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 الملخص

سیل للفركتوز بحمض الأولیك كعامل اسیلي في المذیبات ذات الأقطاب المختلفة  الأدرسنا خلال ھذا العمل تفاعل

(ثلاثي بیوتانول / أسیتات إیثیل / أسیتونتریل / أسیتون) في وجود لیباز نباتي مستخلص من بذور الخروع و 

مجمدة في الجینات الصودیوم. بعد ذلك ، تم فحص تأثیرات العوامل المختلفة على تفاعل تركیب أولیات الفركتوز 

(درجة الحرارة ، نشاط الماء ، الإنزیم ووقت التفاعل) باستخدام التصمیم الكامل للعوامل الأربعة. أظھرت النتائج 

التي تم الحصول علیھا أن الأسیتون ھو أنسب مذیب لتركیب أولیات الفركتوز. تم الحصول على أفضل تحویل 

 درجة مئویة) ، زمن التفاعل 25 جم) ، درجة الحرارة (12٪) في ظل الظروف المثلى: الإنزیم الثابت (1.569(

تحلیل الصدى  عن طریق). تم تأكید الخصائص الھیكلیة لأولیت الفركتوز 0 ساعة) والنشاط المائي (2(

  تحویل الأشعة تحت الحمراء لفورییھ. والمغناطیسي النووي للبروتون

 .أولیات الفركتوز , بذور الخروع ,لیباز  ,سیل الأتفاعلالكلمات المفتاحیة : 

Résumé : 

Au cours de ce travail nous avons étudiées la réaction d’acylation de fructose par 

l’acide oléique comme agent acylant dans des solvants à différentes polarités (tert-

butanol /acétate d'éthyle /acétonitrile /acétone) en présence d’une lipase végétale 

extraite à partir des graines de ricin (Ricinus communis L) et immobilisée dans 

l'alginate de sodium. Par la suite les effets des différents paramètres sur la réaction de 

synthèse d’oléate de fructose (température, activité de l’eau, enzyme et temps de 

réaction) ont été étudiés en utilisant le plan d’expérience factoriel complet à quatre 

facteurs. Les résultats obtenus montrent que l'acétone est le solvant le plus adapté à la 

synthèse d’oléate de fructose. La meilleure conversion (91.56%) a été obtenue dans 

les conditions optimisées : l’enzyme immobilisée  (12g), température (25°C), temps 

de réaction (2h) et l’activité de l’eau (0). Les caractéristiques structurales de l’oléate 

de fructose ont été confirmées par une analyse par FT-IR et RMN. 

Mots clés : réaction d’acylation, oléate de fructose, Ricinus communis L, lipase. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

During this work we studied the acylation reaction of fructose by oleic acid as an 

acylating agent in solvents with different polarities (tert-butanol / ethyl acetate / 

acetonitrile / acetone) in the presence of a vegetable lipase extracted from castor 

beans (Ricinus communis L) and immobilized in sodium alginate. Subsequently, the 

effects of different parameters on the fructose oleate synthesis reaction (temperature, 

water activity, enzyme and reaction time) were investigated using the full four-factor 

factorial design. The results obtained show that acetone is the most suitable solvent 

for the synthesis of fructose oleate. The best conversion (91.56%) was obtained under 

the optimized conditions: immobilized enzyme (12g), temperature (25 ° C), reaction 

time (2h) and water activity (0). The structural characteristics of fructose oleate were 

confirmed by FT-IR and NMR analysis. 

Key words: acylation reaction, fructose oleate, Ricinus communis L, lipase. 
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INTRODUCTION GENERALE 

Les tensioactifs sont des molécules d'intérêt dont le squelette amphiphile laisse 

apparaître des propriétés de surface spécifiques. Cette particularité structurale autorise 

leur usage pour la formulation des produits de consommation courante : les 

différentes émulsions alimentaires, les détergents et les cosmétiques, mais également 

dans de nombreuses industries comme le textile, le cuir, la métallurgie, ou encore les 

peintures. Compte-tenu des importants volumes produits chaque année et du 

développement des comportements respectueux de l'environnement, les tensioactifs 

doivent répondre de plus en plus à des impératifs de biodégradabilité [1]. Ces 

propriétés expliquent les nombreuses fonctions d'un tensioactif, en effet, ces 

molécules permettent la diminution de la tension superficielle entre deux surfaces. 

Leur faculté à s'organiser sous forme de micelles dans l'eau explique également 

l'importance de leur utilisation dans le domaine de la formulation (des savons, par 

exemples) [2]. 

Nous somme plus particulièrement intéressés aux tensioactifs non ioniques de 

type sucroester constituent la classe la plus récente de tensioactifs. Ces tensioactifs 

présentent de nombreux avantages dont notamment la diversité des structures 

disponibles et le caractère inoffensif, tant pour la santé que pour l'environnement, 

leurs applications potentielles touchent des domaines aussi variés que l'alimentation 

humaine (par exemple la mousse au chocolat), la formulation de médicaments et de 

produits phytosanitaires ou encore l'étude des protéines membranes [3]. 

Les esters de sucres sont des tensioactifs non-ioniques de structure simple, ils ne 

sont pas disponibles dans la nature. Leur synthèse est réalisée par la voie chimique, 

entraînant la production d’une quantité non négligeable de produits secondaires. Ces 

derniers doivent être éliminés, ce qui implique des coûts de purification relativement 

importants. Ce problème peut être contourné en optant pour une voie de synthèse 

beaucoup plus spécifique : la biocatalyse ; L’utilisation de lipases permet d’envisager 

le greffage d’un acide gras sur un sucre grâce à une liaison ester [4]. Les esters de 

sucres sont arrivés dans ce contexte, apportant de nouvelles solutions aux industriels 

du secteur des tensioactifs. L’accent sera placé sur cette dernière voie de synthèse tout 

en gardant à l’esprit que seule la voie chimique est exploitée à ce jour [5]. 
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Dans ce travail, 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 

tensioactifs et, en particulier, les esters de sucres. Une étude sur les enzymes sera 

également présentée dans cette partie. 

La deuxième partie concernera la partie expérimentale, l’étude s’articule sur 

deux  principaux axes :  

Le premier consiste la liste des produits et appareillages utilisés, ainsi que les 

différents modes opératoires suivis par l'objet de ce travail qui est l’extraction de la 

lipase à partir des graines de ″Ricinus communis L″, puis l'immobilisation de cette 

enzyme sur un support afin de leur  utilisation dans la production de sucroester. 

Le deuxième axe consiste à évaluer les performances du procédé de synthèse 

d’ester de sucre en étudiant les effets des principaux paramètres opératoires (nature du 

solvant, temps de réaction, l’effet de température…) sur le rendement de la réaction. 

En fin nous terminons ce mémoire par une conclusion générale pour mètre en 

évidence les résultats de ce travail et l’objectif atteint. 
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I.  TENSIOACTIFS  

I.1. Définition  

    Il existe un type de substance chimique bien particulier; qui est à la fois soluble dans 

l’eau et soluble dans les huiles hydrocarbonées ou végétales appelé les «tensioactif » ou « 

surfactant». 

    Les tensioactifs ou agents de surface sont des molécules d’origine naturelle ou 

synthétique possédant d'une part une chaîne à caractère lipophile (ou queue hydrophobe) et 

d'autre part un groupement à caractère hydrophile (aussi appelé tête polaire) comme illustré 

sur la figure (I.1). Ces composés sont dits amphiphiles [6].  

