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(54) Titre : PROCEDE DE PRODUCTION ENZYMATIQUE D’UN AGENT DE TRAITEMENT A L’ETAT FLUIDE

(57) Abstract: The invention relates to a method for the enzymatic production of a curing agent in its fluid state, e.g. liquid, com-
prising, in free phase, at least one oxygenated chemical species. Said method consists in bringing into contact at least: one enzymatic
catalysis agent, comprising at least one peroxidase-type enzyme; an oxidisable substrate in aqueous phase that can be oxidised by
the action of an oxygen donor, by catalysis by said enzymatic catalysis agent, generating said oxygenated chemical species in free
phase; and said oxygen donor. The inventive method is characterised in that: e) an aqueous reaction bath is formed comprising, in
addition to the oxidisable substrate and the oxygen donor, said enzymatic catalysis agent in divided solid phase, but in free phase,
distributed in said bath, which may be set in motion; f) the aqueous reaction bath is separated into a fraction enriched with the enzy-
matic catalysis agent in divided solid phase and a fraction free from said catalysis agent, from which the curing agent is obtained.

& (57) Abrégé : Procédé de production enzymatique d’un agent de traitement a I’état fluide, par exemple liquide, comprenant a I’état
libre au moins une espéce chimique oxygénée, par mise en contact d’au moins: un agent de catalyse enzymatique, comprenant au
moins une enzyme du type peroxydase, et un substrat oxydable en phase aqueuse susceptible d’étre oxydé par action d’un donneur
d’oxygene, par catalyse par ledit agent de catalyse enzymatique, en générant ladite espece chimique oxygénée a I’état libre, ledit
donneur d’oxygene, caractérisé en ce que: (e) on forme un bain réactionnel aqueux comprenant, outre le substrat oxydable et le
donneur d’oxygene, ledit agent de catalyse enzymatique en phase solide et divisée, mais & 1’état libre, distribué dans ledit bain,
lequel est éventuellement mis en mouvement, (f) on sépare le bain réactionnel aqueux, en une fraction enrichie en agent de catalyse
enzymatique en phase solide et divisée, et une fraction dépourvue en dit agent de catalyse, a partir de laquelle 1’agent de traitement
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La présente invention concerne la génération d'un flux concentré et
continu d’espéces chimiques oxygénées et de substrats oxydés, en phase
liquide, permettant d’obtenir des solutions utilisables par exemple pour le
lavage, la décontamination, 'aseptisation de différents produits alimentaires
dont 'eau, mais aussi de matériels industriels, ainsi que pour la dépollution et
'assainissement de fluides et pour la préparation de produits alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques.

L'utilisation a cette fin de systémes enzymatiques antimicrobiens
naturels, comme les oxydoréductases, par exemple le systéme
lactoperoxydase est connu et de hombreuses applications sont décrites.

Les propriétés de ce systéme enzymatique sont notamment étudiées
dans “The lactoperoxidase system chemistry and biological significance” (1985)
Marcel Dekker, Inc, New York, Chap. 8 pp 143-178.

Ce systeme antimicrobien lactoperoxydase / thiocyanate / peroxyde
d’hydrogéne comporte schématiquement trois composantes :

- une enzyme : la lactoperoxydase,
- un substrat oxydable : I'ion thyocyanate (SCN")
- un donneur d’oxygene : le peroxyde d’hydrogéne.

Dans ce systéme, en milieu liquide, la lactoperoxydase catalyse la
réaction d’oxydation du thiocyanate.

En présence de peroxyde d’hydrogéne en quantité suffisante et
dans des conditions de pH correctes, la réaction d’oxydation se poursuit vers
des dérivés oxyacides encore plus oxydés.

Les espéces chimiques oxygénées seules ou en mélange,
obtenues sont de fagon non limitative, I'ion hypothiocyanate OSCN", les ions
O.SCN" et O3SCN’, les anions superoxyde O; et trioxyde Os’, Iion hydroxyle
OH 7, l'oxyde nitrique NO, le trioxyde dinitré N2Os , le dioxyde nitré NO,, le
peroxynitrite ONO,, I'hydroperoxynitrite ONHO,, le dioxyde de soufre SO,, le
trioxyde de soufre SOs, l'acide sulfureux HSOj et I'acide hypochloreux HOCI.

Les especes chimiques oxygénées précitées sont connues pour
leurs effets bactériostatique et bactéricide, notamment vis & vis de nombreux
microorganismes tels que bactéries, par exemple les Pseudomonae, les
Enterobacteriaceae, comme FE. Coli, Salmonella, les Listeria ou

COPIE DE CONFIRMATION
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Campylobacter, les formes sporulées et les protozoaires, les virus, les levures
ou les champignons. »

Ce systéme antimicrobien peut ainsi étre utilisé pour la
décontamination par action des espéces chimiques oxygénées obtenues,
notamment les ions thiocyanates oxydés comme OSCN", O,SCN", O3SCN’, qui
sont susceptibles d’interagir avec les composants des membranes cellulaires
ou d'oxyder des polluants chimiques.

