une part, la productivité de la membrane dépend 

largement du flux de perméat comme il a déjà été démontré par Gumí et al [64] en synthèse et 

en milieu liquide. D’autre part, l’augmentation du Re qui caractérise l’écoulement du mélange 

réactionnel au sein de la membrane peut influencer fortement le système. Il détermine 

l’épaisseur de la couche limite et joue donc sur le renouvellement des substrats à la surface de 

la membrane. De plus, le Re régit les forces de cisaillement à la surface de la membrane, qui 

peuvent entraîner une compaction plus ou moins grande de la couche de polymère sur laquelle 

sont fixées les enzymes modifiant ainsi leur activité. Les effets du cisaillement ont été 
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précédemment étudiés par Gumí et al [64] lors de la synthèse du laurate de butyle en REM et 

en milieu solvant avec une membrane enzymatique élaborée suivant un protocole 

d’immobilisation similaire. Cette étude a permis de montrer que le régime laminaire est plus 

favorable à ce type de systèmes. Ainsi, un Re de 60 a été choisi pour notre étude. 

Concernant les quantités de substrats mises en œuvre dans le REM qui fonctionne ici en mode 

fermé, celles-ci sont différentes entre l’essai avec la membrane 7C et celui avec la membrane 

39C car la taille du pilote est différente ainsi que le volume minimal de la solution nécessaire 

pour le faire fonctionner. 

Les conditions opératoires pour chacune des membranes sont résumées dans le Tableau III-5. 

 

Tableau III-5 Paramètres opératoires de la réaction de synthèse de l’acétate d’anisyle en REM avec les 

membranes 7C et 39C 

Membrane Masse du 

mélange de 

substrats 

 (g) 

Débit de perméat 

(g.min
-1

) 

Densité de flux 

de perméat  

(L.h
-1

.m
-2

) 

Nombre de 

Reynolds 

Pression 

transmembranaire 

(bar) 

7C 

 

120 2,66 23 60 0,5 - 1  

39C 

 

6000 200 23 60 0,5 - 1 

 

Les résultats obtenus pour chacune des deux membranes exprimés en quantité d’acétate 

d’anisyle en fonction du temps sont donnés sur la Figure III-11. 
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Figure III-11 Production d’acétate d’anisyle en REM par la membrane 7C (♦), la membrane 39C (●) et la 

membrane témoin 7C non enzymatique (▲). REM en mode discontinu, en filtration tangentielle avec 

recyclage total du rétentat et du perméat, solution de substrats à un ratio molaire  (Acétate de vinyle / 

alcool anisique) = 0,2, T°= 45°C.  

D’après la Figure III-11, il apparaît que les deux membranes enzymatiques donnent des 

résultats similaires avec une productivité de l’ordre de 6,5 ± 0,3 mmol.min-1.m-2. Ceci est 

cohérent avec les résultats obtenus en hydrolyse décrits plus haut et valident encore une fois la 

transposition du protocole d’immobilisation de la membrane 7C à la membrane 39C. 

Les résultats obtenus par la membrane témoin non enzymatique (Figure III-11) montrent, par 

ailleurs, une productivité de l’ordre de 0,16 ± 0,01 mmol.min-1.m-2, soit seulement 2,5 % de la 

productivité obtenue avec la membrane enzymatique ce qui prouve que la réaction spontanée 

est négligeable.  

 

Dans cette partie de l’étude, nous avons pu développer une membrane enzymatique de 

taille industrielle (39C). Cette dernière a montré de bonnes performances en hydrolyse 

et en synthèse en phase liquide. La seconde étape de cette étude qui concerne la synthèse 

en REM en CO2 supercritique peut être alors envisagée. 
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2 Conception et identification des conditions de l’étude du réacteur 

enzymatique à membrane fonctionnant en milieu supercritique 

2.1 Introduction  

Dans le cadre de ce travail dont l’objectif est la synthèse d’esters en milieu supercritique dans 

un REM fonctionnant avec une membrane enzymatique de taille industrielle, il a été 

nécessaire de concevoir et développer un pilote spécifique. Selon, le cahier des charges que 

nous avons établi, le pilote a été fabriqué par la société SEPAREX. 

Nous avons par la suite procédé à l’identification des différentes conditions de l’étude en 

considérant deux points critiques caractérisant ce type de procédé : 

- La solubilité apparente dans le CO2SC des différents composés utilisés dans le but 

d’estimer la plage des concentrations utilisables. 

- Le pourcentage de récupération de ces composés dans les conditions de l’étude afin de 

vérifier le bilan matière du système. 

2.2 Conception du pilote  

Dans cette étude, le choix du REM a été motivé par l’ensemble des avantages qu’il présente et 

notamment la possibilité de conduire le procédé en continu et en une seule étape en assurant à 

la fois la réaction catalytique et la récupération de l’enzyme. Le REM offre également un 

rapport surface/volume important, facilitant le passage à une échelle de production plus 

grande. La conduite de réactions enzymatiques en réacteur à membrane a été largement 

décrite dans la littérature. Les réactions décrites sont conduites généralement en phase liquide 

en présence ou non de solvants [26, 51]. Par contre, peu d’études ont porté sur l’utilisation de 

REM en conditions supercritiques, même si l’intérêt à combiner catalyse enzymatique et 

fluides supercritiques a déjà été prouvé [11, 86, 106].  

Les travaux réalisés à l’IEM par Gumí et al [49], portant sur un REM fonctionnant en milieu 

CO2SC et mettant en jeu une membrane enzymatique en céramique, ont permis de prouver 

que les enzymes pouvaient être actives au sein d’un REM en milieu supercritique.  Ces essais 

ont été réalisés sur un pilote de taille de laboratoire et ont été limités par des problèmes 

d’équipements notamment des volumes morts trop importants qui ont empêché d’atteindre le 

régime permanent lors des essais menés en mode frontal continu.  

Ce présent travail de thèse a consisté à partir des résultats obtenus dans l’étude de Gumí et al 

[49] pour développer le procédé à une échelle plus grande avec un pilote plus adapté (les 

volumes morts seront limités autant que possible). Les spécifications de ce pilote ont été 
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établies à partir de l’objectif de l’étude qui est de réaliser des réactions enzymatiques dans un 

fluide sous pression, conduites dans un réacteur membranaire enzymatique selon différentes 

configurations : mode continu, mode discontinu, avec recyclage du perméat ou du rétentat.  

Pour cela, l’installation doit comprendre principalement : 

- Un système de compression du fluide (CO2) 

- Deux réacteurs différents interchangeables destinés à contenir une membrane ou 

plusieurs membranes de tailles industrielles afin de pouvoir passer à un module 

membranaire multiple par la suite. 

- Deux systèmes d’introduction des réactifs afin de pouvoir utiliser à la fois des substrats 

sous forme solide ou liquide. 

- Un système de recirculation du perméat ou du rétentat selon le mode choisi, puisqu’il 

s’agit d’une étude exploratoire où toutes les possibilités de configurations peuvent être 

envisagées. 

- Un système de recyclage du CO2 après séparation des solutés présents dans le rétentat 

et dans le perméat pour limiter la consommation et les rejets de CO2. 

- L’instrumentation et le système de commande nécessaires à un fonctionnement fiable 

en toute sécurité. 

Une étape de dimensionnement a été réalisée pour les parties les plus importantes composant 

le pilote notamment les réacteurs (modules membranaires), les pompes et les séparateurs. 

Ainsi, les dimensions des réacteurs ont été calculées de façon à minimiser l’espace autour des 

membranes pour limiter le volume mort (longueur 1,2 m, diamètre interne 3 cm). Le 

dimensionnement des pompes (pompe à CO2 et pompe à substrats) a été le plus délicat car 

plusieurs aspects devaient être pris en compte. En effet, l’objectif était d’avoir des débits de 

substrats et de CO2 permettant de travailler à une concentration inférieure à la valeur de la 

limite de solubilité en CO2SC, et de conduire les réactions à un débit de substrats adéquat 

pour atteindre des taux de conversion et de production intéressants. En effet, l’importance du 

débit de perméat est cruciale de part son influence sur les performances du REM. Par 

exemple, dans le travail de Pomier et al [107] portant sur le biofaçonnement d’huiles 

végétales en REM fonctionnant en milieu huile fluidifiée avec du CO2SC et avec une 

membrane enzymatique élaborée selon un protocole d’immobilisation similaire à celui de 

cette étude, il a été démontré que le débit des substrats agit de manière contraire sur la 

conversion et la production dans une plage de débits de perméat allant de 0,02 à 5,9 ml.min-1. 
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Par conséquent, il est important de pouvoir travailler à une gamme de débits permettant 

d’observer leurs effets sur la conversion et la production. Le choix s’est donc porté sur une 

pompe HPLC permettant l’obtention d’un débit allant de 0,1 à 10 ml.min-1. Le 

dimensionnement de la pompe d’alimentation en CO2 a alors été réalisé pour permettre une 

plage de débit de CO2 de 0,6 à 2,4 kg.h-1 nécessaire pour travailler à une concentration 

inférieure à la limite de solubilité des composés. Le dimensionnement des séparateurs a été 

effectué en fonction des débits à traiter. 

Le cahier des charges a été établi à l’IEM (cf Annexe 1) et un appel d’offre a été publié. 

Plusieurs échanges avec le fournisseur (SEPAREX) ont finalement conduit à l’établissement 

du plan du pilote avant le lancement de sa construction (cf Annexe 2). 

2.3 Solubilité apparente des substrats et des produits de la réaction en CO2 

supercritique  

La conduite d’une réaction en CO2SC doit prendre en compte la solubilité des différents 

substrats et produits pour choisir les concentrations à mettre en jeu en fonction des conditions 

opératoires. Cette étape est donc nécessaire pour  la mise au point du procédé. 

Dans notre étude, la réaction de synthèse de l’acétate d’anisyle à partir d’alcool anisique a été 

choisie comme réaction modèle et a été testée en milieu supercritique avec deux donneurs 

d’acyle différents. Deux réactions ont donc été mises en œuvre: la réaction d’estérification 

avec l’acide acétique et la réaction de transestérification avec l’acétate de vinyle. Il fallait 

donc mesurer les solubilités des 3 substrats et du produit de la réaction. 