 

Figure I.1 : schéma simplifiée d’un tensioactif 

 

    Les surfactifs  sont des substances dont la molécule possède à la fois un groupe polaire 

et un groupe apolaire ; le groupe polaire et un groupe fonctionnel qui comporte des 

hétéroatomes d’oxygène, de soufre, d’azote. Et le groupe apolaire est composé d'une 

longue chaîne carbonée saturée ou partiellement insaturée [7]. 

I.2. Classification  

Les tensioactifs sont classés selon la nature de leur pôle hydrophile en quatre grandes 

familles : les tensioactifs anioniques chargés négativement, les cationiques chargés 

positivement, les zwitterioniques ou amphotères possédant à la fois une charge positive et 

une charge négative et les non ioniques, non chargés. 
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I.2.1. Les tensioactifs anioniques 

Les tensioactifs anioniques sont historiquement les premiers tensioactifs utilisés sous la 

forme de savons. Ce sont des sels d'acides carboxyliques R-COO–M+, résultant de la 

saponification de triglycérides d'origine végétale (huile de palme, d'olive,...) ou animale 

[8]. 

    Ce sont les tensioactifs les plus utilisés dans les applications industrielles en raison de 

leur coût de fabrication relativement bas et de leur utilisation dans pratiquement tous les 

types de détergents. 

    Les groupements hydrophiles les plus couramment utilisés sont les carboxylates, les 

sulfates, les sulfonates et les phosphates. Une formule générale peut être attribuée aux 

agents de surface anioniques selon le type de tête hydrophile (tableau 1) [9]. 

Tableau I.1: Différents types de tensioactifs anioniques [4] 

Groupes hydrophiles Formules générale 

Carboxylates 𝐶𝐶𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑛𝑛+1𝐶𝐶𝑂𝑂𝑂𝑂−𝑁𝑁𝑎𝑎+ 

Sulfates 𝐶𝐶𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑛𝑛+1𝑂𝑂𝑆𝑆𝑂𝑂3−𝑁𝑁𝑎𝑎+ 

Sulfonates 𝐶𝐶𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑛𝑛+1𝑆𝑆𝑂𝑂3−𝑁𝑁𝑎𝑎+ 

Phosphates 𝐶𝐶𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑛𝑛+1𝑂𝑂(𝑂𝑂𝐻𝐻)𝑂𝑂−𝑁𝑁𝑎𝑎+ 

 

Avec n = 8 à 16 atomes. 

Exemple :  

Les carboxylates (-COO-), les sulfonâtes (SO3- ) et les sulfates (SO42-). 

 

Figure I.2. Tensioactif anionique. 
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I.2.2. Les tensioactifs cationiques 

Les tensioactifs cationiques sont caractérisés par une partie hydrophile chargée 

positivement. Le plus souvent ce sont des sels d'ammonium quaternaires triméthylés ou des 

sels de pyridinium [3]. 

Ils sont généralement stables aux variations de pH etont la capacité de tuer les micro-

organismes ou au moins de retarder leur croissance. Ils sont compatibles avec les sels 

inorganiques alcalins et les non-ioniques et sont utilisés avec eux dans les agents de 

nettoyage pour détergents destinés au lavage de la vaisselle. Ils sont également utilisés en 

tant que revitalisants pour les cheveux, car ils s’adsorbent sur ces derniers enleur conférant 

douceur et propriétés antistatiques [10]. 

Exemple : bromure d’hexadécyle triméthyl ammonium 

Groupes d'ammonium quaternaire (R4N+).  

 

Figure I.3. Tensioactif cationique 

I.2.3. Les tensioactifs zwitterioniques 

Ce sont des tensioactifs qui ont à la fois un groupe fonctionnel anionique et un autre 

cationique, ils présentent une charge variable du positif au zwitterionique en  passant par le 

négatif en fonction du pH de la solution dans laquelle ils se trouvent. Grâce à leurs capacité 

à supporter des charges positives et négatives ils ont généralement une grande partie 

hydrophile, ils sont généralement plus doux pour la peau et les yeux que les tensioactifs 

anioniques, cationiques et certains tensioactifs non ioniques. Les tensioactifs amphotères 

sont utilisés dans des formulations contenant des tensioactifs anioniques ou non ioniques 

pour modifier la solubilité, la taille des micelles, la stabilité des mousses et la viscosité de 

divers systèmes de nettoyage et émulsions [11]. 

Exemple : Carboxybétaine 

Par exemple les carboxylates (-COO-) et les groupes d'ammonium quaternaire. 
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Figure I.4. Tensioactif zwitterionique 

I.2.4. Les tensioactifs non ioniques 

Les tensioactifs non-ioniques comportent une partie hydrophile non chargée, les 

groupements hydrophiles les plus courants sont le groupement hydroxyle (ROH), le 

groupement éther (R-OR') et ester (R-CO-O-R').Les propriétés de solubilisation dans l’eau 

d’un groupe hydroxyle ou d’un groupe éther sont faibles comparées aux sulfates ou 

sulfonates, si un seul groupe hydroxyle ou un groupe éther est présent, la longueur de la 

chaine de l’hydrocarbure R ne sera que de 6 à 8 atomes de carbones avant que le produit ne 

devienne insoluble et présente de mauvaises propriétés tensioactives [12]. 

Exemple : alkylpolyglycoside 

Les alcools (OH), les éthers (-O-) et les carbohydrates.  

Figure I.5. Tensioactif non ionique 

 

I.3. Domaine d’application des tensioactifs 

I.3.1. Domaine  pharmaceutique 

Le nombre total de tensioactifs disponibles dans le monde est vraiment vaste mais le 

nombre utilisé dans le domaine pharmaceutique est très faible. 

    Les tensioactifs non-ioniques sont les plus importants et les plus largement utilisés pour 

les émulsions et les suspensions pharmaceutiques en raison de leur capacité à solubiliser 
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des substances peu solubles et de leur faible toxicité, cependant ils peuvent diminuer 

l’activité antimicrobienne de certains conservateurs. Les principaux groupes utilisés sont 

les dérivés des polyols et les polyoxyéthylène. Les tensioactifs anioniques sont reconnus 

comme de puissants irritants pour la peau tant disque les tensioactifs cationiques présentent 

une irritation pour la peau plus faible mais avec une plus grande cytotoxicité.  

Les principales classes de tensioactifs anioniques utilisés dans ce domaine sont ceux 

contenant des groupements hydrophiles carboxylates, sulfates et sulfonates. Les stéarates 

sont sans doute les émulsifiants les plus largement utilisés dans les émulsions huile dans 

l’eau, le monostéarate d’aluminium est utilisé comme émulsifiant dans les crèmes et dans 

les suspensions injectables huileuses.  

Les tensioactifs cationiques sont très importants dans le domaine pharmaceutique en 

raison de leurs propriétés bactéricides ils sont utilisés sur la peau notamment pour le 

nettoyage des plaies et des brulures et ils peuvent être utilisés comme agents conservateurs. 

Les principaux tensioactifs cationiques utilisés sont les sels d’ammonium quaternaires 

[13]. 

I.3.2. Domaine cosmétique 

Parmi les produits utilisés en cosmétique, les tensioactifs sont très utiles pour accéder à 

des combinaisons stables d’ingrédients parfois antagonistes en termes de solubilité, et le 

marché cosmétique n’échappe pas au souhait toujours plus marqué de disposer de solutions 

naturelles et néanmoins performantes [14]. 

On distingue deux grands domaines, la cosmétique rincée (produits d'hygiène l’avants  

tels que les shampooings, gels douches, dentifrices) et la cosmétique blanche (produits de 

beauté tels que les crèmes, laits, maquillages et autres produits de soin) [15]. 