En présence d’un substrat fournisseur de peroxyde d’hydrogéne qui peut
étre le peroxyde d’hydrogéne lui-méme ou par exemple un peroxyde métallique
ou un systéme enzymatique complémentaire producteur de peroxyde
d’hydrogene, ce systeme enzymatique complémentaire étant par exemple une
oxydoreductase avec un substrat oxydable et d’oxygene comme le systéme
glucose/glucose-oxydase en milieu aqueux, l'utilisation du systeme complet est
possible et les propriétés réactionnelies d'un tel systéme antimicrobien
comportent schématiquement trois étapes :

- la production de peroxyde d’hydrogene par le fournisseur de

peroxyde d’hydrogéne,

- la réaction d’oxydation du thiocyanate,

- la décontamination par actions des especes chimiques oxygénées

obtenues.

De nombreuses applications sont décrites.

Par exemple, selon WO-A-8707838 un procédé est décrit pour
conditionner sous forme seche une composition antibactérienne contenant de
la lactoperoxydase, du thiocyanate et un donneur d’oxygéne natif en vue de
son utilisation ultérieure.

On connait de US-C-5403450 ['utilisation d’installations, dans lesquelles
les oxydoréductases sont immobilisées, pour convertir des substances
susceptibles d'étre oxydées contenues a titre de pollution dans de l'eau.

JP58152486 enseigne, par exemple I'immobilisation d’enzymes sur des
particules de polymeéres pour une utilisation répétée.

On connait aussi des systemes dimmobilisation d’enzymes ou de
systemes enzymatiques sur des parois de réacteurs, sur des films, des billes,
et autres supports comportant une surface spécifique importante.

Toutes ces utilisations ne sont cependant pas satisfaisantes, en raison
de la consommation excessive d’enzymes qu'elles entrainent :
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- soit en raison de leur conditionnement, par exemple sous forme séche,
qui implique une utilisation par saupoudrage des produits a traiter, donc des
quantités d’enzymes proportionnelles aux surfaces et aux volumes de produits
a traiter,

- soit en raison des rendements faibles de réaction des enzymes
immobilisées,

- soit en raison de la rapide dégradation des especes chimiques
oxygénées qui sont génerées.

Le procédé selon linvention permet de résoudre l'ensemble des

. inconvénients précités en ce qu’il permet de produire un agent de traitement a

I'état fluide, par exemple liquide, comprenant a I'état libre au moins une espéece
chimique oxygénée, stable, avec un rendement important et une endurance
importante.

L’invention concerne :

- un procedé de production enzymatique d’'un agent de traitement a I'état
fluide, par exemple liquide, comprenant a l'état libre au moins une espéece
chimique oxygénée, par mise en contact d’au moins :

- un agent de catalyse enzymatique, comprenant au moins une

enzyme du type peroxydase,

- et un substrat oxydable en phase aqueuse susceptible d’étre oxydé
par action d’'un donneur d’oxygene, par catalyse par ledit agent de
catalyse enzymatique, en générant ladite espéce chimique oxygénée
a l'etat libre,

- ledit donneur d’oxygeéne,

selon lequel :

a) on forme un bain réactionnel agueux comprenant, outre le substrat
oxydable et le donneur d'oxygéne, ledit agent de catalyse enzymatique en
phase solide et divisée, mais a I'état libre, distribué dans ledit bain, lequel
est éventuellement mis en mouvement,

b) on sépare le bain réactionnel aqueux, en une fraction enrichie en agent de
catalyse enzymatique en phase solide et divisée, et une fraction dépourvue

en dit agent de catalyse, a partir de laquelle I'agent de traitement est
obtenu.
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De préférence le donneur d'oxygene est un peroxyde comme le peroxyde
d’hydrogene.

On entend par une espéce chimique oxygénée a l'état libre, une espéce
chimique a I'état ionique dont la constante de dissociation, au pH de la solution
obtenue permet le déplacement de I'équilibre de la réaction de dissociation
vers l'existence a I'état libre de ladite espéce chimique oxygénée.

L’invention présente les variantes suivantes :

- on introduit dans le bain réactionnel aqueux, le substrat oxydable,
eventuellement en phase aqueuse.

-on introduit dans le bain réactionnel, l'agent de catalyse
enzymatique, a I'état de phase solide et divisée ou en phase liquide.

- on évacue du bain réactionnel I'agent de catalyse enzymatique.

- le procédé est pratiqué en continu, ou de maniére discontinue.

-on forme dans le bain réactionnel aqueux des agrégats de
particules solides inertes vis-a-vis de 'agent de catalyse enzymatique, lesdits
agrégats comprenant ou incorporant, a I'état libre, ledit agent de catalyse, et
lesdits agrégats étant distribués dans le bain réactionnel aqueux, moyennant
quoi, pendant I'étape (b) on sépare ledit bain en une fraction enrichie en
agrégat, et une fraction dépourvue en agrégat, a partir de laquelle I'agent de
traitement est obtenu.

-les agrégats sont des flocons, et on introduit dans le bain
réactionnel, un agent de floculation, par exemple anionique ou cationique.

- les agrégats sont des coagulats, et on introduit dans le bain
réactionnel, un agent coagulant.

- on introduit dans le bain un agent épaississant.

-lagent de catalyse enzymatique en phase solide est suspendu
dans le bain réactionnel, sous forme d'émulsion, et éventuellement on introduit
dans ledit bain un agent émulsifiant.

- fagent de catalyse comprend un microorganisme exprimant au
moins une enzyme du type peroxydase.

- on introduit dans le bain un agent correcteur de pH.