Seules les valeurs de solubilité de l’acétate de vinyle [137] et de l’acide acétique [138] en 

CO2SC sont données dans la littérature. Celles de l’alcool anisique et de l’acétate d’anisyle, 

non décrites auparavant, ont été déterminées expérimentalement au sein de l’entreprise 

SEPAREX à l’aide d’un pilote d’extraction en CO2SC comme décrit au paragraphe 5 du 

chapitre « Matériel et méthodes ». L’essai consiste à introduire une quantité connue du réactif 

et à suivre sa solubilisation dans le CO2SC au cours du temps pour déterminer la valeur 

apparente de la solubilité pour un couple pression/ température. La corrélation des données 

expérimentales de solubilité apparente a ensuite été faite selon la corrélation Chrastil qui relie 

la solubilité d’un composé à la masse volumique du fluide supercritique pur et à sa 

température.  
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2.3.1 Corrélation Chrastil  

Cette corrélation a été fondée sur l’hypothèse, qu’en milieu supercritique, une molécule du 

soluté s’associe à n molécules du solvant pour former à l’état d’équilibre un complexe de 

solvatation [139, 140]. 

Le modèle relie la valeur de la solubilité aux conditions de température et de pression (à 

travers son action sur la masse volumique) et au nombre de molécules de solvant n mises en 

jeu dans le complexe de solvatation. Il est régi par l’équation suivante :  

 

Où : 

C : est la solubilité apparente du soluté (kg.kgCO2
-1) dans le CO2SC 

ρ : est la masse volumique du CO2SC (kg.m-3) 

T : est la température (Kelvin) 

n : le nombre de molécules mises en jeu dans le complexe de solvatation caractéristique de 

chaque système soluté/solvant.  

A et B : sont des constantes dépendant de la chaleur de solvatation et de la masse 

moléculaire des deux composants (soluté et solvant) 

Selon ce modèle, la représentation ln C = f (ln ρ) doit être linéaire pour une température 

donnée (la valeur de la masse volumique peut alors varier en jouant sur la pression). Ainsi, à 

température constante et à différentes pressions on peut tracer la courbe : ln C = ln a + n ln ρ  

On pourra ainsi déterminer n et a =  qui sont respectivement la pente et l’ordonnée à 

l’origine de la droite tracée. 

Ensuite, à température variable, on trace la courbe ln a = f ( ) pour déterminer les constantes 

A et B qui sont respectivement la pente et l’ordonnée à l’origine de la droite obtenue. 

2.3.2 Détermination expérimentale de la solubilité apparente 

La solubilité apparente a été déterminée pour les deux composés qui n’ont pas été décrits dans 

la littérature : l’alcool anisique (substrat) et l’acétate d’anisyle (produit). Nous allons décrire 

principalement les résultats pour l’alcool anisique car la connaissance de sa solubilité est 

primordiale vu qu’il se trouve en proportion majoritaire dans le mélange réactionnel (Rapport 

molaire donneur d’acyle / Alcool = 0,2). 

La solubilité a été mesurée à un intervalle de température allant de 35 à 45°C et à des 

pressions allant de 100 à 190 bar. Nous avons ainsi obtenu la corrélation suivante pour 

l’alcool anisique: 
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 avec n = 4,26 à 35°C et n = 6,07 à 45°C. 

La Figure III-12 présente pour exemple la courbe calculée selon cette formule et les résultats 

expérimentaux à une température de 35°C : on constate une bonne corrélation, ce qui nous 

permettra d’utiliser ce modèle pour estimer la solubilité de l’alcool anisique à d’autres valeurs 

de la pression.  

 

 

Figure III-12 Solubilité apparente de l’alcool anisique à 35°C en fonction de la pression et son modèle 

Chrastil.  

On notera que la solubilité apparente de l’alcool anisique augmente avec la pression à 

température constante, comme attendu [76, 140]. Au contraire, selon la littérature, 

l’augmentation de la température dans cette gamme de pression, conduit à une diminution de 

la solubilité des différents composés [76, 138, 140].  

 

La solubilité apparente de l’alcool anisique a également pu être comparée à celles des autres 

composés utilisés dans la réaction modèle. Un exemple de valeurs de solubilités obtenues 

dans les mêmes conditions de température et de pression pour l’alcool anisique ainsi que pour 

les autres composés est donné dans le Tableau III-6. 
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Tableau III-6 : Comparaison de l’ordre de grandeur de la solubilité en CO2SC des différents composés 

utilisés dans cette étude 

Composé Conditions de température 

et de pression 

Solubilité 

(g.kg CO2
-1

) 

Source 

Alcool 
anisique 

40°C, 90 bar 1,26 Corrélation Chrastil à partir des données 
expérimentales 

Acétate 
d’anisyle 

40°C, 90 bar 1,38 Valeur expérimentale 

Acide 
acétique 

40°C, 90 bar 10,38  Corrélation Chrastil à partir des données 
expérimentales de la littérature [138] 

Acétate de 
vinyle 

40°C, 90 bar > 64 Valeur déduite des résultats expérimentaux  
de la littérature [137] 

 

D’après le Tableau III-6, on peut constater que l’alcool anisique est le composé le moins 

soluble en CO2SC. Comme de plus, il se trouve en proportion majoritaire dans le mélange 

initial de substrats, il est donc le composé limitant du système réactionnel pour les aspects liés 

à la solubilité. Les débits massiques d’alimentation en substrats et en CO2 seront donc par la 

suite déterminés en prenant garde à rester à des concentrations d’alcool anisique inférieures à 

la solubilité apparente de ce substrat. 

 

2.4 Détermination des pourcentages de récupération des composés de la 

réaction dans le pilote fonctionnant en CO2 supercritique : bilan matière  

Avant de mettre en œuvre la réaction, dans le REM en condition CO2SC, il est important de 

vérifier le bilan matière en calculant les pourcentages de récupération des composés utilisés 

dans le système lorsqu’il n’y a pas de réaction. Des essais de détermination des pourcentages 

de récupération des réactifs et du produit de la réaction modèle viennent donc compléter 

l’étude préliminaire du pilote supercritique. Ils sont réalisés dans les conditions prévues pour 

l’étude de la réaction de synthèse mais en utilisant un mélange de substrats/produit, en 

présence d’un support membranaire et non d’une membrane enzymatique. Ces essais 

permettront de sélectionner les conditions adéquates de l’étude qui évitent les risques de non 

récupération des réactifs liés à leur accumulation dans le pilote ou à leur entraînement par le 

CO2.  

Les essais de détermination des pourcentages de récupération des réactifs sont effectués 

comme décrit au paragraphe 2.2.1 du chapitre « Matériel et méthodes » en présence d’une 

membrane non enzymatique et à diverses conditions de température et de pression. La 



90 

 

solution d’alimentation est préparée à partir des substrats (alcool anisique et donneur d’acyle) 

et du produit de la réaction (acétate d’anisyle) dans des proportions proches de celles utilisées 

lors de la réaction de synthèse (pour les substrats), et attendues (pour le produit) si la réaction 

est totale. Le débit d’alimentation en solution et le débit de CO2 sont calculés pour que la 

concentration en alcool anisique ne dépasse pas le seuil de solubilité. L’opération se fait en 

mode frontal continu, les échantillons sont récupérés toutes les heures au niveau des 

séparateurs (perméat), pesés et analysés. Le bilan matière est établi pour l’ensemble des 

composés à partir de la masse d’échantillon recueillie par simple pesée et pour l’alcool 

anisique et l’acétate d’anisyle à partir des analyses CPG (la quantification de l’acétate de 

vinyle et de l’acide acétique n’étant pas possible dans les conditions d’analyse utilisées dans 

ce travail).  

Des essais ont été réalisés pour plusieurs températures et pressions, et les résultats à 100 bar/ 

45°C sont donnés à titre d’exemple sur la Figure III-13 qui représente l’évolution de la masse 

du mélange récupérée dans le perméat (a), et les masses de l’acétate d’anisyle et de l’alcool 

anisique obtenues par analyse CPG pour chaque échantillon (b).  

  

                                   (a)                                                                       (b)  

Figure III-13 Bilan matière effectué avec un mélange de réactifs (61,5 % Alcool anisique, 25% Acétate 

d’anisyle, 13,5% Acétate de vinyle (m/m)), en présence d’un support membranaire lavé et séché. Essais en 

mode frontal, débit d’alimentation en solution de réactifs= 19,2 g.h
-1

, débit de CO2 = 1,8 kg.h
-1

, T°= 45°C , 

P=100 bar. Incertitude expérimentale estimée à 6%. 

D’après ces résultats, le système apparait stable dès le début de l’essai. Le pilote est alimenté 

aux débits de 11,8 g.h-1 d’alcool anisique et de 4,8 g.h-1 d’acétate d’anisyle. D’après la Figure 

III-13 (b), les débits de sortie sont proches des débits d’entrée aux erreurs expérimentales près 

et sont stables au cours du temps. Ces résultats montrent que dans ces conditions, ces deux 

composés sont entièrement récupérés en sortie : aucun des deux n’est ni retenu 

préférentiellement par la membrane ni précipité dans le système ou entraîné par le CO2. Au  
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niveau du bilan matière global, le débit d’entrée étant égal à 19,2 g.h-1, il apparaît sur la 

Figure III-13 (a) que le débit de sortie est légèrement différent (~18,7 g.h-1) indiquant une 

perte de matière de 2 %. Comme il n’y a de perte ni sur l’alcool anisique ni sur l’acétate 

d’anisyle, il semblerait donc que la perte globale soit due à une perte d’acétate de vinyle.  

Cette perte peut être liée à la haute volatilité de celui-ci (Températures d’ébullition à pression 

atmosphérique Tb (Acétate de vinyle) = 72°C,   Tb (Acétate d’anisyle) = 270°C, Tb (Alcool anisique) = 259°C) 

qui induirait son entraînement par le CO2 en sortie de séparateur. Il faut cependant noter que 

le pourcentage de perte décelé est très faible et pourrait être lié à des erreurs expérimentales 

notamment au moment du prélèvement du mélange réactionnel en sortie de séparateurs. 

Les pourcentages de récupération ont été déterminés pour les différentes conditions de 

l’étude, quelques exemples sont donnés dans le Tableau III-7. 

 

Tableau III-7 Exemples de pourcentages de récupération obtenus par le mélange (Alcool anisique + Vinyle 

acétate + Acétate d’anisyle) après atteinte du régime permanent pour les différentes conditions de l’étude. 

Essais en mode frontal, débit d’alimentation en solution de réactifs= 19,2 g.h
-1

, débit de CO2 = 1,8 kg.h
-1

. 

Incertitude expérimentale estimée à 6%. 