I.3.3. Domaine industriel 

Les applications des tensioactifs dans le secteur industriel sont très diverses et ont une 

grande importance pratique. Les tensioactifs peuvent être utilisés avantageusement dans la 

production et la transformation d'aliments, de produits agrochimiques, dans l’industrie 

pétrolière ou ils sont utilisés à divers stades comme la récupération assistée qui consiste à 

utiliser une microémulsion pour améliorer le taux de récupération dans les gisements ou 

encore comme le traitement des eaux d’injection par des inhibiteurs de corrosion. On les 

retrouve aussi dans les industries du plastique favorisant la polymérisation et permettant la 
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mise en émulsion ou en suspension de divers constituants des peintures tels que les 

solvants, résines, pigments. On les trouve également dans un large éventail de systèmes 

biologiques et d'applications médicales, de techniques de dépollution des sols et d'autres 

applications liées à l'environnement, à la santé et à la sécurité [16]. 

I.4. Influence du milieu réactionnel sur la synthèse enzymatique des esters de sucre 

I.4.1. Influence de la tenure en l’eau  

La teneur en eau est le paramètre le plus important affectant l'activité enzymatique dans 

les solvants organiques indépendamment de la nature du solvant lui-même. Elle peut 

influencer le rendement de conversion des substrats à l'équilibre ainsi que la dispersion et 

la stabilité des enzymes. Plusieurs études indiquent, en effet, que la structure et l'activité 

des lipases dépendent fortement de l'eau liée [17]. 

I.4.2. Influence de solvant organique 

 La quantité de littératures sur la synthèse du sucroester catalysée par la lipase utilisant 

des solvants organiques croît rapidement. Lors de la synthèse enzymatique des sucroesters 

dans des solvants organiques, plusieurs paramètres influençant la réaction doivent être 

considérés. Bien que la plupart des conditions de réaction n'affectent pas seulement la 

synthèse elle-même, mais aussi interagissent les unes avec les autres. Pour obtenir une 

vitesse de réaction élevée et un rendement de conversion dans la synthèse d'ester, ces 

facteurs doivent être étudiés [18]. 

I.4.3. Influence de lipase 

Les lipases  catalysent généralement l'hydrolyse des huiles et des graisses. Dans des 

conditions spécifiques, ils catalysent également les réactions d’estérification, trans 

estérification, acidolyse, alcoolyse et aminolyse des solvants organiques. 

Dans la synthèse de sucroesters, les lipases sont presque toujours utilisées sous une 

forme immobilisée [19]. 

I.4.4. Influence de la température 

La température est un paramètre très important dans la réaction de synthèse des 

sucroesters car elle intervient à plusieurs niveaux  et plus particulièrement sur:  

• L’activation et la dénaturation de l'enzyme; 
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• La solubilité des différents substrats et produits 

• La viscosité du milieu [12]. 

II. ENZYME 

II.1. Définition 

Les enzymes sont des protéines qui allient la capacité de reconnaitre très spécifiquement 

des molécules au pouvoir de catalyser efficacement leur transformation en composées 

utiles au métabolisme des organismes vivants [20]. 

Sans la catalyse enzymatique aucune forme de vie n’aurait pu exister. Par ailleurs, sans 

l’introduction des procédés enzymatiques dans la catalyse industrielle, l’innovation de 

plusieurs produits nécessaires à notre vie quotidienne, n’aurait jamais vu le jour [21,22]. 

Une enzyme est spécifique d’un substrat, molécule dont elle catalyse la transformation. 

A la fin de la réaction la structure de l’enzyme se trouve inchangée [23]. 

II.2. Classification des enzymes 

Il existe un nombre très important d’enzymes et on en découvre encore aujourd’hui de 

nouvelles. Six classes d’enzymes sont répertoriées selon la réaction chimique qu’elles 

catalysent :  
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Tableau II.1. Les six classes d’enzymes [24]. 

Classes Réactions catalytiques 

Oxydoréductases Réactions de transfert d’électrons (ou d’atome d’hydrogène) 

Transférases Transfert de radicaux (Groupements phosphates, amines, méthyle, 

 etc.) 

Hydrolases Réactions d’hydrolyse (bris d’un lien chimique par addition d’une 

 molécule d’eau) 

Lyases Addition de doubles liaisons à une molécule et enlèvement de  

groupements chimiques sans hydrolyse 

Isomérases Réactions d’isomérisation (réaction où un composé est transformé  

en un de ses isomères) 

Ligases Formation de liens chimiques couplés avec la rupture d’ATP) 

 

II.3. Lipases  

 Les triacylglycérol acyl-hydrolases, ou lipases, sont des enzymes atypiques de par leur 

mécanisme d'action et leur spécificité de substrats. En fonction du micro-environnement de 

l'enzyme, elles peuvent agir en tant qu'hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs 

en synthèse organique. En tant qu'hydrolases, elles sont responsables du catabolisme des 

triglycérides, leurs substrats préférentiels, en acide gras et en glycérol. 

Chez de nombreux êtres vivants, cette réaction est capitale de par son rôle 

physiologique majeur dans le métabolisme des graisses et des lipides. De plus, certaines 

lipases sont capables d'hydrolyser des phospholipides, des esters de cholestérol et même 

parfois certains esters synthétiques. En milieu solvant, elles peuvent catalyser bon nombre 

de réactions allant de l'estérification à l'acidolyse ou l'alcoolyse tout en présentant une 

certaine énantio-, régio- et chimio-sélectivité.  

Les lipases forment une classe d'enzymes hétérogènes de par leur origine, qu'elles soient 

animales, végétales ou microbiennes, elles sont très utilisées dans l’industrie [25,26]. 
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Sont aussi capables d’hydrolyser des esters, mais le mécanisme d’action est différent 

dans le cas des lipases et donne quelques propriétés uniques. 

Lipases jouent un rôle très important en biotechnologie, non seulement dans le 

traitement des aliments et des huiles, mais aussi dans la préparation des intermédiaires 

chiraux. [27,28,29]. 

II.3.1. Origines des lipases : 

Les lipases sont largement répandues dans la nature où elles ont un rôle physiologique 

important dans le métabolisme des graisses. On les retrouve dans le règne végétal, chez les 

invertébrés et les vertébrés mais également chez de nombreux micro-organismes. 

II.3.2. Lipases végétales  

Elles sont présentes au sein de la plante bien qu’en les retrouve principalement dans les 

graines. Les lipases végétales peuvent être classées en trois grands groupes :  

• Le premier groupe : est constitué par les triacylglycérol hydrolases qui sont 

principalement présentes dans les graines. Leur étude revêt une importance 

économique capitale puisqu’elles sont responsables en grande partie de l’altération 

des graines pendant le stockage.   

• Les constituants du second groupe :dénommés acylhydrolases, sont présents dans 

divers tissus de la plante. Les principales acylhydrolases sont les phospholipases A et 

B ; les glycolipases, les sulfolipases et les monoglycéridelipases. Elles sont 

incapables d’hydrolyser les triglycérides mais elles peuvent catalyser certaines 

réactions de transestérification [30,31]. 

•   Le troisième groupe : est constitué par les phospholipases C et D. 

Certaines protéines végétales possédant une activité lipolytique peuvent avoir un effet 

cytotoxique pour les cellules animales. Par exemple, la ricine, une glycoprotéine isolée de 

la graine de Ricinus communis, induit le blocage de la synthèse des protéines par 

inactivation  des ribosomes [32,33]. 