- on introduit dans le bain un donneur d’oxygéne sous forme d’'un
systéme enzymatique complémentaire qui produit du peroxyde d’hydrogéne, et
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I’agent‘ de catalyse enzymatique comprend, outre Fenzyme du type
peroxydase, une enzyme du type oxydoréductase.

On entend par agrégat toute formulation permettant de maintenir en
phase solide et divisée mais a I'état libre dans le milieu réactionnel I'agent de
catalyse enzymatique par addition de coagulant, floculant, émulsifiant en
présence ou non d’épaississeur, mais permettant leur isolement dudit milieu
réactionnel en fin de réaction et leur recyclage.

On entend par état libre un état de mise en suspension dans les
agrégats sans formation de liaison ionique ou covalente entre I'agent de
catalyse et lesdits agents d’agrégation.

Dans une variante de mise en ceuvre les agrégats sont des flocons.

On entend par flocons tout agrégat de particules inertes chimiquement
vis a vis de I'enzyme ou du systéme enzymatique, contenant sans I'immobiliser
ladite enzyme, susceptible d’étre obtenu par addition d’un floculant cationique
ou anionique aprés coagulation ou sans coagulation préliminaire, incorporé
avec ou sans agent correcteur de pH.

Les fioculants utilisés sont choisis parmi les floculants polyméres
anioniques  ou  cationiques, comme les  polysaccharides, les
hétéropolysaccharides de type anionique ou les polyacrylamines.

Avantageusement les floculants sont additionnés au milieu réactionnel,
dans des proportions variant de 0,1 10° & 10 g/l de milieu réactionnel.

Dans une variante de mise en osuvre les agrégats sont des coagulats.

On entend par coagulat tout agrégat de particules inertes vis a vis de
lenzyme ou du systéeme enzymatique, contenant sans l'immobiliser iadite
enzyme, susceptible d'étre obtenu par addition d’'un agent coagulant tel que
défini précédemment.

Avantageusement les coagulants sont additionnés au milieu réactionnel,
dans des proportions variant de 0,1 10 & 10 g/l de milieu réactionnel.

La formation des agrégats peut étre effectuée par addition successive
d'un coagulant et d'un floculant, on a ainsi une étape de coagulation qui
précede I'étape de floculation.

Lorsque I'etape de floculation est précédée d’une étape de coagulation,
celle-ci est effectuée par 'introduction d’'un agent coagulant, choisi par exemple
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parmi les sels daluminium ou de fer, comme par exemple: sulfate
d’'aluminium, chlorure d’aluminium, aluminate de sodium, polyhydroxychiorure
d’aluminium,  polyhydroxysuifate  d'aluminium,  polyhydroxychlorosulfate
d’aluminium, polychlorosulfate basique d’aluminium, polyhydroxychlorosilicate
d’aluminium, fluorosuifate d’aluminium, sulfate ferreux, sulfate ferrique, chlorure
ferrique, chlorosulfate ferrique, soude, ou des homopolyméres de chlorure de
diméthyl diallyl ammonium.

L'invention concerne aussi un ensemble de réactifs pour la production
enzymatique d’un agent de traitement a I'état fluide comprenant a I'état libre au
moins une espéce chimique oxygénée, comprenant en outre un agent de
catalyse enzymatique et un agent d’agrégation en phase aqueuse et/ou un
agent de floculation en phase aqueuse et/ou un agent de coagulation en phase
aqueuse.

Dans un autre mode de réalisation, un agent épaississant, organique ou
minéral, chimiquement compatible avec le type d’agrégat que I'on souhaite
utiliser est additionné au mélange.

Selon les variantes de mise en oeuvre, cet agent épaississant est
introduit dans le bain simultanément & lintroduction de l'agent de catalyse
enzymatique ou apres formation du bain réactionnel aqueux.

Cet agent épaississant est choisi parmi les argiles, le kaolin, la silice ou
des silicates ou tout autre agent minéral compatible favorisant I'entrainement
de I'enzyme.

Avantageusement l'agent épaississant est additionné au milieu
réactionnel, dans des proportions variant de 0,1 a 100 g/l de milieu réactionnel.

L'invention concerne aussi un ensemble de réactifs sous forme non
hydratée, pour la production enzymatique d'un agent de traitement a P'état
fluide comprenant & Pétat libre au moins une espéce chimique oxygénée,
domprenant au moins un agent de catalyse enzymatique et un agent
épaississant.

Avantageusement 'ensemble de réactifs sous forme non hydratée
comprend 0,005 & 10 % d’agent de catalyse enzymatique et de 90 a 99,995 %
d’agent épaississant, par exemple de 5 g a 400 g de lactoperoxydase sous
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forme séche et de 1000 g a 5000 g d’argile pour un réacteur de volume utile de
2md.

’'ensemble de réactifs est mis en ceuvre par introduction dans le
réacteur a raison de 0,2 a 10 g/l de volume utile.

Dans un autre mode de réalisation, un agent émulsionnant est
additionné au mélange..

On entend par émulsion toute suspension contenant sans l'immobiliser
une enzyme, susceptible d’'étre obtenue par addition d’émulsifiants comme par
exemple des corps gras ou de la lécithine de soja ou des hydrocarbures.

Dans des modes de réalisations particuliers, le pH du milieu de
dispersion de 'agrégat, peut étre stabilisé ou corrigé par addition d’'un agent
correcteur de pH, qui sera choisi parmi les acides ou bases minérales ou
organiques.