Température 

(°C) 

Pression 

(bar) 

% solubilité 

apparente 

Alcool 

anisique 

% (m/m) 

Récupération  

mélange 

% (m/m) 

Récupération 

Alcool 

anisique 

% (m/m) 

Récupération 

Acétate  

d’anisyle 

35 100 76 98 100 
 

100 

45 140 57 94 100 100 

40 120 58 95 100 100 

 

D’après le Tableau III-7, on constate que pour toutes les conditions présentées une perte de 2 

à 5% sur la masse totale du mélange est observée et que la récupération du produit (acétate 

d’anisyle) est totale dans toutes les conditions étudiées. Il sera donc possible de mettre en 

œuvre la réaction dans les différentes conditions de température et de pression testées ici. 

Après ces mesures effectuées avec un support membranaire, les pourcentages de récupération 

ont été déterminés avec une membrane non enzymatique préparée selon le protocole 

d’immobilisation par liaison covalente et en absence d’enzymes. Les valeurs des pourcentages 

de récupération étaient similaires avec 100% de récupération pour l’alcool anisique et pour 

l’acétate d’anisyle. Ainsi, la présence du dépôt de gélatine sur la membrane n’entraîne aucun 

changement. On ne détecte donc pas de phénomène d’adsorption des substrats et du produit 
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de la réaction sur la membrane qui aurait pu modifier leur pourcentage de récupération. Les 

essais de synthèse peuvent donc être effectués de manière comparable sur les deux types de 

membranes enzymatiques élaborées par liaison covalente et par simple adsorption.  

 

Il est à noter également que pour le mélange contenant l’acide acétique, des pourcentages de 

récupération similaires ont été obtenus à 100 bar, 45°C (seules conditions testées en réaction 

de synthèse), ce qui a permis de confirmer la possibilité de réaliser l’essai dans ces conditions. 

 

Enfin, il est important de souligner que des essais ont également été effectués pour des 

pressions de 80 - 90 bar, et à différentes températures (40 - 50°C). Les pourcentages de 

récupération des réactifs ont été très faibles (~ 20 à 40%). Ces résultats sont dus à la 

précipitation des réactifs notamment de l’alcool anisique au sein du système car sa 

concentration locale était parfois supérieure à la solubilité. Nous avons donc décidé de ne pas 

faire d’essais à des pressions inférieures à 100 bar. 

 

Cette partie du travail a constitué l’étape préliminaire à la mise en place du procédé de 

synthèse d’esters en REM et en CO2SC. Dans un premier temps, après analyse des 

besoins de l’étude et établissement d’un cahier des charges issu notamment de plusieurs 

échanges avec l’industriel (SEPAREX), un réacteur de taille pilote a été conçu. Dans un 

deuxième temps, les solubilités apparentes des réactifs et du produit de la réaction 

modèle ont été déterminées pour permettre le choix des conditions adéquates. Enfin, les 

rendements de récupération ont été mesurés de façon à choisir les conditions 

expérimentales permettant la récupération totale du produit de la réaction. 

 

 

3 Synthèse de l’acétate d’anisyle en REM fonctionnant en milieu CO2 

supercritique  

L’étude de la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM et en CO2SC a été effectuée de façon 

progressive en vérifiant dans un premier temps la faisabilité de la réaction en mode 

discontinu. Des premiers essais en mode continu qui constitue la configuration la plus 

adéquate d’un point de vue industriel, ont été par la suite réalisés. Ces essais visaient à 

confirmer les performances de la membrane enzymatique de taille industrielle en 

fonctionnement continu avec le CO2SC comme solvant. Ils ont aussi permis de sélectionner le 
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donneur d’acyle utilisé dans la réaction modèle (acide acétique ou acétate de vinyle) et de 

confirmer le choix du protocole d’immobilisation des enzymes sur la membrane. Après cette 

phase exploratoire, l’investigation de l’effet de plusieurs paramètres tels que la température, la 

pression et le débit a été réalisée. L’effet de l’activité de l’eau, qui a été souvent signalé dans 

la littérature comme important, n’a pas pu être étudié dans ce présent travail faute de temps. 

En effet, en démarrant les essais, nous avons supposé que la quantité d’eau contenue dans la 

couche de gélatine était suffisante pour préserver l’activité enzymatique. Il serait par la suite 

intéressant d’étudier ce paramètre pour tenter d’améliorer les performances du système vu son 

impact reporté souvent comme très important dans la littérature [11, 141, 142]. 

Enfin, les performances du procédé membranaire ont été comparées à celles d’un réacteur à lit 

fixe utilisant la même lipase immobilisée sur des billes pour conclure quant à l’intérêt 

d’utiliser le procédé membranaire pour la synthèse d’esters. 

3.1 Essai en REM fonctionnant en mode discontinu 

Avant de procéder à une synthèse en mode continu, un essai a été réalisé en mode frontal 

discontinu avec recirculation du perméat. L’objectif était de se placer dans des conditions 

favorables pour voir si l’enzyme immobilisée était active en milieu supercritique. En effet, la 

recirculation du perméat permet à chaque substrat d’effectuer plusieurs traversées de la 

membrane, augmentant ainsi le contact substrat / enzyme et favorisant l’avancement de la 

réaction. La réaction modèle sélectionnée lors des essais de validation en phase liquide décrite 

dans la première partie de l’étude, c’est-à-dire la transestérification de l’alcool anisique par 

l’acétate de vinyle a été mise en œuvre. 

Le choix des paramètres expérimentaux a été fait en s’inspirant des travaux décrits par 

d’autres auteurs [49, 79, 96, 101, 103, 108, 110, 112, 118]. Les conditions expérimentales 

citées dans la littérature balayent une large gamme de températures (35 - 60 °C) et de 

pressions (80- 300 bar). Il est difficile de déterminer des conditions optimales car chaque 

système est différent. Une tendance générale peut, néanmoins, être dégagée : une bonne 

activité enzymatique est en général observée aux alentours de 100 bar et 45- 50°C. Les 

conditions de température et de pression ont été donc fixées dans un premier temps  à 45°C et 

à 100 bar. 

Cet essai a été effectué avec une membrane enzymatique élaborée par liaison covalente. Le 

protocole a été le suivant : 2 g de la solution de substrats (ratio molaire acétate de vinyle / 

alcool anisique = 0,2) ont été introduits dans le réacteur en présence de CO2 à une température 

de 45°C et une pression de 100 bar. L’ensemble a été mis en recirculation dans le réacteur 
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pendant 2 heures de façon à laisser réagir le substrat avec l’enzyme à chaque traversée de la 

membrane active. A la fin de l’essai, toute la solution a été récupérée et analysée par CPG.  

Cette première expérience a permis d’obtenir un rendement de conversion de 22% et a donc 

confirmé que les enzymes sont actives en CO2SC. Ce résultat nous a permis de passer à 

l’étape suivante : l’étude du REM en mode frontal continu. 

3.2 Choix de la réaction et de la méthode d’immobilisation des enzymes sur la 

membrane 

La synthèse de l’acétate d’anisyle a été d’abord réalisée à l’aide de la réaction de 

transestérification entre le vinyle acétate (donneur d’acyle) et l’alcool anisique au sein d’un 

REM équipé d’une membrane enzymatique élaborée par immobilisation des enzymes par 

liaison covalente. La réaction a été conduite en mode frontal continu (c'est-à-dire sans rétentat 

et sans recyclage du perméat). La température et la pression ont été fixées à 45°C et à 100 bar. 

La synthèse de l’acétate d’anisyle a été suivie pendant 7 h après lesquelles la membrane a été 

entreposée à température ambiante en vue d’une utilisation ultérieure. Les résultats des essais 

effectués sur la membrane enzymatique 39C fraîchement élaborée et ceux obtenus après 10 

jours de stockage avec la même membrane sont représentés sur la Figure III-14. 

Remarque: Tous les résultats présentés dans cette partie de l’étude correspondent à des essais 

effectués en REM en mode frontal continu avec une solution de substrats de ratio molaire 

(donneur d’acyle/ alcool anisique) = 0,2. 
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Figure III-14 Conversion obtenue lors de la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM et en CO2SC : (a) avec 

la membrane enzymatique 39C élaborée par liaison covalente (♦) et la membrane témoin non enzymatique 

(▲), (b) : Essai avec la même membrane après 10 jours de stockage, débit de substrats= 19 g .h 
-1

,
 
débit de 

CO2= 1,8 kg.h
-1

, T° = 45°C, P = 100 bar. Incertitude expérimentale estimée à 10%.  

La Figure III-14 (a) montre l’évolution de la conversion en acétate d’anisyle en fonction du 

temps pour la membrane enzymatique et la membrane témoin (sans enzyme) : Il apparaît que 

la conversion reste nulle avec la membrane témoin non enzymatique, ce qui indique que la 

réaction de synthèse nécessite un catalyseur. Avec la membrane enzymatique, la conversion 

augmente en fonction du temps jusqu’à atteindre un palier après 3 heures. On peut donc 

conclure à l’existence de deux états :  

- Un état transitoire correspondant au temps nécessaire à la mise en régime du réacteur. 

- Un état permanent où le système est en équilibre et où la conversion devient constante. 

 

En régime permanent, la conversion moyenne est égale à 36 ± 4 % ce qui correspond à 

une productivité d’acétate d’anisyle de 19 ± 2 mmol.h-1.m-2. Dans la littérature, seule 

l’équipe de Gumí et al [49] a décrit un tel REM fonctionnant en mode continu et en 

CO2SC pour la synthèse de l’acétate de butyle : Au cours de cette étude, à cause des 

limitations de l’équipement un long temps de latence a été observé sans atteindre l’état 

permanent.  Seulement 0,2 % de conversion avaient été obtenus ce qui permet de 

souligner l’amélioration des performances du procédé observée lors des premiers essais de 

cette présente étude.  
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La Figure III-14 (b) montre qu’après un cycle de pressurisation / dépressurisation et un 

entreposage de 10 jours dans des conditions ambiantes,  la membrane enzymatique reste 

active avec, aux incertitudes expérimentales près, un niveau de conversion similaire à 

celui observé au premier cycle  (~39 ± 4  %). Une légère amélioration (~8%) de la 

conversion est ainsi constatée dans l’essai effectué après 10 jours de stockage, mais cela 

n’est pas significatif puisque l’incertitude expérimentale est de l’ordre de 10%. Cette 

expérimentation a donc permis de vérifier la stabilité de cette membrane enzymatique vis-

à-vis d’un stockage de 10 jours et d’un cycle  de pressurisation / dépressurisation. 