Leur étude a permis leur utilisation comme immunotoxines dans le traitement de 

certains cancers [34,35]. 
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II.3.3. Ricinus communis L 

Ricinus Communis L fait partie de la famille des Euphorbiacées comportant 8100 

espèces, cette plante est le seul représentant du genre Ricinus qui est un arbre à grandes 

feuilles palmée [36]. 

Euphorbiaceae vient du genre le plus important de la famille, Euphorbia, lui même 

dédié par le roi Juba II de Mauritanie à son médecin Euphorbos au 1er siècle avant Jésus 

Christ, et conservé par Linné. D'aspect très variable, les plantes de cette famille se 

caractérisent essentiellement par leur latex blanc, irritant la peau, collant et épais avec un 

fruit à trois loges [37]. 

II.3.3.1.Nomenclature 

Le nom scientifique de l’espèce est Ricinus communis L [38]. Le ricin est appelé 

également kharouâa en arabe, ricin en français et castor plant ou castor oil plant  en anglais 

[39]. 

II.3.3.2.Origine et Habitat 

L’origine du Ricinus communis L est l'Afrique tropicale, il est développé en tant que 

plante ornementale dans diverses régions de l'Asie, l'Amérique du Nord, l'Afrique et 

l'Europe [40]. 

Il est largement cultivé dans la plupart des régions tropicales et subtropicales sèches de 

même que dans de nombreuses régions tempérées dotées d’un été chaud [41]. 

Ricinus communis L est présenté dans tout le continent africain, de la côte atlantique à 

la mer Rouge et de la Tunisie à l’Afrique du Sud ainsi que dans les îles de l’océan Indien 

[42]. 

Plus de 95% de la culture de Ricinus dans le monde est concentrée en Inde, la Chine et le 

Brésil [35]. 

II.3.3.3.Caractéristiques botaniques 

 Ricinus Communis L est un arbuste à rameaux ultimes herbacés ou fistuleux ou arbre, 

pouvant atteindre 7m et plus, son feuillage est d'une beauté remarquable, parfois cultivé 

comme plante annuelle très vigoureuse, mais naturellement vivace [43]. 
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 Le feuillage et fruits 

Les feuilles sont palmatifides à palmatipartites c'est à dire découpées en lobe 

échancrés jusqu'au centre ou dépassant le centre sans atteindre le point d'insertion du limbe 

au pétiole (contrairement à la feuille palmatiséquée du Marronnier par exemple. Les lobes 

(7 en général) sont pointus et dentés. Dans son ensemble, la feuille ressemble à celle de 

certains Érables. Le feuillage à des couleurs variables (vert, violet, rouge) ce qui fait son 

intérêt décoratif. 

Les fruits sont des capsules hérissées de piquants, à trois loges déhiscentes à maturité 

[44]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  (A)                                                                                (B) 

     Figure II.1. Feuillage (A) et fruits (B) de ricin (Ricinus Communis L) [39] 

 Les fleurs 

La plante est dioïque. Les fleurs sont regroupées dans des inflorescences mâles et 

femelles. Les fleurs mâles sont vers le bas et les femelles au dessus. Les fleurs mâles 

apparaissent en premier et ont une durée de vie d'une journée alors que les fleurs femelles 

qui arrivent à maturité plus tard restent fécondables pendant une quinzaine de jours [45]. 
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                               (1)                                                                              (2)                                                                                                                                            

Figure II.2. Fleur femelle (1)  et male (2)de ricin [40] 

Fruits   

Sont des capsules tricoques (formé de 3 lobes) hérissées de pointes et plus ou moins 

déhiscentes à maturité en saisons sèche. Les capsules renferment généralement 3 graines 

de couleur marron clair, marron rouge ou gris tacheté de blanc [40]. 

                

  

  

  

  

 

 

  

 

Figure II.3 : Capsules tricoques de ricin [40] 
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  Graines  

Sont contenues dans chacune des loges du péricarpe, ont presque la forme d'un haricot 

moyen, sont piriformes, ovoïdes, allongées ou plates, luisantes marbrées de gris rougeâtre 

et de blanc. A l'intérieur de la graine se trouve une amende oléagineuse qui est très toxique 

[46]. 

 

Figure II.4 : Graines de ricin [41] 

II.3.4. Modes d’application 

Etant donné leur stabilité de manipulation, les lipases peuvent être utilisées sous 

différentes formes par exemple, comme enzyme naturelle, immobilisée par liaison 

covalente, absorbée sur des résines échangeuse d’ions ou des fibres creuses. Elles peuvent 

être également chimiquement modifiées avec du PEG (polyéthylène glycol). Enfin, elles 

sont compatibles avec des solvants organiques, biphasiques et aqueux [18]. 

II.4. Immobilisation des lipases 

L’application de la catalyse enzymatique aux processus chimiques diminue l'utilisation 

des produits nocifs dans l'environnement et réduit ainsi le coût de traitement. Les enzymes 

offrent un avantage distinct dû à leur spécificité, la biodégradabilité et la limitation de la 

formation de sous-produits. Quelques critères doivent être réunis pour qu’une enzyme soit 

un catalyseur industriel viable. L'enzyme doit être compatible et stable. Au niveau 

fonctionnel la stabilité d'une enzyme limite souvent son application pratique dans des 
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processus médicinaux et biotechnologiques. Une approche possible pour stabiliser des 

enzymes est leur immobilisation sur une matrice appropriée. Du point de vue industriel, les 

biocatalyseurs immobilisés présentent une stabilité augmentée, des changements dans 

l'activité enzymatique, le pH optimum, et l'affinité pour le substrat ont été observés. Ces 

changements dépendent de la source de l'enzyme, du type de support et de la méthode 

d'immobilisation [47]. 

De nombreuses méthodes d'immobilisation sont connues, dont les principales sont [48]: 

-Immobilisation par liaison 

-Inclusion 

-Réticulation 

Les différentes techniques d’immobilisation découlant des trois principales méthodes 

d’immobilisation sont résumées par le schéma  II.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.5: Schéma des différentes techniques d'immobilisation [43]. 

II.4.1. Immobilisation par liaison : 

C'est la plus ancienne méthode d’immobilisation. Elle consiste en la rétention d'enzyme 

sur une phase insoluble dans l'eau par une liaison chimique ou physique. Dans cette 

méthode la quantité d’enzyme retenue et l'activité sont extrêmement variables et sont 
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évidement fonction de la nature de support. Selon le mode de couplage, ce procédé peut 

être classifié de trois manières [49]: 

• Immobilisation par adsorption physique 

• Immobilisation par liaison ionique 

•   Immobilisation par liaison covalent 

 

 

Figure II.6 : Immobilisation par liaison [44]. 

• Adsorption physique  

L'adsorption physique demeure la méthode la plus simple et la plus rentable [50]. Dans 

ce procédé, l’enzyme est retenue à la surface d'un corps adsorbant minérale ou organique 

grâce à différents types de liaisons : interactions de Vander Wals, interactions 

hydrophobes, liaisons hydrogènes, transfert de charge, échange de ligands, chimiosorption. 

Cette technique est simple, réversible, mais la fixation n'est pas spécifique et les risques 

de désorption sont importants [51]. 
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• Immobilisation ionique  

Les enzymes portent, par leurs résidus d'acide aminé, des charges ioniques. Elles 

peuvent donc se prêter aux phénomènes d'échange d'ion .Ces  interactions seront très 

dépendantes du pH du milieu en raison du caractère amphotère des résidus d'acide aminés 

.La différence principale entre l'immobilisation par adsorption et l’immobilisation ionique 

est que la force de liaison entre le support et l'enzyme est beaucoup plus forte pour cette 

dernière .Différents polysaccharides et polymères synthétiques ayant des centres d'échange 

d'ion sont habituellement utilisés comme supports [43]. 