Les agents de catalyse enzymatique sont des enzymes libres,
chimiguement isolées ou associées entre elles, obtenues a partir de
microorganismes isolés, de cellules d'origines végétales ou animales ou de
flore polymicrobienne. Il s’agit, en particulier, des peroxydases, et tout
microorganisme naturel sélectionné ou génétiquement modifié qui soit
producteur d’enzyme ou géneérateur d’activité enzymatique.

Les peroxydases utilisables dans la présente invention comprennent les
peroxydases d'origine végétales, comme la peroxydase du radis noir, ou de
soja, la nitrate oxydoréductase-NADPH de céréale, d’origine animale ou
humaine comme les peroxydase de la salive, la lactoperoxydase, la
myeloperoxydase et 'eosinophile peroxydase.

Ces peroxydases peuvent étre extraites et/ou isolées a partir d’éléments
naturels comme par exemple le lait, la salive ou produites par des procédés
naturels ou chimiques bien connu de homme de fart. Ces peroxydases
peuvent également étre produites par des techniques recombinantes, elles
aussi bien connues de 'lhomme de lart.

De préférence les agents de catalyse enzymatique sont choisis parmi
les peroxydases.

Dans un mode de réalisation préférentiel, la peroxydase est une’
lactoperoxydase.
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Avantageusement les enzymes sont additionnées au milieu réactionnel,
dans des proportions variant de 0,02 & 10 g/l de milieu réactionnel.

Les substrats oxydables sont choisis dans le groupe constitué par les
halogénes chargés négativement et leurs dérivés et les pseudo halogenes
chargés négativement et leurs dérivés. Le terme halogéne chargé
négativement fait ici référence a certains éléments chimiques sous forme
d’anions qui appartiennent au groupe VIl du Tableau périodique des éléments
et qui sont par exemple les bromures Br’, les chlorures CI” ou les iodures I".

Les pseudo-halogénes sont par exemple choisis dans le groupe
constitué par les ions thiocyanates, les ions bisulfites, les ions hydrosulfites,
les ions metabisulfites, les ions nitrites et/ou hypochlorites.

Les substrats oxydables seront choisis de préférence et en fonction de
la peroxydase utilisée parmi les thiocyanates de sodium (NASCN) ou de
potassium (KSCN), le bisulfite de sodium (Na HSOs3), 'hydrosulfite de sodium
(NaxS20y), le métabisulfite de sodium (NazS20s), les nitrites de sodium
(NaNO,) ou de potassium (KNO,) , I'hypochlorite de sodium (NaOCI) et I’
iodure de potassium (Kl).

Par exemple si la peroxydase est :

- une peroxydase de la salive on utilisera comme substrat
oxydable soient les ions thiocyanates soient les ions iodures et/ou leurs
meélanges,

- une lactoperoxydase on utilisera comme substrat oxydable
soient les ions thiocyanates soient les ions iodures et/ou leurs mélanges.

- une myeloperoxydase on utilisera comme substrat
oxydable soient les ions thiocyanates soient les ions iodures soient les ions
chlorures et/ou leurs mélanges,

- une peroxydase de radis noir on utilisera comme substrat
oxydable soient les ions chiorures soient les ions iodures et/ou leurs mélanges,

- une peroxydase d'origine végétale on utilisera comme
substrat oxydable soient les ions thiocyanates soient les ions bromures soient
les ions chlorures et/ou leurs mélanges.

Par action de ces systémes enzymatiques en présence de peroxyde, par
exemple de peroxyde d'oxygéne on produit notamment des ions
hypothyocyanates ou hypoalogénures.
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Avantageusement les substrats enzymatiques associés sont additionnés
au milieu réactionnel, dans des proportions variant de 0,05 mM a 15 mM par
litre de milieu réactionnel.

Le donneur d’oxygéne selon la présente invention peut &tre le peroxyde
d’hydrogéne et tout peroxyde inorganique comme les peroxydes métalliques,
par exemple le peroxyde de magnésium ou de sodium ou des peroxydes
organiques comme le benzyle peroxyde ou le peroxyde d’'urée, mais également
'acide peracétique, le permanganate de potassium et les percarbonates. De
maniere générale tout composé chimique susceptible de produire du peroxyde
d’hydrogene peut étre utilisé.

Avantageusement les donneurs d’oxygene sont additionnés au milieu
réactionnel, dans des proportions variant de 0,05 mM a 15 mM par litre de
milieu réactionnel.

Lorsque le donneur doxygéne est sous forme dun systéme
enzymatique complémentaire qui produit du peroxyde d’oxygéne celui-ci
comprend un substrat oxydable et une enzyme par exemple du type
oxydoréductase, spécifigue de ce substrat. Ainsi lorsque les systemes
enzymatiques utilisés sont des oxydoréductases, pour que [étape de
production du peroxyde d’hydrogéne soit réalisée, un substrat oxydable seul ou
en association est additionné au milieu, ce substrat sera choisi parmi les
substances comme le glucose, le lactose, la xanthine.

On citera a titre d’exemple les systémes enzymatiques suivants, glucose
oxydase/glucose, galactose oxydase/galactose, urate oxydase/urate, choline
oxydase/choline, glycine oxydase/glycine, glutamate oxydase/glutamate, alcool
oxydase/alcool.