Avant de passer à l’optimisation du procédé, il nous a semblé intéressant de tester la 

membrane élaborée par simple adsorption. En effet, même si en milieu aqueux les 

performances de cette membrane se sont avérées moindres que celles de la membrane 

élaborée par liaison covalente, les performances de ces membranes peuvent être 

totalement différentes en milieu CO2SC. Cette supposition repose sur fait que le 

comportement des enzymes est différent en fonction du milieu réactionnel (aqueux ou non 

aqueux) [143] et que le risque de leur désorption est inférieur en milieu CO2SC vu la 

faible solubilité des enzymes dans ce milieu. Des essais ont donc été effectués dans les 

mêmes conditions avec des membranes élaborées par simple adsorption. Les résultats sont 

représentés sur la Figure III-15 où l’on compare les résultats de conversion obtenus avec 

les deux types de membranes enzymatiques élaborées soit par liaison covalente, soit par 

simple adsorption, et testées dans les mêmes conditions de fonctionnement dans le REM. 
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Figure III-15 Conversion obtenue lors de la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM et en CO2SC : avec la 

membrane enzymatique 39C élaborée par liaison covalente (♦), et la membrane enzymatique 39C élaborée 

par adsorption (∆). Débit des substrats= 19 g.h 
-1

,
 
débit du CO2= 1,8 kg.h

-1
, T°= 45°C, P= 100 bar. 

Les essais ont été répétés 3 fois pour chaque type de membrane afin de conclure quant à la 

robustesse des résultats. D’après la Figure III-15, on peut voir que les deux types de 

membranes enzymatiques donnent des conversions en acétate d’anisyle similaires : 40 ± 4% 

(moyenne issue de 3 essais) pour la membrane élaborée par liaison covalente et 36  ± 6 % 

pour la membrane obtenue par adsorption.  

Afin de vérifier l’impact du protocole d’immobilisation notamment sur la stabilité vis-à-vis du 

stockage et d’un cycle de pressurisation/ dépressurisation, une des membranes élaborées par 

simple adsorption a été également testée après 10 jours de stockage comme il a été 

précédemment fait avec la première membrane élaborée par liaison covalente. Les résultats de 

cet essai sont reportés sur la Figure III-16. 
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Figure III-16 Conversion lors de la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM et en CO2SC : (a) avec la 

membrane enzymatique 39C obtenue par simple adsorption et (b) : avec la même membrane après 10 

jours de stockage. Débit des substrats= 19 g.h 
-1

,
 
débit du CO2= 1,8.kg h

-1
, T°= 45°C, P= 100 bar. 

Incertitude expérimentale estimée à 15%.  

D’après la Figure III-16, la membrane élaborée par simple adsorption présente un taux de 

conversion égal à 42 ± 6 % lors de sa première utilisation puis un taux de conversion de 51 ± 

8 % lors de sa deuxième utilisation après un cycle de pressurisation/ dépressurisation et un 

stockage de 10 jours. Une amélioration de la conversion de l’ordre de 18% est donc observée 

en passant du premier au deuxième essai, tout comme il a été constaté une légère amélioration 

de 8% pour la membrane élaborée par liaison covalente. Ce comportement est différent de ce 

que l’on observe d’habitude puisqu’on s’attend plutôt à une diminution de la conversion après 

un cycle de pressurisation / dépressurisation, comme il a été constaté dans l’étude de Pomier 

et al  [107]. 

Les conversions similaires obtenues pour les membranes enzymatiques élaborées par les deux 

protocoles d’immobilisation montrent que l’impact du protocole d’immobilisation est bien 

différent selon que l’on travaille en CO2SC ou en milieu aqueux (milieu pour lequel la 

membrane élaborée par simple adsorption était moins performante - cf paragraphe 1.2.4). En 

effet, il est fort probable que les phénomènes de désorption soient largement diminués en 

milieu CO2SC par rapport à ceux observés en milieu aqueux pour la membrane élaborée par 

simple adsorption, du fait de la différence de solubilité de l’enzyme dans les différents 

milieux.  
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Au vu de la similarité des performances des deux types de membranes, notre choix s’est 

orienté vers la technique d’immobilisation par simple adsorption. En effet, même si les 

performances de la membrane enzymatique obtenue par liaison covalente sont très légèrement 

supérieures (l’écart entre les performances des deux membranes restant inférieur à 

l’incertitude expérimentale), la technique d’immobilisation par adsorption présente le grand 

avantage d’un protocole d’élaboration plus simple, plus rapide et moins coûteux. 

 

Afin de confirmer ce choix, des essais ont aussi été effectués avec la réaction d’estérification, 

c'est-à-dire en utilisant l’acide acétique comme donneur d’acyle. Cette réaction s’est avérée 

moins intéressante que la transestérification en milieu liquide, mais pourrait éventuellement 

donner de meilleures performances en milieu supercritique. Rappelons que les essais en 

milieu liquide ont été effectués en présence de substrats purs (sans solvant). Par conséquent, 

l’effet inhibiteur de l’acide acétique sur l’enzyme qui s’est révélé très important dans ces 

conditions pourrait l’être moins en présence de CO2SC comme solvant du fait de la dilution. 

Les résultats de ces essais sont représentés sur la Figure III-17, qui présente les performances 

des deux types de membranes enzymatiques élaborées par liaison covalente et par adsorption 

lors de la synthèse de l’acétate d’anisyle par estérification. 

 

 

 

Figure III-17 Conversion lors de la synthèse de l’acétate d’anisyle à partir d’alcool anisique et d’acide 

acétique en REM et en CO2SC : (a) avec les membranes enzymatiques 39C élaborées par liaison covalente 

(♦) et par simple adsorption (□) comparées à la membrane témoin élaborée sans enzymes (▲). Débit des 

substrats= 19 g.h 
-1

,
 
débit du CO2= 1,8 kg.h

-1
, T°= 45°C, P= 100 bar. Incertitude expérimentale estimée à 

10 - 15%. 
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On constate que les performances des deux membranes enzymatiques sont assez similaires : 

La membrane élaborée par liaison covalente donne un taux de conversion légèrement 

supérieur (5,6 %  contre 4,5 % pour la membrane enzymatique élaborée par simple 

adsorption), mais cette différence reste dans les limites de l’incertitude expérimentale qui est 

de l’ordre de 10-15%. 

 

Les résultats obtenus avec les deux systèmes réactionnels, montrent donc que, dans un milieu 

CO2SC, les enzymes immobilisées par adsorption ou par liaison covalente ont des 

comportements similaires, contrairement à ce qui a été observé dans la première partie de 

l’étude lors de la détermination des performances hydrolytiques de la membrane enzymatique 

7C en milieu aqueux.  

En ce qui concerne l’effet du donneur d’acyle, ces résultats sont en accord avec les essais de 

synthèse effectués en phase liquide sur la membrane enzymatique 7C. Les valeurs de 

conversion en présence d’acide acétique (estérification) sont bien inférieures à celles obtenues 

en présence d’acétate de vinyle (transestérification) (36 à 40% avec l’acétate de vinyle contre 

seulement 5% avec l’acide acétique), ce qui confirme l’importance du choix du donneur 

d’acyle dans ce type de système réactionnel. 

 

A la vue de ces résultats, et en tenant compte de la simplification des protocoles 

opératoires dans un procédé industriel, il nous a semblé judicieux de choisir la technique 

d’immobilisation la plus simple, c'est-à-dire l’immobilisation par adsorption. Nous 

avons également choisi comme réaction modèle la réaction de transestérification 

utilisant l’acétate de vinyle comme donneur d’acyle pour le reste de l’étude.  

3.3 Effets des paramètres opératoires sur les performances du REM 

Après avoir prouvé la faisabilité de la réaction modèle en REM continu et sélectionné la 

technique d’immobilisation et le donneur d’acyle utilisé dans la réaction modèle, nous avons 

étudié les effets des paramètres opératoires avec l’étude, dans un premier temps, de l’effet 

combiné de la pression et de la température sur les performances de la membrane, et dans un 

second temps, de l’impact du débit des substrats.  

3.3.1 Effet de la température et de la pression  

Il est généralement difficile d’attribuer la variation du rendement d’une réaction enzymatique 

en CO2SC à l’effet isolé d’un seul paramètre, tel que la pression ou la température. Le 
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rendement d’une telle réaction résulte souvent de la nature complexe de celle-ci et des effets 

combinés des différents paramètres du procédé comme il a été décrit au paragraphe 3.3 du 

chapitre « Etude bibliographique ». 

La pression et la température peuvent influencer la réaction enzymatique conduite en CO2SC 

en jouant sur la structure et la stabilité de l’enzyme elle-même, en changeant le comportement 

du mélange réactionnel ou encore en modifiant ses propriétés, notamment celles de transfert 

de matière. La température  joue également un rôle sur la cinétique de la réaction. 

Les effets de la température et de la pression étant ainsi combinés, il nous a semblé intéressant 

d’utiliser un plan d’expérience afin de pouvoir estimer l’effet principal de chacun de ces 

facteurs et d’estimer celui de leur interaction. 

Le choix du domaine du plan d’expérience est fondé d’une part, sur les différents résultats 

décrits dans la littérature [49, 79, 96, 101, 103, 108, 110, 112, 118], et, d’autre part, sur les 

contraintes de solubilité de l’alcool anisique (cf paragraphe 2.4 de chapitre). En effet, vu les 

faibles pourcentages de récupération des réactifs à des pressions inférieures à 100 bar, notre 

domaine d’investigations a été limité aux intervalles de 35 - 45°C pour la température et de 

100 - 140 bar pour la pression. 

3.3.1.1 Mise au point du plan d’expérience 

Nous avons choisi un plan factoriel complet à deux facteurs à deux niveaux chacun. Les deux 

facteurs qu’étudie ce plan sont la température et la pression variant sur deux niveaux bas (-1) 

et haut (+1) : 35 et 45°C pour la température et 100 et 140 bar pour la pression. Les conditions 

centrales sont de facto les suivantes: (40°C, 120 bar). Le domaine d’étude de ce plan factoriel 

est ainsi représenté sur la Figure III-18. La « réponse » choisie pour ce plan d’expériences est 

« le taux de conversion en acétate d’anisyle ».  
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Figure III-18 Plan factoriel complet à deux facteurs utilisé dans cette étude 

Ce plan a été choisi pour sa simplicité et pour la possibilité d’avoir un maximum 

d’informations tout en réduisant le nombre d’essais étant donné la difficulté, le temps et le 

coût engendrés par ce type d’expérience. 