• Immobilisation par liaison covalente  

L’immobilisation par liaison covalente a été développée dans le souci d’obtenir des 

liaisons très solides entre enzymes et supports. Pour la réalisation de la liaison covalente il 

faut une activation préalable soit du support soit de l’enzyme car les groupes fonctionnels 

de l’enzyme ne sont généralement pas suffisamment réactifs. Mais c’est surtout l’activation 

des supports d’adsorption qui a fait l’objet de nombreuses études car l’activation des 

groupes fonctionnels de l’enzyme est délicate et peut conduire à la dénaturation de 

l’enzyme.  

Un carbodiimide est un groupe fonctionnel de type N=C=N. En chimie organique 

synthétique, les composés contenant la fonctionnalité de carbodiimide sont des agents de 

déshydratation et sont souvent employés pour activer les acides carboxyliques vers la 

formation d’amide ou d’ester et ont l’avantage d’avoir une très faible toxicité pour 

l’enzyme.  

La lipase de Candida rugosa a été immobilisée par liaison covalente sur les billes de 

chitosan dont les groupements hydroxyles ont été préalablement activés par le 

carbodiimide [52]. 

La lipase du pancréas de porc a été immobilisée sur polyacrylamide activé par le 

carbodiimide et a ainsi été appliquée à l’hydrolyse de l’huile d’olive [53]. Le 

glutaraldéhyde (dialdéhyde comportant cinq atomes de carbone) est également utilisé pour 

former des liaisons covalentes. C’est un liquide visqueux et incolore qui se présente 

normalement en une solution aqueuse limpide et incolore. Pour l’immobilisation par 

liaison covalente, le glutaraldéhyde ayant deux sites réactifs, va servir de pont entre les 
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fonctions -NH2 du support et de l’enzyme. Les films de chitosan activés par le 

glutaraldéhyde ont été utilisés pour l’immobilisation de la lipase de Candida cylindracea et 

de Syncephalastrum racemosum [54]. 

II.4.2. Réticulation  

En traitant un enzyme par un agent chimique hydrosoluble bi fonctionnel et susceptible 

de réagir sur les groupements fonctionnels libres de celui-ci, on obtient un réseau 

enzymatique tridimensionnel insoluble (figure II.9). Le glutaraldehyde est un agent de 

réticulation parmi les plus utilisés. 

Cette méthode a l'avantage de fournir des dérivés insolubles constitués presque 

exclusivement d'enzyme. Malheureusement les produits sont gélatineux est difficile à 

filtrer et leur propriétés mécaniques sont médiocre. En outre une très importante perte 

d'activité enzymatique accompagne la réticulation [55]. 

 

Figure II.7. Immobilisation par réticulation [50]. 

II.4.3. Inclusion  

Le principe de l'inclusion est de retenir l'enzyme prisonnière dans la matrice d'un 

polymère ou dans une micro capsule .Plusieurs polymères, entre autre l’alginate, le 

chitosan, le gel de polyacrylamide et le gel d'amidon sont utilisés. 

• Immobilisation par Micro encapsulation 

L’enzyme en solution aqueuse est enfermée dans des  micro capsules sphériques, dont 

la paroi est une membrane semi-perméable qui peut être liquide ou solide (Figure 

II.10).Cette membrane retient l'enzyme mais laisse passer le substrat et le produit [56]. 
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Figure II.8 : Immobilisation par Micro encapsulation [51] 

• Emprisonnement sur une matrice 

L'enzyme est dissoute dans une solution aqueuse d'un monomère et d'un réticulant .la 

polymérisation est ensuite effectuée à des conditions moins dénaturantes possibles, on 

obtient un réseau macro moléculaire tridimensionnel dans les mailles duquel l'enzyme se 

trouve retenu de façon plus ou moins efficace .Cette technique est simple et très utilisée 

pour diverses enzymes, mais les risques de fuite ne sont pas négligeables, si les mailles du 

réseau sont larges .De plus on observe souvent une dénaturation importante de l'enzyme 

due à une réaction du polymère avec les groupes fonctionnels responsables de la protéine 

[51]. 

 

Figure II.9 : Emprisonnement dans une matrice [51]. 
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II.4.4. Objectifs de l’immobilisation des enzymes 

L’immobilisation d’une enzyme sur ou dans une structure solide condensée répond à 

deux objectifs principaux. En premier lieu, une enzyme étant un catalyseur, il est très 

important de pouvoir la séparer des substrats et des produits de réaction afin d’assurer un 

recyclage efficace. L’intérêt est évident dans l’optique d’un procédé réactionnel continu. 

Le deuxième avantage généralement admis est la stabilisation de la protéine. [57,58]. 

En particulier lors de sa fixation par liaison covalente à un support. De plus lorsqu’on 

met en œuvre des protéases, l’immobilisation permet de diminuer les phénomènes 

d’hydrolyse mutuelle des enzymes (autolyse) qui conduit à leur inactivation rapide en 

phase homogène. [59,60]. 

III. ESTERS DE SUCRE 

III.1. Définition 

Le terme sucroester regroupe l'ensemble des produits obtenus par réaction entre un 

sucre et un ou plusieurs acides gras [61]. 

Les sucres constituent sans aucun doute une matière première polaire de choix pour 

l’élaboration de biotensioactifs. Leur point commun est de posséder un nombre important 

de fonctions hydroxyles participant à la formation de réseaux de liaisons hydrogène en 

présence d’eau. Selon leur famille (hexose ou pentose) et/ou leurs poids moléculaires 

(mono-, di-, tri-,oligo- ou polysaccharides) [62].  

III.2. Voies de synthèse des sucroesters 

Les esters des sucres et d’acide gras sont des surfactants biodégradables et non toxiques 

dont des applications touchent a des domaines variés : industrie agroalimentaire, 

cosmétiques, détergents, pharmaceutiques, pesticides,…la synthèse de ces molécules peut 

être réalisé par voie chimique ou enzymatique [63]. 

III.2.1.  Synthèse par voie chimique 

La synthèse chimique des esters de sucre fut pour la première fois réalisée par Herzfeld 

dans les années 50 [64] .D’un point de vue général, la réaction envisagée est une 

estérification (Figure III.1) ou une transestérification réalisée à haute température (90 °C) 

en présence d’un catalyseur alcalin, dans différents solvants polaires tels que le DMSO ou 
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le DMF [65]. Les substrats nécessaires sont tout d’abord la source de sucre et ensuite un 

chlorure ou un anhydride d’acide gras. 

 
Figure III.1 : Synthèse des esters de saccharose [66]. 

 

Un autre exemple donné sur la (figure III.2), est celui de la transestérification chimique du 

saccharose. 

 

Figure III. 2 : Transésterification chimique du saccharose [67]. 

L’estérification du (2,3,4-tri-O-acétyl)-D-xylopyranose (Figure III.3) a été réalisée en 

présence du chlorure d’un décènoyle et de triéthylamine dans le dichlorométhane pendant 

20h pour donner un mélange α/β (30/70) d’un déc-10’-ènoyl (2,3,4-tri-O-acétyl)- 

Dxylopyranoside avec un rendement de 88% [68]. 
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Figure III.3: Estérification chimique du (2,3,4-tri-O-acétyl)-D-xylopyranose[58] 

Cependant, la voie chimique rencontre plusieurs problèmes : 

• Obtention de sous-produits indésirables (provoquant parfois une coloration).  

• La toxicité des solvants utilisés. 