Ces systemes enzymatiques sont capables en présence d'oxygéne et
d’eau de produire du peroxyde d’hydrogéne qui sera utilisé comme donneur
d’oxygéne dans le systeme enzymatique du procédé selon l'invention.

Alternativement ce donneur d’oxygéne peut é&tre choisi parmi les
microorganismes comme Streptococcus et/ou Lactobacillus qui peuvent
produire du peroxyde d’hydrogéene.

Parmi les peroxydases et/ou les oxydoréductases utilisées on peut citer
a titre d’exemple :
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- des enzymes d'origine végétale telles que par exemple la
peroxydase du radis noir (E.C. n°1.11.1.7) ou de soja, la nitrate oxydo-
reductase-NADPH (E.C. n°1.6.6.1) de céreales,

- des enzymes d'origine fongique telles que par exemple la glucose
oxydase (E.C. n°1.1.3.4), la catalase (E.C. n°1.11.1.6), la betagalactosidase
(E.C. n°3.2.1.23) et la nitrate oxydo-reductase-NADPH (E.C. n°1.6.6.2)
d’Aspergillus,

- des enzymes d'origine bactérienne telles que par exemple la
NADH-Peroxydase (E.C. n°11.1.1) d’Enterococcus, la NADPH oxydoréductase
(E.C. n°1.6.99.3) de Vibrio, la nitrate réductase (E.C. n°1.9.6.1) de Colibacilles,
I'oxydase lactique dismutase (E.C. n°1.1.3.2) de Pediococcus, la superoxyde
dismutase (E.C. n°1.15.1.1) de Colibacilles, la peroxydase d'Arthromyces,
(E.C. n°1.11.1.1), la betagalactosidase (E.C. n°3.2.1.23) de Colibacille

des enzymes d'origine animale telles que par exemple la xanthine-
oxydase (E.C. n°1.1.3.22) du lait, la lactoperoxydase (E.C. n°1.11.1.7) du lait,
la myeloperoxydase leucocytaire (E.C. n°1.11.1.7), 'oxyde nitrique synthétase
(E.C. n°1.14.13.39) des tissus nerveux, la superoxyde dismutase (E.C.
n°1.15.1.1) d’erythrocytes, la sulfite oxydase (E.C. n°1.8.3.1) d’hépatocytes.

La mise en ceuvre de I'étape b) du procédé selon l'invention, c’est a dire
I'étape de séparation du bain réactionnel aqueux, en une fraction enrichie en
agent de catalyse enzymatique en phase solide et divisée et une fraction
dépourvue en dit agent de catalyse, a partir de laquelle I'agent de traitement
est obtenu est réalisée par des moyens de séparation et récupération des
agrégats ou des émulsions. Parmi les moyens mis en ceuvre on citera a titre
d’exemple les moyens classiquement utilisés comme la décantation, Ila
flottation, ia centrifugation pour les émulsions et la sédimentation, filtration
frontale ou tangentielle ou une centrifugation pour les floculats ou coagulats
et/ou la séparation cyclonique.

Le procédé selon l'invention permet d’obtenir un agent de traitement a
I'état fluide, par exemple liquide, comprenant a 'état libre au moins une espéce
chimique oxygénée stable.

Plus particulierement I'espéce chimique oxygénée stable est lion
hypothiocyanate (OSCN™).
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L'invention concerne également un agent de traitement a I'état fluide,
par exemple liquide, comprenant a I'état libre au moins une espéce chimique
oxygénée stable pendant plus de 10 heures.

Elle concerne plus particuli€rement un agent de traitement a I'état fluide,
par exemple liquide, comprenant a I'état libre au moins l'ion hypothiocyanate
stable pendant plus de 10 heures.

Le procédé selon l'invention permet de produire de grandes quantités de
solution d’agent de traitement selon linvention, possédant des propriétés
biocides, utilisables pour le nettoyage, lavage et désinfection des matériels,
machines, des outils, des textiles, des récipients et tuyauteries et des locaux et
établissements industriels agroalimentaires ou des établissements hospitaliers
et de soins. Le procédé permet également la préparation de solutions
destinées a la formulation de produits cosmétiques et pharmaceutiques
destinés a la santé humaine et/ou animale et de produits alimentaires.

Il permet également de produire des solutions de lavage pour la
décontamination de surface des produits alimentaires par exemple fruits,
légumes, feuilles mais aussi produits animaux.

Ces solutions biocides pourront étre utilisées par bain, pulvérisation,
injection, brumisation.

Il sera également possible d’utiliser ces solutions comme constituant
d’'une composition de produit, par exemple eau de reconstitution de jus de fruit
aprés déshydratation, concentration.

Le procédé permet également d’aseptiser et purifier des eaux destinées
a la production d’eaux de boissons pour la consommation humaine ou animale,
ou des eaux thermales, des eaux de piscines, de bains.

Le procédé selon linvention permet egalement le traitement des eaux
poliuées, eaux usées ou effluents industriels, voire effluents gazeux par
circulation dans le liquide.

Les contaminants chimiques par exemple nitrates ou phosphates sont
ainsi oxydés, et les polluants organiques également, en fonction des débits et
des concentrations en oxydoréductase, la dégradation pourra étre totale ou
partielle.