 

L’équation utilisée pour ce type de plan est une équation polynomiale du 1er degré qui se 

présente comme suit: 

Y =    β0 + β1 X1 + β2 X2 + β12 (X1X2) 

Où : 

Y est la réponse (taux de conversion) 

β0 est la réponse moyenne au centre de l’étude  

X1 est le facteur 1 

β1 est l'effet (ou effet principal) du facteur 1 

X2 est le facteur 2 

β2 est l'effet (ou effet principal) du facteur 2 

β12 est l’effet de l'interaction X1X2 entre les facteurs 1 et 2 

Ces essais ont été effectués après avoir vérifié les bilans matière en alcool anisique et en acétate 

d’anisyle pour chaque condition du plan, comme il a été décrit dans la partie précédente.  

3.3.1.2 Résultats et interprétation du plan d’expérience 

Les résultats du plan d’expérience sont présentés dans le Tableau III-8.  
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Tableau III-8 Résultats du plan d’expérience. Essais en REM fonctionnant en mode frontal continu à des 

températures allant de 35°C à 45°C et à des pressions de 100 à 140 bar. Débit des substrats= 19 g.h 
-1

,
 

débit du CO2= 1,8 kg.h
-1

 

N° essai X1 

Pression 

(bar) 

X2 

Température 

(°C) 

Y 

Conversion 

(%) 

1 100 45 36* 

2 100 35 18 

3 140 45 35 

4 140 35 20 

5 120 40 26 

6 120 40 23 

                                             * Valeur correspondant à la moyenne de trois essais 

 

D’après le Tableau III-8, on peut remarquer que les meilleurs rendements sont obtenus à 45°C 

quelle que soit la pression. L’augmentation de la température semble avoir un effet bénéfique 

sur le taux de conversion. La pression, elle, semble avoir peu d’effet sur celle-ci. 

Afin de déterminer si les effets constatés a priori sont significatifs ou pas, ces résultats ont été 

traités statistiquement par un logiciel NEMRODW. 

L’équation obtenue à partir du plan d’expériences et qui caractérise le comportement de la 

membrane enzymatique mesuré par la réponse : « taux de conversion en acétate d’anisyle » 

(Y) vis-à-vis de la pression (X1), de la température (X2) et de leur interaction (X1X2) est la 

suivante : 

 où b0, b1, b2 et B12 sont les estimateurs respectifs de β0, β1, β2, β12: 

Y =    b0 + b1 X1 + b2 X2 + b12 (X1X2) 

 

Les valeurs des paramètres et les probabilités permettant de déterminer si chaque facteur a un 

effet significatif sont données dans le Tableau III-9. 
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Tableau III-9 Coefficients de l’équation du plan d’expériences et la probabilité  

 

 

 

 

 

 

La probabilité (P) représente le risque d’erreur associé à un effet significatif de chaque 

facteur. Ainsi, une probabilité inférieure à 5% signifie que le risque de se tromper en 

acceptant que le facteur est significatif est inférieur à 5%. 

D’après le Tableau III-9, on peut voir que la température a une influence significative (P = 

1,47% ce qui est inférieur à 5%) sur la conversion en acétate d’anisyle. En revanche, la 

pression n’a pas d’effet significatif sur la conversion qui présente une probablité P de 27 %  

qui est supérieure à la valeur limite de 5%. De même, l’interaction température / pression n’a 

pas d’effet significatif sur la conversion en acétate d’anisyle. 

Des résultats similaires ont été observés par Olsen et al [98] qui ont étudié la synthèse en 

CO2SC de l’acétate de lavandulyle par CALB immobilisée sur une résine acrylique 

macroporeuse (Novozyme 435). Dans ce travail, aucune corrélation significative n’a pas pu 

être établie entre l’augmentation de la pression de 74 à 150 bar et le taux de conversion. Une 

accélération de la vitesse de la réaction a été, en revanche observée, en passant de 40 à 60°C. 

De tels comportements ont été également décrits par Habulin et al [103] dans la synthèse du 

laurate de citronellol par la même enzyme CALB (Novozyme 435) en CO2SC.  

Il est important de noter que les résultats obtenus sont propres au domaine d’investigation de 

ce plan d’expérience, c'est-à-dire sur des intervalles allant de 35 à 45 °C pour la température 

et de 100 à 140 bar pour la pression. L’effet de la pression sur le taux de conversion peut donc 

être très faible dans cette gamme pour diverses raisons : d’une part, l’enzyme reste stable 

comme l’a mentionné Knez [11] dans sa revue bibliographique en décrivant le comportement 

de certaines lipases en milieu supercritique à des pressions allant jusqu’à 300 bar ; d’autre 

part, la masse volumique du CO2 n’augmente que légèrement dans cet intervalle de pression, 

son effet peut donc être moins marqué que dans un intervalle de pression ou la masse 

volumique varie sensiblement. En effet, l’impact de l’augmentation de la pression sur les 

vitesses et les performances des réactions enzymatiques en CO2SC est généralement plus 

marqué pour des pressions proches de la pression critique (entre 80 et 100 bar) où la masse 

Symbole modèle Effet Coefficient Probabilité % 

b0 Valeur centrale 25,7 0,076 *** 

b1 Pression 1,3 27 

b2 Température 7,07 1,47 * 

b12 Interaction 0,3 75,8 
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volumique varie considérablement avec la pression tout comme la solubilité des réactifs [11] 

(cf Figure III-19). 

 

Figure III-19 Effets combinés de la température de la pression sur de la masse volumique du CO2SC 

(National Institute of standards and technology NIST)  

 

Ce plan d’expérience a mis en évidence l’effet très significatif de l’augmentation de la 

température de 35 à 45°C. Il serait donc intéressant d’étudier l’effet d’une augmentation 

supplémentaire de la température pour tenter d’améliorer les performances du procédé.  

Nous avons donc effectué des essais à plus hautes températures. Les résultats ont pu être 

exploités en considérant qu’entre 100 et 140 bar, la pression n’a pas d’effet sur la conversion 

en acétate d’anisyle (comme observé dans le plan d’expériences). De ce fait, nous avons fixé 

la pression à 125 bar, valeur à laquelle une bonne solubilité peut être obtenue quelle que soit 

la température et nous avons effectué des essais à 50°C, 55°C et 60°C afin d’identifier des 

conditions optimales. 

L’effet de la température sur les performances de la membrane enzymatique est illustré par la 

Figure III-20 qui représente l’évolution de la conversion en acétate d’anisyle en fonction de la 

température ainsi que les valeurs obtenues en utilisant  l’équation du plan d’expériences. 
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Figure III-20 Effet de la température sur la conversion en acétate d’anisyle en REM et en CO2SC. Débit 

de substrats= 19 g.h 
-1

,
 
débit de CO2= 1,8 kg.h

-1
, T° variant entre 35 et 60°C, P variant entre 100 et 140 

bar. 

D’après la Figure III-20, on peut remarquer que dans le domaine du plan d’expériences, 

l’augmentation de la température entraîne une augmentation linéaire des taux de conversion. 

L’équation issue du plan d’expériences présente une bonne corrélation avec les valeurs 

expérimentales dans la zone de température étudiée (35- 45°C). Cependant, cette équation 

n’est plus valable en dehors de cette zone de température. En effet, comme le montre la 

Figure III-20, un taux de conversion maximum (57 ± 6 %) a été atteint à une température de 

50°C au-delà de laquelle une diminution de la conversion a été observée. Un tel 

comportement a été décrit par plusieurs autres auteurs [98, 103, 144] comme par exemple, 

Varma et al [144] qui ont étudié la synthèse du palmitate d’éthyle par CALB (Novozyme 435) 

en CO2SC sur un intervalle de température de 35 à 70°C et à masse volumique de CO2 

constante (200 kg.m-3) : Dans ce travail, un optimum a été identifié entre 55 et 60°C au-delà 

duquel une baisse de la conversion a été enregistrée.  

A la vue de ces résultats, nous avons retenu 50°C et 125 bar comme conditions opératoires 

pour le reste de l’étude. 

3.3.2 Effet du débit de substrats 

L’étude de l’effet du débit des substrats a été menée en réalisant des essais en maintenant 

constantes les concentrations de substrats dans le CO2. Cela a permis d’éviter tout problème 

lié à la non-solubilité des composés mis en œuvre. Dans cet objectif, le débit de CO2 a été 
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modifié entre chaque essai de façon proportionnelle à la variation du débit de substrats. La 

valeur de ces deux débits est très importante dans un procédé de synthèse en REM 

fonctionnant en mode frontal continu. En effet, ils influencent, d’une part l’apport en substrat 

au niveau de la membrane et, d’autre part, le temps de contact entre les enzymes et les 

substrats à travers le temps de séjour dans la membrane. Ces deux paramètres jouent un rôle 

important sur les performances du procédé. 

L’effet du débit des substrats a été étudié dans les conditions de pression et de température 

choisies dans la partie précédente en faisant varier le débit de 6 jusqu’à 24 g.h-1, ce qui 

correspond à une variation du débit de CO2 de 0,6 kg.h-1 à 2,4 kg.h-1. Les résultats des essais 

sont donnés sur la Figure III-21 qui représente la variation des productivités des membranes 

enzymatiques en fonction du débit molaire du substrat limitant (acétate de vinyle) qui, lui 

varie entre de 8,1 à 32,6 mmol.h-1. 

 

 

Figure III-21 Effet de la variation du débit molaire de l’acétate de vinyle (substrat limitant) sur la 

productivité en acétate d’anisyle en REM et en CO2SC. Débits massiques du mélange de substrats allant 

de 6 à 24 g.h
-1

, et débits de CO2 allant de 0,6 à 2,4 kg.h
-1

, Concentrations massiques en substrats constantes 

et égales à 1,3 g.kgCO2
-1 

pour l’acétate de vinyle et 8,7 g.kgCO2
-1 

pour l’alcool anisique, T= 50°C et P = 125 

bar.  

D’après la Figure III-21, on remarque que la productivité de la membrane enzymatique 

augmente avec l’augmentation du débit du substrat limitant. Une augmentation de ce dernier 

de 8,1 à 32,6 mmol.h-1 permet d’augmenter 5 fois la productivité de la membrane 

enzymatique. Etant donné que dans ces conditions de pression, il n’a pas été possible 
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d’augmenter davantage le débit de CO2 et donc le débit des substrats, des essais à plus fort 

débit n’ont pas pu être réalisés. La limite de performance maximale de la membrane 

enzymatique pas donc n’a pas pu être atteinte et le système a toujours fonctionné en régime de 

limitation par le substrat. 