• La caramélisation du mélange qui est due à l’élévation de la température. 

• La faible sélectivité : Ce type de synthèse ne permet de contrôler ni le site de 

réaction, ni le nombre de groupements hydroxyles qui seront estérifiés [69,70,71]. 

III.2.2.  Synthèse par voie enzymatique : 

Ces dernières années, une alternative a été évoquée par de nombreux groupes de 

recherche l’utilisation d’enzymes afin d’orienter les réactions de synthèse [72].L’utilisation 

d’enzymes pour catalyser les réactions de synthèse permet de cibler le site de réaction et 

aussi d’opérer dans des conditions plus douces, limitant ainsi les réactions secondaires 

comme la caramélisation. Les seuls contaminants présents suite à la synthèse enzymatique 

sont le sucre et l’acide gras résiduels [73]. 

Le principe de la synthèse enzymatique est d’utiliser une enzyme hydrolytique (le plus 

souvent une lipase) dans un milieu non aqueux. Dans ces conditions, l’activité de la lipase 

est inversée, passant de l’hydrolyse à l’estérification [67] .La biocatalyse permet 

d’envisager la production sélective de structures complexes et originales [10]. 

De nombreux essais de synthèse d’esters de sucres par voie enzymatique ont été réalisés 

à l’échelle du laboratoire, citons quelques exemples : La (figure III.4) illustre l’acylation 

enzymatique du D-glucose avec le vinyle caprylate catalysée par la lipase du Candida 

antartica B (CAL B) dans l’acétone, avec un rendement de 67% [74]. 
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Figure III.4 :Transésterification enzymatique du lactose [70]. 

 

Razafindralambo et coll. ont réalisé l’estérification enzymatique de l’acide D-

glucoronique en présence de la CAL B [75] comme nous le montre la (Figure III.5) 

suivante : 

 

Figure III.5 : Estérification enzymatique de l’acide D-glucoronique [71]. 

  La voie enzymatique se distingue par plusieurs avantages qui sont la sélectivité, les 

conditions de réaction douces, la purification aisée, la composition du produit définie. 

L’avenir de la synthèse par voie enzymatique semble assuré, mais cela n’empêche pas 

qu’elle  présente des inconvénients  qui sont : 

• Synthèse couteuse au niveau industriel. 

•  Problèmes de solubilité des substrats. 

• Rendements forts variables. 

• Temps de réaction longs (>24h) [10]. 
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III.3. Caractéristiques générales des sucroesters 

Les esters de sucre synthétisés à partir des sources renouvelables peu coûteuses et 

facilement disponibles telles que les acides gras et les sucres. Ils constituent un groupe 

intéressant de tensioactifs non ioniques [76,77]. 

En contrôlant le degré d'estérification et la nature de l'acide gras et du sucre, il est 

possible de synthétiser une large gamme d’esters de sucres ayant des caractéristiques 

fonctionnelles, notamment les valeurs HLB, bien déterminées en vue d’une ou de plusieurs 

applications spécifiques [78]. 

Ceci peut être réalisé en faisant varier [79] : 

• la longueur de chaîne alkyle des groupes acyle. 

• le nombre de groupes ester par molécule. 

• le degré d'instauration des chaînes acyle. 

Les esters de saccharose ont une valeur de HLB très élevée, d'excellentes propriétés 

physiques et une bonne activité de surface. Les sucroesters ont été étudiés pour posséder 

une activité de stabiliser des émulsions, comme le laurate de saccharose et le palmitate de 

saccharose ont la capacité de stabiliser les émulsions H/E [72].Les sucroesters sont 

produits par transestérification d’un sucre avec des esters éthyliques d’acides gras ou par 

estérification entre un sucre et un acide gras [1]. Outre leurs propriétés émulsifiantes, ils 

ont des propriétés stabilisantes, détergentes et moussantes. Ils sont complètement 

biodégradables, inoffensifs pour l'environnement, non toxiques, compatibles avec la peau, 

sans odeur et sans goût [80]. 

III.4. Domaines d’applications des sucroesters 

III.4.1.  Domaine agro-alimentaire 

La large gamme de structures des esters de saccharose leur confère un avantage 

fonctionnel important. Ils sont utilisés sous les codes E473 et E474 comme additifs dans 

une gamme de produits allant du café liquide conditionné aux chewing-gum en passant par 

les produits de boulangers et des boissons.[81,82]. 

Les intérêts applicatifs sont par exemple [83]: 

• l’émulsification et la dispersion des arômes dans la formulation de chewing-gum 
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• la préparation plus facile des cakes et permettent d’accroître le volume du produit 

• l’amélioration d’émulsion dans les laits concentrés et les boissons lactées 

• ou encore l’inhibition de la précipitation des protéines lors de la stérilisation des 

laits de soja. 

III.4.2.  Domaine pharmaceutiques et médicales : 

L'emploi des esters de sucres en tant qu'agents émulsifiants dans l'industrie 

pharmaceutique est favorisé par l'innocuité envers la peau et les muqueuses. Ces molécules 

à l’inverse des émulsifiants polyéthoxylés, ne réduisent pas l’activité des composés 

phénoliques et antibiotiques. La synthèse d'esters de sucres est également valorisable dans 

le domaine médical. Battaglia et collaborateurs [84]. Exploitent l'existence de transporteur 

de glucose dans le sang : en greffant sur le glucose l'acide Kynurénique, la migration de ce 

dernier du sang vers le cerveau est améliorée. Cet acide possède un potentiel anti 

convulsant. Il a également été démontré que des esters de sucres et l'acide valproïque 

permettent de réduire l'intensité des crises d'épilepsie [85]. 

Exemple: Il a notamment été montré que les microémulsions stabilisées par des 

sucroesters constituent d'intéressants auxiliaires dans le transport transdermiques [86]. 

III.4.3.  Domaine des cosmétiques : 

Les sucroesters intéressent les chercheurs tout d’abord en raison de leur innocuité. En 

effet, ils sont facilement métabolisables, biodégradables, n’induisent pas d’allergies et ne 

provoquent aucune irritation de la peau ou des yeux. De plus, contrairement à d’autre 

composés, ils ne détruisent pas les lipides superficiels de la peau et ne perturbent que 

transitoirement ses constantes, notamment le pH.  

Leur neutralité vis-à-vis des tissus constitue un avantage par rapport aux surfactants 

ioniques auxquels on peut facilement les combiner, ce qui permet de diminuer le caractère 

agressif de certaines formulations (comme par exemple les shampoings « ne piquant pas 

les yeux »).  

Ainsi ils sont particulièrement indiqués dans la formulation des démaquillants, des 

produits de soins pour la peau, les lèvres et le contour des yeux, ainsi que dans les produits 

de soins pour  bébés [87]. 
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IV.INTRODUCTION 

Dans notre étude nous avons utilisé comme biocatalyseur une enzyme végétale, la lipase 

de Ricinus communis L. L’utilisation de cet enzyme pour réaliser la conversion d’un 

mélange d’un acide gras et un sucre en esters de sucres par une réaction d’estérification ou 

de transestérification est encore au stade de la recherche. L’objectif principal de cette étude 

est de réaliser le procédé d’acylation du sucre et de choisir les conditions les plus 

favorables afin d’obtenir le rendement maximal.  