La mise en ceuvre du procédé selon linvention, c'est a dire un
procédé de production enzymatique d’'un agent de traitement & I'état fluide, par
exemple liquide, comprenant a ['état libre au moins une espéce chimique
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oxygénée, par mise en contact d'au moins un agent de catalyse enzymatique
comprenant au moins une enzyme du type peroxydase, un donneur d'oxygéne
et un substrat oxydable susceptible d'étre oxydé par ledit agent de catalyse
enzymatique, en générant ladite espéce chimique oxygénée a l'état libre, est
effectuée dans un réacteur (Figure 1) constitué d’une cuve compartimentée qui
peut étre close en partie ou en totalité, métallique ou en matériau synthétique
dotée d'un orifice de chargement (1) et de surverses et/ou de cloisons
siphoides, permettant le passage d’'un compartiment a l'autre (2).

Le réacteur, selon l'invention, comporte trois ou quatre compartiments
dont deux ou trois sont soumis a une agitation permanente :

- le premier (3) est destiné a recevoir l'agent de catalyse
enzymatique, optionnellement le coagulant et 'agent épaississant, il est soumis
a une agitation a vitesse rapide,

- le second (4) regoit optionnellement e floculant et
optionnellement le correcteur de pH, il est soumis & une agitation a vitesse
lente,

- le troisitme ou l'apport de substrat oxydable est effectué, ainsi
que I'apport en donneur d’'oxygene, est le siége de la réaction enzymatique
souhaitée et est également soumis a une agitation a vitesse lente,

- dans le quatrieme compartiment, la séparation du bain réactionnel
aqueux, en une fraction enrichie en agent de catalyse enzymatique en phase
solide et divisée, et une fraction dépourvue en dit agent de catalyse, a partir de
laquelle I'agent de traitement est obtenu, est effectuée sur un sédimenteur
lamellaire qui comporte une alimentation basse (6), une surverse (7) reliée a
l'orifice de sortie placée juste en dessous du fil de 'eau (8), un point bas
d’extraction dynamique des matiéres solides sédimentées (9) en vue de leur
évacuation (10) ou de leur reprise en vue d’un recyclage (11).

Dans une variante de réalisation, la mise en ceuvre du procédé selon
l'invention, c’est a dire un procédé de production enzymatique d’'un agent de
traitement a I'état fluide, par exemple liquide, comprenant a I'état libre au moins
une espece chimique oxygénée, par mise en contact d'au moins un agent de
catalyse enzymatique comprenant au moins une enzyme du type peroxydase,
un donneur d’oxygéne et un substrat oxydable susceptible d’éfre oxydé par
ledit agent de catalyse enzymatique, en générant ladite espéce chimique
oxygénée a l'état libre, est effectuée dans un réacteur (Figure 2) constitué
d’'une cuve compartimentée qui peut étre close en partie ou en ftotalité,
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métallique ou en matériau synthétique dotée d’un orifice de chargement (1) de
surverses permettant le passage d’'un compartiment a 'autre comportant trois
compartiments dont les deux premiers sont soumis & une agitation
permanente.

- le premier dans lequel est introduit l'agent de catalyse
enzymatique et I'agent émuisifiant est soumis a une agitation rapide,

- le second dans lequel 'apport de substrat oxydable est effectué et
qui est le sieége de la réaction enzymatique souhaitée est agité a vitesse lente ;

- le troisieme compartiment est un pot de reprise (5) qui permet le
pompage en continu de I'émulsion, de la solution comprenant au moins une
espéce chimique oxygénée a I'état libre et des substrats résiduels vers une
unité de séparation qui peut étre un coalesceur, un flottateur, une centrifugeuse
(6), un filtre ou un cyclone.

Par application du procédé selon l'invention a la production de solution
d’espéces chimiques oxygénées en solution par la mise en ceuvre sous forme
de floculat de la lactoperoxydase, en présence de 0.2 a 0.5 mM, de H,O, et 0.4
a 1 mM de KSCN, on obtient une solution aqueuse qui contient entre 0.05 et
0.35 mM de d’espéces chimiques oxygénées.

Cette solution utilisée pour le lavage et la décontamination de salades
par douches et bains successifs a 10°C permettent une réduction significative
(2 a 5 Log en moyenne) de la population des contaminants bactériens comme
les Pseudomonas (10° CFU/ml) et une réduction significative de 1 & 2 Log sur
les Listeria (10° CFU/ml) par rapport aux salades témoins non traitées, avec un
temps de contact de I'ordre de 10 minutes.

Exemples :

Dans un réacteur tel que décrit a la Figure 2, 0.25 g/l de
lactoperoxydase sont introduits simultanément a 10 g/l d'argile et 0.55 ml de
coagulant, aprés agitation et passage dans le compartiment réactionnel, des
quantités variables de KSCN et de H,0, sont introduites selon le tableau 1 ci-
dessous,
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Tableau 1
1 2 3 4
KSCN (mi) 0.5 0.6 0.7 0.8
H202 (mM) 0.3 04 0.5 0.6

Apres réaction des prélévements sont effectués pour mesurer Pactivité
5 enzymatique et le taux d’especes chimiques libres obtenu.

Les ions hypothiocyanates (OSCN") sont capables de réagir avec les
groupements sulfhydryls d'une molécule d'acide (5,5-dithiobis) 2-
nitrobenzoique préalablement réduite en présence d’'un excés de borohydrure
de sodium.