Il est ici important de noter qu’avec la limitation du débit de CO2 et de la concentration en 

substrats du fait de la faible solubilité de l’alcool anisique dans le CO2SC, le système n’a pas 

donné des valeurs de productivités suffisamment élevées (productivité maximum obtenue = 

33,6 mmol.h-1.m-2) pour autoriser une industrialisation du procédé même si on obtient des 

taux de conversion allant jusqu’à 57 %. 

 

3.4 Comparaison de la réaction de synthèse en REM et en réacteur à lit fixe 

Après avoir étudié la synthèse de l’acétate d’anisyle en REM fonctionnant en mode continu et 

en CO2SC, il nous a semblé judicieux de comparer notre procédé au procédé de réacteur à lit 

fixe.  

Pour cela, nous avons utilisé une autre forme commerciale de l’enzyme CALB (Novozyme 

435) qui est immobilisée sur des billes de résine acrylique. L’enzyme immobilisée a été 

placée dans un réacteur à lit fixe et la réaction a été menée dans des conditions identiques de 

température, de pression et de débit que celles utilisées en REM. La mise en œuvre de la 

même quantité de lipases est nécessaire à la comparaison des deux procédés. Les quantités 

d’enzymes immobilisées sur la membrane et sur les billes ont été déterminées selon la 

méthode de dosage des protéines décrite au paragraphe 4.2.3 du chapitre « Matériel et 

méthodes ». L’interprétation des résultats du dosage se fait en admettant l’hypothèse que la 

quantité totale de protéines dosées sur la membrane ou sur les billes correspond à la quantité 

d’enzymes immobilisées. Grâce à cette méthode, la quantité moyenne d’enzymes adsorbées 

sur la membrane 39C a été estimée à 0,48 mg enzyme.g membrane
-1 ce qui correspond à une 

quantité totale d’enzymes de 529 mg d’enzymes. De la même façon, la quantité moyenne 

d’enzymes par mg de billes a pu être déterminée et estimée à 49 µg enzyme .mg billes
-1 (Un ordre 

de grandeur similaire a été obtenu par Oliveira et al [101] qui a estimé la quantité d’enzymes 

à 54 µg enzyme.mg billes
-1 pour la même forme de cette enzyme Novozyme 435). Pour avoir la 

même quantité d’enzymes dans les deux réacteurs, il faut donc introduire 10,8 g de billes 

d’enzymes dans le réacteur à lit fixe. 

Le réacteur à lit fixe est constitué d’un cylindre de longueur 1,109 m et de diamètre interne 

2,2 cm rempli d’un mélange de billes d’enzymes et de billes de verre. Ces dernières sont 
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rajoutées, d’une part pour remplir le volume du lit, et, d’autre part, pour éviter le compactage 

des billes d’enzymes. Des frittés sont placés de part et d’autre du lit pour isoler les billes et 

éviter leur passage dans les conduites de l’installation (Cf paragraphe 2.2 du chapitre 

« Matériel et méthodes »).  

 

L’essai a été effectué dans les conditions choisies de température et de pression : 50°C, 125 

bar, avec un débit de substrats de 24 g.h-1. Les performances des deux réacteurs enzymatiques 

(REM et réacteur à lit fixe) en termes de taux de conversion et de productivité ont pu être 

comparées. Le temps de passage du mélange réactionnel au sein de chacun des réacteurs a été 

également calculé en utilisant l’équation suivante : 

 

Où  

ɛ : est la fraction de vide pour le lit fixe (égale à 0,38) et la porosité pour la membrane (égale 

à 0,33) 

V : est le volume du lit et de la membrane (m3)  

Q : est le débit volumique du CO2 (m
3.s-1) 

Le temps de passage a été calculé en supposant que les substrats dissous dans le CO2SC sont 

entraînés par celui-ci et sont donc transférés au même débit que le CO2. De telles suppositions 

sont classiques et ont été utilisées dans l’étude de Ciftci et al [145] portant sur la synthèse en 

continu d’esters méthyliques d’acides gras par CALB (Novozyme 435) en réacteur à lit fixe et 

en CO2SC. 

Les détails du calcul des volumes de chacun des réacteurs ainsi que des temps de passage sont 

donnés dans le Tableau III-10. 
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Tableau III-10 Détails du calcul du temps de passage pour les deux types de réacteurs  

 REM Réacteur à Lit fixe 

Volume  (V) 
  

(  = 3,3.10-4 m3) 
 

 

(  = 4,22.10-4  m3) 
 

Détails de 

l’équation 
D : Diamètre membrane (25 mm) 
d : Diamètre hydraulique (2,5mm) 
n : Nombre de canaux (39) 
L : Longueur de la membrane (1 100 mm) 

D : diamètre interne du lit  
(22 mm) 
h : Longueur du lit (1 102 mm) 

Débit du CO2 Débit CO2 = 1,087. 10-6 m3.s-1 
(Masse volumique CO2 à 50°C, 125 bar = 613 kg.m-3) 

Temps de 

passage ( ) 

 1,7 min 2,46 min 

 

D’après le Tableau III-10, on constate que les temps de passage sont du même ordre de 

grandeur pour les deux réacteurs avec toutefois une valeur 1,5 fois supérieure pour le réacteur 

à lit fixe. 

 

Les premiers essais de synthèse ont montré qu’avec le réacteur à lit fixe le rendement de 

conversion ainsi que la productivité sont 2 fois plus importants qu’en REM (100% de 

conversion et 60 mmol.h-1.genz
-1 de productivité pour le réacteur à lit fixe contre 50% et 31,8 

mmol.h-1.genz
-1 pour le REM). Cette différence peut émaner du catalyseur lui-même et 

notamment ici du support d’immobilisation (membrane enzymatique, billes d’enzymes) ou 

des propriétés inhérentes aux deux types de procédés (REM ou réacteur à lit fixe).  

En effet, la nature du matériau du support d’immobilisation peut influencer à la fois l’activité 

et la stabilité des enzymes en CO2SC. Il a été largement prouvé dans la littérature que 

l’hydrophobicité du support d’immobilisation assure une meilleure activité et stabilité à 

l’enzyme notamment pour la biocatalyse en milieu organique. Ceci est dû au fait que 

l’enzyme est adsorbée sous sa forme dite « ouverte » via les résidus hydrophobes entourant 

son site actif, permettant ainsi un meilleur accès  des réactifs [16, 21, 22, 146]. La nature 

hydrophobe des billes (Novozyme 435) peut donc être à l’origine des meilleures 

performances obtenues par le lit fixe d’enzymes que par la membrane enzymatique qui, elle, 

est hydrophile.  

En termes de procédé, la meilleure performance obtenue par le réacteur à lit fixe peut être due 

au temps de contact plus long entre le substrat et l’enzyme. Le temps de passage calculé pour 
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les deux types de réacteurs montre d’ailleurs que celui-ci est plus important dans le cas du 

réacteur à lit fixe 2,46 min contre 1,7 min pour le REM (cf Tableau III-10) ce qui a un impact 

important sur les performances des réacteurs. 

Cet essai a donc permis de montrer, qu’en termes de performance, le réacteur à lit fixe est 

meilleur que le REM. De plus, il est intéressant de noter que comme le réacteur à lit fixe 

permet l’obtention de 100 % de conversion, le substrat limitant est donc totalement 

transformé ce qui laisse présager la possibilité d’améliorer la productivité si on augmente 

l’apport en substrat. Afin d’approfondir la comparaison entre les deux réacteurs enzymatiques 

notamment en termes d’hydrodynamique et de stabilité, nous avons poursuivi l’essai sur 3 

jours avec des arrêts périodiques pendant la nuit durant lesquels les réacteurs ont été 

maintenus pressurisés. Les résultats de ces essais sont donnés dans la Figure III-22 qui 

représente l’évolution du rendement de conversion pour les deux réacteurs en fonction du 

temps pendant 3 jours consécutifs. 

 

Figure III-22 Etude de la stabilité en CO2SC du REM et du réacteur à lit fixe. Débit de substrat = 24 g.h
-1

, 

débit de CO2 = 2,4 kg.h
-1

, T°C = 50°C, P = 125 bar. Incertitude expérimentale estimée à 10 - 15%. 

 

D’après la Figure III-22, on revoit que dans ces conditions la conversion est totale avec le 

réacteur à lit fixe et que l’écart de conversion entre les deux réacteurs est de 50%. Pour le 

REM, le rendement de conversion diminue de 20%  durant le deuxième jour mais varie peu 

par la suite.  

La conversion obtenue avec le réacteur à lit fixe est stable et toujours complète pendant le 

2ème jour et le début du 3ème jour de l’essai. Cependant,  il faut noter que durant l’essai le débit 

de CO2 était instable et fluctuait entre 30 et 40 g.min-1 ce qui n’était pas le cas pendant l’essai 
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en REM qui présentait un débit stable (40 g.min-1). Ces instabilités viennent probablement du 

fait que pour le réacteur à lit fixe, la perte de charge est très importante alors que pour le REM 

elle est quasiment nulle. De plus, une chute du débit de CO2 a été observée le 3ème jour, après 

3 heures de fonctionnement du réacteur à lit fixe ce qui nous a contraint à arrêter l’essai. 

Après l’essai, le système a été démonté et nous avons observé l’aspect du contenu du lit. Nous 

avons remarqué un compactage des billes qui explique en partie la chute du débit de CO2. Par 

ailleurs, la couleur et l’aspect des billes d’enzymes ont changé comme on peut l’observer sur 

la Figure III-23. 

  

 

                                                               (a)                   (b)                                                       

Figure III-23 Aspect des billes d’enzymes avant les essais en CO2SC (a) et après un essai de 3 jours en 

CO2SC à 50°C 125 bar au sein du réacteur à lit fixe (b). 

On constate tout d’abord que les billes initialement blanches sont devenues brunâtres après 

l’essai. Pour comprendre l’origine de cette couleur, nous avons observé la couleur que 

prennent les billes après un simple contact avec le mélange de substrats.  

Dans ce cas, la couleur brunâtre a également été observée. La même couleur étant observée 

sur les billes après réaction avec le réacteur à lit fixe, il est possible qu’elle soit due à la 

présence de substrats sur les billes d’enzymes. Il semblerait que pendant l’essai, les 

fluctuations du débit de CO2 accompagnées des chutes de pression aient conduit au 

changement de la solubilité des substrats entraînant ainsi leur précipitation.  
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                                           (a)                                                         (b) 

Figure III-24 Photographies MEB : (a) billes d’enzymes avant réaction, (b) billes d’enzymes après un essai 

de 3 jours à 50°C, 125 bar au sein du réacteur à lit fixe 

 

L’examen de ces billes d’enzymes en microscopie électronique à balayage a par ailleurs 

permis de montrer que les billes qui se sont agglomérées ne sont pas détériorées puisque leur 

forme sphérique demeure intacte (cf Figure III-24).  