Pour cela, il nous a apparu judicieux après avoir extrait et purifié la lipase de Ricinus 

communis, de la conditionner en l’immobilisant dans un support afin de préserver son 

activité, faciliter la séparation du produit (ester de sucre) et voir enfin la possibilité de sa 

réutilisation dans le but de rentabiliser le procédé. La détermination des conditions 

optimales de la réaction de synthèse sera suivie par la séparation et la purification du 

produit synthétisé afin de pouvoir déterminer les caractéristiques structurales et 

fonctionnelles de l’ester de sucre. 
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IV. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

IV.1. Matériels et réactifs : 

A. Appareillages : 

En plus de la verrerie de laboratoire de chimie, les différents matériels utilisés lors de 

cette étude sont présentés dans le (tableau IV.1). 

Tableau IV.1 : Appareillages utilisés. 

Appareil Photo Type et emploi 

Balance 

électronique 

 

Type:KERN 

Emploi: Pour faire la pesée des réactifs. 

Agitateurs 

 

Type: UC152-stuart  

Emploi: Agitation des milieux réactionnels. 

Centrifugeuse 

 

Type: Hettich EBA 20 

Emploi: Centrifugation des préparations  

Spectromètre 

IR 
 

Type : FTIR 8400 SHIMADZU FOURIER 

transform infrared spectrophotometre 

Spectromètre 

RMN 

 

Type :Bruker Avance 300 MHz 
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IV.2.Produits utilisés  

Les réactifs utilisés dans ce travail sont:   

• Enzyme 

La lipase (EC .3.1.1.3) utilisée est de source végétale extraire à partir les graines de ricin 

(Ricinus communis L). La méthode d'extraction et de purification est décrite dans le 

paragraphe IV.2. 

Nous avons choisi les graines de ricin pour la production de lipase à la base des critères 

suivants: 

 La disponibilité de la plante de Ricinus communis L (elle peut être cultivée à n'importe 

quel endroit du monde). 

   Sa croissance végétale est très rapide et résiste aux conditions rudes de température et 

au stress hydrique. 

 Possèdent un taux élève 40 à 60% en matière graisse (les lipases sont associées aux 

membranes lipidiques qui ce sont des petites organites intracellulaires stockent l'huile). 

 Le ricin est une plante non alimentaire (pas de concurrence avec la culture alimentaire 

[53]. 

• Réactifs : un seul type de réaction enzymatique a été étudié dans ce travail, c'est la 

réaction de synthèse d'un sucroester. Selon ce type de réaction, on cite les réactifs utilisés : 

 
Tableau IV.2 : Substances chimiques utilisées au cours de la synthèse de sucroester. 

Produit  Fournisseur Masse molaire (g/mol) 

fructose Riedel-de Haën 180.16 

Acide oléique  Riedel-de Haën 282.46 

Alginate de sodium Louis François 198,1059  

Chlorure  de calcium CHEM-LAB NV 147.02 

Hydroxyde de sodium  CHEM-LAB 39,997 

 

• Solvants  

Le tableau IV.3  présente les différents solvants utilisés : 
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Tableau IV.3: Différents solvants utilisés lors de cette étude. 

Réactif chimique  Fournisseur 

Acétone Sigma-Aldrich 

Tert-butanol Fluka 

Acétate d’éthyle 

 

PA (Panreac) 

Acétonitrile 

 

Sigma-Aldrich 

 

V. METHODES EXPÉRIMENTALES 

V.1. Extraction et purification de la lipase 

 Dans notre travail, on utilise la lipase de Ricinus communis L, la préparation de cette 

enzyme passe par les étapes suivantes : 

• Décorticage : Les graines sont couvertes d'une couche dure mais fine et facile à 

décortiquer à la main. Le concassage est réalisé manuellement.  

• Broyage : Cette opération est réalisée juste avant l'extraction, les graines de ricin ont été 

broyées à l'aide d'un pilon et d'un mortier avec l'addition de l'eau distillée. On obtient ainsi 

un mélange pâteux. 

• Filtration : Le mélange obtenu après le broyage à été filtré sur une gaze. Le filtrat obtenu 

est l’extrait brut de la lipase. 

• Purification : La purification partielle de l'extrait brut de la lipase à été réalisée par 

précipitation à l'acétone à 4°C. Trois volumes d'acétone glacial sont versés goute à goute 

dans un volume de la solution aqueuse de lipase brut disposée sous agitation dans un bain 

glacé. Une fois l'acétone est totalement versée, le mélange (lipase brut-acétone) est laissé 

reposer dans le réfrigérateur pendant une heure [88].  

 • Séparation : Après une heure le mélange forme un précipité blanc, sa récupération se 

fait dans des tubes à essais sont placés dans une centrifugeuse à 2000 tr/min pendant 3 min. 

Le culot récupéré à été séché à température ambiante, la poudre obtenue est la lipase 
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partiellement purifiée (LPP), qui doit être conservée sous des conditions la protégeant de 

la dégradation chimique et biologique, dans un récipient en verre fermé et enveloppé par 

l'aluminium [2]. 

  

                                     

  

                                                     

 

 

                                                                                     

Figure V.1 : Protocol d’extraction et de purification de la lipase. 

Décorticage Broyage 

Filtration 

Purification 

Centrifugation 

Lipase Partiellement Purifiée 
LPP 

Séparation du culot 
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V.2.  Préparation de la lipase immobilisée 

Pour qu'une réaction enzymatique ait lieu dans les meilleures conditions possibles. Il 

faut que cette dernière soit stable. Ainsi, au niveau fonctionnel, la stabilité d'une enzyme 

limite souvent son application pratique dans des processus médicinaux et 

biotechnologiques. Une des approches permettant d'augmenter la stabilité de ces enzymes 

est leur immobilisation sur une matrice appropriée en raison de la préservation de la 

structure tridimensionnelle active. 

L'emprisonnement des enzymes dans un polymère d'alginate est l'un des procédés 

classiques pour l'immobilisation des enzymes [89]. 

Cette technique permet de prouver expérimentalement que les enzymes se retrouvent 

intactes en fin de réaction et sont donc réutilisables. L'alginate est un matériau non toxique, 

peu coûteux et polyvalent qui présente des propriétés thermostable et une stabilité 

enzymatique et des propriétés fonctionnelles améliorées.  

Dans ce travail nous avons utilisé l'alginate de sodium pour immobiliser la lipase de 

Ricinus communis L en présence de cation de calcium (Figure V.2)  

 

 
 

Figure V.2 : Structure d'alginate de sodium 

La réticulation des molécules d'alginate de sodium en présence de l'ion calcium Ca2+ 

(nous avons utilisé le chlorure de calcium) crée la gélification du mélange (Figure V.3). 
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Figure V.3 : Structure du polymère alginate de calcium 

L'immobilisation de la lipase sur un support permet de : 

 Conserver l'activité de l'enzyme qui a tendance: 

•  à diminuer après immobilisation du fait de possible gênes 

stériques et de limitations dans l'accessibilité au site actif. 

• à augmenter sa stabilité dans le temps. 

•  Résistance aux conditions du milieu. 

 la fixation solide au support, permettant des lavages répétitifs sans 

perte de l'enzyme.                                                                                                                                                                                  

 

Figure V.4 : Schéma illustrant la sphérification des billes d'alginate dans la solution 

chlorure de calcium [90]. 

• Mode opératoire 

     Dans un bécher, on a dissous 0.1 g de la lipase partiellement purifiée LPP dans 10 ml 

de l'eau distillé, l'opération ce fait sous agitation et à température ambiante. Après la 
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dissolution complète de l'enzyme, 0.2g de l'alginate de sodium est ajoutée dans le mélange 

initial. Le mélange obtenu est maintenu sous agitation magnétique pendant une heure 

jusqu' à l'homogénéisation est laissé au repos pendant 30 min. À l'aide d'une seringue, on 

verse le mélange lipase/alginate goute à goute dans 50 ml d'une solution CaCl2 (0.2M) 

maintenue sous agitation magnétique pour l'obtention des billes d'alginate de calcium. 