10 Cette molécule réduite absorbe la lumiere a une longueur d’onde de 412
nm.

Lorsque les ions hypothiocyanates (OSCN") oxydent les groupements
sulfhydryls, I'absorbance a 412 nm diminue proportionnellement a la quantité
d’'ions présents dans I'échantillon, ce qui permet de les quantifier.

15 |'ion thiocyanate (SCN") est capable de réagir avec FeCI3 en milieu
acide, pour former un produit coloré dont la quantité, proportionnelle a celle du
thiocyanate présent, est mesurable par photométrie a une longueur d’onde de
450 nm.

La mesure de la quantité de thiocyanate contenu dans un échantillon

20 nécessite la réalisation d'une gamme d’étalonnage.

Tableau 2 :
1 2 3 4

OSCN" | ADOusiznm | 0.855"2 | 0.999" | 12502 | 43202
[OSCNJmM|  0.190 0.220 0.275 0.290
SCN- DOu4s0nm 0.242 0.252 0.279 0.310
Initial | [SCN'ImM 0.67 0.70 0.77 0.86
SCN- DO 450nm 0.184 0.186 0.210 0.237
résiduel | [SCNImM 0.51 0.52 0.58 0.66
pH 6.66 6.62 6.63 6.59
Qualité coagulation 3/5 3/5 3/5 2.5/5

L’ activité enzymatique initiale du réacteur est contrélée dans I'essai n°4.
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Celle-ci est réalisée a partir de 50ul de coagulat et correspond a :
ADOu40snm / 10 secondes = 1,023

L'activité enzymatique est mesurée a l'aide d'un substrat chromogénique le 2-
2’ Azino-bis ou ABTS par colorimétrie a 405 nm.

L a lactoperoxydase catalyse I'oxydation de 'ABTS en présence de peroxyde
d’hydrogéne. La molécule d'’ABTS oxydée présente la caractéristique
d’absorber a 405 nm, ce qui permet de mesurer l'activité d’'une solution
enzymatique en suivant la quantité d’ABTS oxydée produite (proportionnelle a
la DOuosnm d'aprés la loi de Beer Lambert) par unité de temps, ceci en
mesurant en continu I'absorbance a 405 nm

Suivi de la stabilité de la solution.

On effectue un suivi de ['évolution de la concentration en ion
hypothiocyanate OSCN™ dans les solutions en sortie de réacteur par les
méthodes décrites ci-dessus.

Les résultats obtenus sont illustrés sur les figures 3 et 4, qui représente
la courbe de I'évolution de la concentration en ion hypothiocyanate OSCN,
dans l'eau de sortie de réacteur sur une période de 1 jour (Figure 4) et 4 jours
(Figure 3).

Les résultats obtenus montrent (voir Figure 4) qu'aprés 10 heures la
concentration de OSCN™ passe de 600mM a 500mM, et qu'aprés 20 heures
cette concentration n’a chutée que de 50 %.

Sur une période de 4 jours, on obtient (voir Figure 3) une courbe qui
démontre une concentration résiduelle en ion hypothiocyanate OSCN’, aprés
80 heures, égale a 16 % de la concentration initiale.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de production enzymatique d’'un agent de traitement a I'état
fluide, par exemple liquide, comprenant a I'état libre au moins une espéce
chimique oxygénée, par mise en contact d’au moins :

- un agent de catalyse enzymatique, comprenant au moins une

enzyme du type peroxydase,

- et un substrat oxydable en phase aqueuse susceptible d’étre oxydé
par action d’'un donneur d’oxygéne, par catalyse par ledit agent de
catalyse enzymatique, en générant ladite espece chimique oxygénée
a I'état libre,

- ledit donneur d’oxygene,

caractérisé en ce que :

c) on forme un bain réactionnel aqueux comprenant, outre le substrat
oxydable et le donneur d’'oxygéne, ledit agent de catalyse enzymatique en
phase solide et divisée, mais a I'état libre, distribué dans ledit bain, lequel
est éventuellement mis en mouvement,

d) on sépare le bain réactionnel aqueux, en une fraction enrichie en agent de
catalyse enzymatique en phase solide et divisée, et une fraction dépourvue
en dit agent de catalyse, a partir de laquelle 'agent de traitement est
obtenu.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on
introduit dans le bain réactionnel, I'agent de catalyse enzymatique, a V'état de
phase solide et divisee.

3 Procédé selon la revendication 1, caractérise en ce qu'on
introduit dans le bain réactionnel, 'agent de catalyse enzymatique en phase
liquide.

4. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu’on
introduit dans le bain réactionnel aqueux, le substrat oxydable, éventuellement
en phase aqueuse.

5. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on
introduit dans le bain réactionnel aqueux, le donneur d'oxygéne,
éventuellement en phase aqueuse.
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6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on
évacue du bain réactionnel 'agent de catalyse enzymatique.

7. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il est
pratiqué en continu, ou de maniére discontinue.

8. Procédé selon [a revendication 1, caractérisé en ce que ['agent
de catalyse enzymatique en phase solide est suspendu dans le bain
réactionnel, sous forme d’émulsion, et éventuellement on introduit dans ledit
bain un agent émulisifiant.

9. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce gu’on forme
dans le bain réactionnel aqueux des agrégats de particules solides inertes vis-
a-vis de l'agent de catalyse enzymatique, lesdits agrégats comprenant ou
incorporant, a I'état libre, ledit agent de catalyse, et lesdits agrégats étant
distribués dans le bain réactionnel aqueux, moyennant quoi, pendant I'étape
(b) on sépare ledit bain en une fraction enrichie en agrégat, et une fraction
dépourvue d’agrégat, a partir de laquelle 'agent de traitement est obtenu.

10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que les
agregats sont des flocons, et on introduit dans le bain réactionnei, un agent de
floculation, par exemple anionique ou cationigue.

11. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que les
agrégats sont des coagulats, et on introduit dans le bain réactionnel, un agent
coagulant.

12. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que on
introduit dans le bain réactionnel un agent coagulant et un agent floculant.

13. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que on
introduit dans le bain réactionnel un agent épaississant.

14. Procedé selon la revendication 13, caractérisé en ce que
'agent épaississant est choisi parmi les argiles, le kaolin, la silice ou les
silicates.

15. Procedé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'agent
de catalyse comprend un microorganisme exprimant au moins une enzyme du
type peroxydase.

16. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu’on
introduit dans le bain un agent correcteur de pH.

17. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on
introduit dans le bain un donneur d’oxygéne sous forme d'un systéme
enzymatique complémentaire qui produit du peroxyde d’hydrogene, et 'agent
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de catalyse enzymatique comprend, outre I'enzyme du type peroxydase, une
enzyme du type oxydoréductase.

18. Procédé selon lune quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que 'agent de catalyse enzymatique est choisi
parmi les peroxydases.

19. Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que la
peroxydase est une lactoperoxydase

20. Procédé selon ['une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que le substrat oxydable est choisi parmi le
groupe constitué par les thiocyanates de sodium (NASCN) ou de potassium
(KSCN), le bisulfite de sodium (Na HSO3), I'hydrosulfite de sodium (NaxS;0,),
le métabisulfite de sodium (NazS;0s), les nitrites de sodium (NaNO;) ou de
potassium (KNO), I'hypochlorite de sodium (NaOCl)et l'iodure de potassium
(K.

21. Procédé selon l'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que le donneur d’oxygene est le peroxyde
d’hydrogéne.

22. Ensemble de réactifs pour la production enzymatique d’'un
agent de traitement a I'état fluide, comprenant a I'état libre au moins une
espece chimique oxygénée caractérisé en ce qu'il comprend un agent de
catalyse enzymatique et un agent d'agrégation en phase aqueuse.

23. Ensemble de réactifs pour la production enzymatique d'un
agent de traitement a I'état fluide, comprenant a I'état libre au moins une
espece chimique oxygénée caractérisé en ce qu'il comprend un agent de
catalyse enzymatique et un agent de floculation en phase aqueuse.

24. Ensemble de réactifs pour la production enzymatique d’un
agent de traitement a I'état fluide, comprenant a ['état libre au moins une
espece chimique oxygénée caractérisé en ce qu'il comprend un agent de
catalyse enzymatique et un agent de coagulation en phase aqueuse.

25. Ensemble de réactifs pour la production enzymatique d’un
agent de traitement a I'état fluide, comprenant a I'état libre au moins une
espéce chimique oxygénée caractérisé en ce qu'il comprend un agent de
catalyse enzymatique et un agent épaississant. :

26. Ensemble de réactifs selon 'un quelconque des revendications
22 a 25, caractérisé en ce que I'agent de catalyse enzymatique est choisi parmi
les peroxydases.
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27. Ensemble de réactifs selon la revendication 26, caractérisé en
ce que la peroxydase est une lactoperoxydase.

28. Agent de traitement a létat fluide, par exemple liquide,
comprenant a I'état libre au moins une espéce chimique oxygénée stable.

29. Agent de traitement selon la revendication 28, caractérisé en
ce que I'espéce chimique oxygénée stable est I'ion hypothiocyanate (OSCN").

30. Agent de traitement selon la revendication 28 ou 29,
caractérisé en ce que I'espece chimique oxygénée est stable pendant plus de
10 heures.

31. Réacteur, caractérisé en ce qu’il comporte trois ou quatre
compartiments dont deux ou trois sont soumis a une agitation permanente :

- le premier est destiné a recevoir 'agent de catalyse enzymatique,
optionnellement le coagulant et I'agent épaississant, il est soumis a une
agitation a vitesse rapide,

- le second regoit optionnellement le floculant et optionnellement le
correcteur de pH, il est soumis a une agitation a vitesse lente,

- le troisiéme ou lapport de substrat oxydable est effectué, ainsi
que Papport en donneur d'oxygene, est le siége de la réaction enzymatique
souhaitée et est également soumis a une agitation a vitesse lente,

- le quatrieme compartiment, dans lequel la séparation du bain
réactionnel aqueux, en une fraction enrichie en agent de catalyse enzymatique
en phase solide et divisée, et une fraction dépourvue en dit agent de catalyse,
a partir de laquelle 'agent de traitement est obtenu, est effectuée, comporte
des moyens de séparation desdites fractions.

32. Réacteur selon la revendication 31, caractérisé en ce que les
moyens de séparation desdites fractions sont choisis parmi la décantation, la
flottation, la centrifugation, la filtration et/ou la séparation cyclonique.
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