Par ailleurs, vu la solubilité importante du CO2 dans les polymères à base d’acrylate [147, 

148], matériau de constitution du support sur lequel les enzymes sont immobilisées, ces billes 

d’enzymes pourraient voir leur taille s’accroître par absorption du CO2 dans la résine et leur 

structure changer en présence de CO2SC. Ces modifications de structure pourraient entraîner, 

d’une part, une perte de charge accrue au sein du réacteur à lit fixe et, d’autre part, une baisse 

de l’activité enzymatique diminuant ainsi les performances du procédé.  En effet, ce type 

d’observations a pu être fait dans des conditions de pressions supérieures par Oliveira et al 

[109] qui ont détecté une importante modification morphologique des billes après un 

traitement de Novozyme 435 en CO2SC durant 6 h à 75°C et à 250 bar ; cette modification 

avait entraîné une baisse de l’activité de l’enzyme. Ce travail montre donc qu’à haute pression 

et à température élevée, les billes d’enzymes (Novozyme 435) sont enclines à une 

détérioration. D’après les analyses MEB, aucune détérioration permanente n’a été observée 

dans cette présente étude probablement du fait des conditions opératoires relativement 

modérées (50°C, 125 bar) mises en œuvre. Cependant, la forte perte de charge observée est 

probablement liée, au moins en partie, à l’absorption du CO2 dans les billes d’enzymes qui a 

pu modifier temporairement leur structure. 

A la vue de ces résultats, on peut conclure qu’en termes de conversion et de productivité le 

réacteur à lit fixe (100% de conversion et 60 mmol.h-1.genz
-1 de productivité contre 50% et 
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31,8 mmol.h-1.genz
-1 pour le REM) est plus intéressant. Cependant, en matière 

d’hydrodynamique le REM est plus stable et plus facile à contrôler. Pour les deux réacteurs, la 

productivité n’est pas suffisamment élevée pour autoriser une production industrielle. En 

effet, en raison de la faible solubilité de l’alcool anisique en CO2SC,  la réaction était conduite 

à forte dilution (faible débit des substrats), le domaine de la productivité a donc été limité. 

Afin d’améliorer la productivité, des essais à haute pression (50°C, 200 bar) ont été effectués 

en REM et en réacteur à lit fixe. L’augmentation de la pression vise, en effet, à augmenter la 

solubilité de l’alcool anisique afin de pouvoir travailler à des débits de substrats plus 

importants (Débit CO2 = 3,3 kg.h-1, Débit substrats = 65 g.h-1 soit ~3 fois le débit mis en 

œuvre dans les essais précédents) 

L’essai en réacteur à lit fixe n’a pas pu être effectué car en augmentant la pression à 180 bar 

une chute du débit de CO2 est observée immédiatement. L’examen du lit après les plusieurs 

tentatives de lancement d’essai n’a pas permis de voir des changements notables au niveau de 

l’aspect visuel des billes d’enzymes. Cependant, la difficulté de la récupération du mélange 

des billes au moment de la vidange du lit indique un léger compactage de celui-ci qui pourrait 

être dû au changement de l’état intrinsèque des billes et notamment de la résine acrylique qui 

les compose. En effet, comme il a été décrit précédemment, l’élévation de la pression entraîne 

l’augmentation de la solubilité du CO2 et par conséquent l’absorption d’une plus grande 

quantité de celui-ci par la résine acrylique ce qui modifie sa structure poreuse et sa taille. Ces 

observations confirment donc la difficulté de la mise en œuvre du réacteur à lit fixe dans les 

conditions de cette étude relatives, d’une part, aux propriétés intrinsèques du lit (mélange des 

billes de verre et des billes d’enzymes, porosité, dimensions du lit, etc.) et, d’autre part, aux 

paramètres opératoires (CO2SC, haute pression). 

Un essai en REM a été également effectué à 50°C, 200 bar, à un débit de substrats de 65 g.h-1  

et un débit de CO2 de 3,3 kg.h-1. Cet essai a conduit à des performances bien inférieures à 

celles obtenues à 125 bar : la conversion et la productivité étaient respectivement de 5 % et de 

9 mmol.h-1.m-2 au lieu de 50% et 31,8 mmol.h-1.m-2 obtenus précédemment. Ces résultats 

peuvent être dus, d’une part, à l’augmentation de la pression jusqu’à 200 bar et, d’autre part, à 

l’augmentation du débit de CO2. En effet, l’enzyme peut être dénaturée par la pression qui 

entraîne la modification de sa conformation notamment par le changement de son état 

d’hydratation [12, 119]. De plus, en augmentant la pression, on améliore la solubilité de l’eau 

dans le CO2SC, ce qui en complément d’un débit de CO2 plus élevé favorise l’entraînement 
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de celle-ci dans le CO2. Ainsi, l’eau contenue dans le microenvironnement de l’enzyme et 

nécessaire à son activité a pu être éliminée ce qui a pu entraîner son inactivation [45, 108].  

Ces derniers essais menés à plus haute pression n’ont donc pas été concluants et n’ont pas 

permis d’améliorer la productivité. 
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L’objectif de cette thèse était de développer un procédé de synthèse d’esters en réacteur 

enzymatique à membrane (REM) fonctionnant en CO2 supercritique à l’échelle pilote et 

mettant en œuvre une membrane enzymatique de taille industrielle. 

 

Dans la première partie de l’étude, une membrane enzymatique de taille industrielle a été 

développée. Le protocole d’immobilisation choisi consiste à immobiliser l’enzyme par liaison 

covalente sur une membrane sur laquelle une couche de gélatine est préalablement déposée et 

activée par du glutaraldéhyde. 

Ce protocole a été, dans un premier temps, transposé avec succès d’une membrane monocanal 

(1C) à une membrane à 7 canaux (7C). La validation du passage d’une membrane à une autre 

s’est faite par la comparaison des performances obtenues avec chacune des membranes lors de 

la réaction d’hydrolyse de l’acétate de butyle dans un REM fonctionnant en mode frontal et en 

continu. Les performances obtenues par la membrane 7C ont été comparées avec celles 

données par une membrane élaborée  par simple adsorption. Cette dernière a  montré  une 

productivité de 35% inférieure à celle observée pour la membrane enzymatique élaborée par 

liaison covalente qui s’est avérée être la membrane la plus adaptée  pour la conduite de 

réactions en milieu aqueux. 

Ce protocole d’élaboration a alors été extrapolé de la membrane 7C à une membrane 

industrielle de 39 canaux (39C) en essayant de conserver constants les paramètres 

hydrodynamiques mis en jeu au cours de l’immobilisation. La membrane enzymatique de 

taille industrielle a montré des performances similaires à la membrane 7C lors de l’hydrolyse 

de l’acétate de butyle et le protocole d’immobilisation d’enzymes sur le support de taille 

industrielle a ainsi été validé. 

La réaction modèle de synthèse de l’acétate d’anisyle à partir d’alcool anisique et d’acétate de 

vinyle a été par la suite étudiée en REM en filtration tangentielle, en discontinu et en milieu 

liquide sans solvant pour les membranes 7C et 39C. Les performances obtenues avec les deux 

membranes étaient similaires ce qui a permis de valider encore une fois le protocole 

d’immobilisation. 

 

La seconde partie de cette étude a consisté en la mise en place du procédé de synthèse d’esters 

en REM et en CO2SC. Pour cela un pilote spécifique a dû être conçu et développé. La phase 

de conception du pilote a été effectuée en parallèle avec la phase de développement de la 

membrane enzymatique 39C précédemment décrite. 
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Par ailleurs, les solubilités apparentes des différents réactifs et du produit de la réaction ont 

été mesurées afin de permettre la détermination des conditions opératoires adéquates pour 

travailler à des concentrations inférieures aux solubilités apparentes des composés. 

La vérification du bilan matière sur l’installation a également été réalisée pour divers couples 

(pression, température). Cela a permis de sélectionner les conditions assurant une récupération 

totale du produit de la réaction.  

 

Le dernier volet de ce travail a consisté en l’étude du REM en CO2SC et a été abordé en trois 

parties. 

Dans un premier temps, une étude préliminaire a permis de prouver l’activité des enzymes 

lors de la réaction de synthèse de l’acétate d’anisyle en REM en mode frontal et en discontinu 

avec un taux de conversion de 22%. Des essais en REM, en mode frontal continu 

(configuration plus adéquate pour une application industrielle) ont été par la suite effectués. 

Ces essais ont été réalisés avec les deux types de membranes enzymatiques,  élaborées par 

liaison covalente ou par simple adsorption. Cette étude a révélé qu’en milieu CO2SC, 

contrairement à ce qui a été obtenu en milieu aqueux, les deux types de membranes sont 

équivalents en termes de performances et de stabilité. Ainsi, en prenant en compte 

l’importance de la simplification des protocoles opératoires dans un procédé industriel et de 

l’économie qui en découle, le protocole d’immobilisation par adsorption a été retenu pour le 

reste de l’étude.  

La deuxième partie de ce volet visait à étudier l’influence des paramètres opératoires tels que 

la température, la pression et le débit des substrats sur les performances du procédé. L’étude 

de l’effet de la pression et de la température a été réalisée à l’aide d’un plan d’expériences 

puis affinée par des essais supplémentaires à pression constante et à température variable. 

Parmi les conditions testées, un optimum a été trouvé pour une température de 50°C et une 

pression de 125 bar. L’influence du débit des substrats a également été testée dans des 

conditions où la concentration en substrats dans le CO2 est restée constante. Cette étude a 

montré que l’augmentation du débit massique des substrats de 6 à 24 g.h-1 entraîne une 

amélioration de la productivité de la membrane enzymatique. Dans les conditions opératoires 

permises par le pilote, il n’a pas été possible d’atteindre un optimum en fonction du débit et le 

système a toujours fonctionné en régime de limitation par le substrat.  

Enfin, dans la dernière partie de ce volet, le procédé de synthèse en CO2SC de l’acétate 

d’anisyle en REM a été comparé au procédé de synthèse en réacteur enzymatique à lit fixe 
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dans des conditions opératoires identiques. En termes de conversion, le réacteur à lit fixe qui 

permet une conversion totale (100%)  est plus intéressant que le REM (taux de conversion 

~50%). Cependant, au niveau hydrodynamique, le réacteur à lit fixe présente une forte perte 

de charge qui entraîne des problèmes importants lors de la conduite de l’opération. Au 

contraire, le REM semble plus stable et plus simple à contrôler. Par ailleurs, il est important 

de noter que pour les deux réacteurs, la productivité obtenue n’est pas suffisante pour 

envisager une industrialisation du procédé même si les conversions sont intéressantes. Ceci 

est dû à la faible solubilité de l’alcool anisique (substrat majoritaire) qui impose la mise en 

œuvre d’un débit de substrats peu élevé. De façon à améliorer cette solubilité et à travailler 

avec un débit de substrats plus important, des essais de synthèse ont été réalisés à une pression 

de 200 bar. Malheureusement, ces essais n’ont pas été concluants puisque la très forte perte de 

charge obtenue en réacteur à lit fixe n’a pas permis de réaliser l’opération dans ce réacteur et 

que les performances du REM ont été largement diminuées à cette pression par rapport à 

celles obtenues précédemment. 

 

Ce travail de thèse a permis de prouver la possibilité de réaliser des réactions enzymatiques au 

sein d’un REM fonctionnant en milieu CO2SC et d’étudier l’influence de divers paramètres 

sur les performances du système. Cependant, la productivité obtenue n’est pas assez élevée 

pour envisager une industrialisation du procédé et doit être grandement améliorée dans le 

futur. Pour cela, il faudrait augmenter le débit d’entrée des substrats puisque sa faible valeur 

empêche l’obtention de fortes productivités. Une première solution serait d’augmenter la 

concentration des substrats dans le CO2 mais cela n’est possible que dans des conditions où 

leur solubilité est meilleure comme c’est le cas à plus haute pression. Or comme l’a montré ce 

travail, l’augmentation de la pression n’a pas un effet positif sur les performances du procédé. 

Une seconde option, pourrait être l’utilisation d’un co-solvant pour améliorer la solubilité. 

Cependant, le choix du co-solvant lui-même doit être étudié de façon rigoureuse afin d’éviter 

d’une part que celui-ci n’intervienne dans la réaction biocatalytique pour former des co-

produits et d’autre part qu’il n’affecte l’activité enzymatique. Enfin, une troisième idée 

pourrait être de travailler avec un réacteur permettant la mise en œuvre de débits de CO2 plus 

élevés, ce qui permettrait d’augmenter le débit de substrats sans modifier leur concentration 

dans le CO2. Cependant, la solubilité resterait la principale limitation du procédé. 

Il apparaît donc que le procédé de synthèse en REM serait beaucoup plus intéressant pour 

mettre en œuvre une réaction mettant en jeu des substrats et produits plus solubles dans le 
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CO2SC. Cela pourrait ainsi conduire à de meilleures productivités qui pourraient autoriser 

l’industrialisation du procédé.  

 

A côté de ces problèmes de solubilités, il est également possible d’optimiser davantage le 

procédé de synthèse en REM en milieu CO2 SC en agissant sur divers paramètres. 

Il serait notamment utile de s’intéresser à l’influence de l’activité de l’eau au voisinage de 

l’enzyme qui n’a pas pu être étudiée dans le cadre de ce travail. En effet, ce paramètre est très 

important vu son implication directe dans le maintien de la conformation de l’enzyme et de 

son activité.  

Par ailleurs, il serait intéressant d’optimiser le protocole d’élaboration des membranes 

enzymatique par simple adsorption pour tenter d’améliorer le pouvoir catalytique des 

membranes obtenues. Cela aurait certainement une influence positive sur les performances 

finales du REM. Pour cela plusieurs aspects peuvent être étudiés comme le pH du tampon 

utilisé pour la préparation de la solution enzymatique, le temps de contact entre l’enzyme et la 

membrane et le mode d’immobilisation (dynamique par filtration ou statique). L’optimisation 

peut également passer par la modification des propriétés de surface de la membrane pour la 

rendre plus hydrophobe par exemple. 

 

Enfin, ce travail de thèse a permis de mettre en avant les potentialités de la synthèse en 

réacteur à lit fixe qui a été étudiée à titre de comparaison. Les performances de ce réacteur 

sont intéressantes, mais il sera indispensable de pallier le  problème des très fortes pertes de 

charge relevé lors de cette étude. Dans cette optique, plusieurs voies peuvent être explorées. 

Comme la perte de charge a pu être induite par le gonflement des billes d’enzymes 

(Novozymes 435) formées de résine acrylique,  il serait intéressant d’utiliser un support 

d’immobilisation plus résistant et plus inerte, comme par exemple des billes de céramique. Un 

protocole d’immobilisation d’enzyme sur ce support devrait alors être développé. De plus, il 

faudrait limiter le phénomène de compaction des billes au sein du lit fixe. Il serait alors 

intéressant de jouer sur la répartition des billes d’enzymes et des billes de verre dont le 

diamètre mériterait d’être optimisé. Par ailleurs, en ce qui concerne la productivité il serait  

judicieux d’optimiser la proportion de billes d’enzymes de façon à augmenter la capacité 

catalytique du lit et donc la productivité du réacteur tout en prenant en compte le coût des 

enzymes et la rentabilité du procédé. Enfin, il serait intéressant d’optimiser les différents 
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paramètres opératoires (débits, pression, température, et activité de l’eau) puisque les valeurs 

optimales peuvent être différentes pour le réacteur à lit fixe et pour le REM.  
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Annexe 1 : Cahier des charges du pilote (REM fonctionnant en milieu CO2 SC)  

 

Installation de laboratoire destinée à l’étude de réactions enzymatiques dans un fluide 

sous pression 

 

Définition générale :  

Fourniture clé-en-main d’une installation de laboratoire destinée à l’étude de réactions 

enzymatiques dans un fluide sous pression, conduites dans un réacteur doté d’une membrane 

inorganique revêtue d’un support organique contenant le catalyseur enzymatique, comprenant 

principalement : 

- Un système de compression du fluide 

- Un système d’introduction des réactifs en phase solide par dissolution dans le fluide 

- Un système d’introduction des réactifs en phase liquide 

- Deux réacteurs enzymatiques membranaires interchangeables 

- Un système de circulation soit du perméat, soit du rétentat selon la phase du procédé 

- Un système de recyclage du fluide après séparation des solutés présents dans le rétentat 

- Un système de recyclage du fluide après séparation des solutés présents dans le 

perméat 

- L’instrumentation et le système de commande nécessaires à un fonctionnement fiable 

en toute sécurité 

- Le tout monté sur un skid aisé à installer et à déplacer. 

- Toute la documentation requise. 

- La formation des chercheurs et techniciens à l’utilisation et à la maintenance de 

l’installation. 

 

La réception de l'ensemble selon la directive sur les équipements sous pression PED 97-23 

est nécessaire. 
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Données de base :  

 

Deux réacteurs enzymatiques membranaires: Pression /Température de service: 200 bar/ 

100°C : 

- Réacteur pour une membrane multicanal (R1) : Volume : environ 1,8 litre - Longueur 

de la membrane tubulaire : 1,2 m ; diamètre extérieur de la membrane : 25 mm  - 

Diamètre intérieur du réacteur: 0,04 m 

- Réacteur pour plusieurs membranes multicanaux (R2) : Volume environ 6 litres -  

Longueur utile: 1,20 m - Diamètre intérieur du réacteur : 0,06  m 

 

Fluide : Dioxyde de carbone 

Débit fluide comprimé : 1 à 10 kg.h-1 

Débit réactifs liquides : 0,1 à 10 ml.min-1 

 

Recyclage du rétentat ou du perméat par pompe à grand débit (1-10 kg.h-1). 

 

Note : Il est précisé que la fourniture des membranes n’est pas demandée dans l’offre. Le 

choix et l’acquisition de la membrane, la préparation et le dépôt de la couche contenant le 

catalyseur enzymatique seront effectués par le client.  

 

Principaux équipements :  

- Pompe fluide à débit réglable entre 1 à 10 kg.h-1 sous 200 bar. 

- Pompe de réactif à débit réglable entre 0,1 à 10 ml.min-1 sous 200 bar. 

- Pompe de recirculation à débit réglable 1 à 10 kg.h-1 sous faible perte de charge 

(<3 bar) à une pression de 200 bar. 

- Réservoir fluide liquéfié : 1L. Refroidissement par circulation de réfrigérant à  

0°C dans la double-enveloppe. Pression de service : 100 bar, Température de 

service: 0 à 50°C. 

- Réacteurs : Un réacteur pour 1 membrane mono-canal d’un volume d’environ 

1,8L et un réacteur pour plusieurs membranes d’un volume d’environ 6 litres. 

Systèmes de fixation des membranes avec étanchéité entre les compartiments 
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amont et aval. Chauffage électrique de la paroi avec régulation fine. Pression de 

service : 200 bar, Température de service 20- 100°C.  

- Filtres : Trois filtres dotés de frittés pour contenir un solide granulaire. Chauffage 

électrique de la paroi avec régulation fine sur deux filtres. Volume utile : 20 ml 

Pression de service: 200 bar, Température de service : 20-100°C.  

- Séparateurs : Deux séparateurs sur le rétentat et deux sur le perméat. Chauffage 

électrique de la paroi avec régulation fine. Volume : 0,2 L - Pression de service : 

100 bar, Température de service : 20-100°C.  

- Réchauffeur électrique pour conditionner le fluide en amont du réacteur. 

- Condenseur  pour liquéfier le fluide recyclé alimenté par fluide réfrigérant à 0°C. 

- Instrumentation complète avec afficheurs et commande sur tableau de contrôle 

dont trois débitmètres massiques (sur boucle de recirculation, sur sortie perméat et 

sur sortie rétentat). 

- Installation sur skid compact, comprenant les tuyauteries et raccordements 

nécessaires. 

Toutes les utilités de chauffage et de refroidissement doivent être incluses dans la 

fourniture.  

 

Contrôle commande  

 

Le contrôle de l’unité est effectué depuis un panneau de contrôle situé sur le skid avec des 

boutons marche-arrêt des témoins lumineux pour les défauts et des afficheurs et régulateurs 

PID pour l’instrumentation (Pression débit et température). En option, un ordinateur gère 

l’interface avec l’utilisateur : entrée des consignes, indication des paramètres opératoires, 

affichage  des courbes,  et stockage sur disque dur des paramètres expérimentaux. 

 

 

 

 

 

 

 

 



135 

 

 

 

Annexe 2 : Plan du pilote REM fonctionnant en milieu SCCO2 
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