Après la récupération et le rinçage des billes, on les conserve dans une solution tampon 

pH=7 à 4°C dans un récipient en verre fermé par un bouchon en verre pour éviter la 

vaporisation du mélange [2]. 

                                          

 

 

                                          

Figure V.5. Protocol d'immobilisation de la lipase dans l’alginate de sodium. 

Dissolution de LPP dans 10ml 

ED + alginate de Na+ 

Préparation des billes 

d'alginate de calcium 

Conservation de la lipase 

immobilisée (LI) dans une 

solution tampon pH=7 
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V.3.  Synthèse d’un sucroester :  

 Les esters de sucre (sucroesters) sont des molécules amphiphiles résultant de 

l’acylation des sucres. Leur synthèse par la voie enzymatique est actuellement très 

répandue. L'utilité technologique des enzymes peut être grandement améliorée en les 

utilisant dans des solvants organiques. Les réactions catalysées par les enzymes dans les 

solvants organiques ont trouvé de nombreuses applications potentielles. Il est généralement 

admis qu’une enzyme placée dans un milieu organique exprime des nouvelles propriétés 

telles que l’augmentation de la thermo stabilité, la modification de la spécificité et surtout 

la capacité à catalyser des réactions impossibles cinétiquement et thermodynamiquement 

en milieux aqueux  [91,92,93,94]. L’acylation dans les solvants organiques catalysées par 

des hydrolases présente un exemple de cette caractéristique [95]. 

Dans le présent travail, on s'intéresse à la synthèse de l'oléate de fructose comme 

produit d'une réaction d'acylation de fructose par un donneur d'acyle qui est l’acide oléique 

(Figure V.6) en présence de la lipase du ″Ricinus communis L″ immobilisée dans 

l’alginate de sodium en milieu organique. 

 

Figure V.6 : Acylation de fructose. 
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     Dans le but de maximiser le rendement d'acylation, on a étudié les effets de divers 

paramètres tels que la nature du solvant organique, la température, le temps, la teneur de 

l’eau et l'activité enzymatique de la lipase afin de déterminer les conditions optimales. 

V.3.1. Optimisation de la synthèse de l’oléate de fructose : 

De nombreuses expériences ont été réalisées pour synthétiser un ester de fructose. Pour 

avoir un rendement élevé en oléate de fructose, les paramètres du procédé ont été 

optimisés. La méthodologie expérimentale classique vise à modifier un facteur 

indépendant, tout en maintenant les autres facteurs constants, mais cette méthode est très 

limitée, car elle demande beaucoup de travail et de temps, et ignore les interactions entre 

les différents facteurs. Pour éviter cette limitation, la conception d'expériences semble être 

une technique très prometteuse [96]. L’optimisation de tous les paramètres peut être faite 

par une conception expérimentale statistique en utilisant le logiciel ″MODDE 6″ qui 

possède les avantages de réduire le nombre d'expériences et de prendre en compte les 

interactions entre les facteurs. En utilisant cette conception, il est possible de déterminer 

les conditions optimales de fonctionnement. 

 Mode opératoire général :  

Dans un erlenmeyer fermé par un bouchon en verre, on a dissous un mélange 

équimolaire d'acide oléique  et de fructose (0.5 mmole) dans 5 ml de solvant organique 

(acétone, tert-butanol, acétate d’éthyle et acétonitrile). L'activité de l'eau initiale du 

mélange réactionnel a été ajustée à 0. Le mélange réactionnel est agité grâce à un agitateur 

magnétique (400 rpm) pendant 30 minutes à 25 °C après l’addition de la lipase 

immobilisée. 
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Figure V.7 : Montage de synthèse d’oléate de fructose. 

Après le choix de la nature de solvant et afin d’améliorer le rendement d’acylation, 

plusieurs facteurs ont été optimisés pour trouver les conditions réactionnelles optimales : 

Quatre facteurs ont été étudiés simultanément qui sont respectivement : la température  

(T), le temps de réaction (t), l’activité de l’eau : (aw) et la masse de la lipase 

immobilisée : (mLI). Le Tableau V.1 résume les différents facteurs et leurs niveaux 

respectifs. L réponse mesurée est : le rendement d’acylation. 

Tableau V.1: Variables indépendantes et leurs niveaux. 

Facteurs 
Niveaux 

-1 +1 

X1 : T  (°C) 

X2 : t (min) 

X3 : aw 

X4 : mLI (g) 

25 

30 

0 

3 

40 

120 

0.3 

12 

V.3.2. Mise en œuvre du plan d’expérience: 

Un plan factoriel complet à deux niveaux a été choisi : plan 2k (k: nombre de facteurs). 

Cela correspond à 16 expériences. 
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Tableau V.2: Plan d'expérience utilisé pour obtenir le point optimale. 

Essai T (◦ C) = X1 aw = X2 tem= X3 me = X4 

1 -1 -1 -1 -1 

2 +1 -1 -1 -1 

3 -1 +1 -1 -1 

4 +1 +1 -1 -1 

5 -1 -1 +1 -1 

6 +1 -1 +1 -1 

7 -1 +1 +1 -1 

8 +1 +1 +1 -1 

9 -1 -1 -1 +1 

10 +1 -1 -1 +1 

11 -1 +1 -1 +1 

12 +1 +1 -1 +1 

13 -1 -1 +1 +1 

14 +1 -1 +1 +1 

15 -1 +1 +1 +1 

16 +1 +1 +1 +1 

 

 Rendement d’acylation  

La progression de la réaction d'acylation a été suivie par détermination de la conversion 

d’acides gras qui a été estimée par une méthode titrimétrique en utilisant l’hydroxyde de 

sodium (0,1 M) en présence de phénolphtaléine [69]. Des tests blancs ont également été 

réalisés sous les mêmes conditions en l'absence d'enzyme. Le rendement d’acylation a été 

calculé comme le pourcentage de conversion d’acides gras comme suit (Eq V.1):  

 

Où  

nt : nombre de moles d’acide gras du témoin (mmole).  
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ne : nombre de moles d’acides gras de l’essai (mmole).  

ni : nombre de moles initiale d’acide gras (mmole). 

V.4. Caractérisation structurale de l'oléate de fructose  

Pour identifier et confirmer le composé synthétisé, des analyses FTIR et RMN ont été 

réalisées : 

V.4.1. FTIR : 

Après la séparation  de produit synthétisée (oléate de fructose) par centrifugation à 2000 

tr/min pendant 5 min, l'analyse des groupements chimiques de l’oléate de fructose a été 

effectuée en utilisant des spectres FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy). C’est 

une technique spectroscopique basée sur l'absorption de photons infrarouges qui excitent 

les vibrations des liaisons moléculaires. Le spectre a été enregistré à l'aide d'un 

spectromètre Shimadzu FTIR-8300 de 4000-400 cm-1. 

V.4.2. RMN : 

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique 

analytique puissante qui peut révéler des informations structurelles sur de nombreuses 

molécules organiques et inorganiques.  

Les spectres RMN du proton « 1 H » de tensioactifs synthétisé (oléate de fructose) a été 

enregistrés sur un spectromètre Bruker Avance 300 MHz, l’échantillon a été dissous dans 

le DMSO. 

 

 

 

 

https://eag.com/fr/fourier-transform-infrared-spectroscopy-ftir/
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VI. RÉSULTATS ET DISCUSSIONS : 

VI.1. Choix du solvant adéquat :  

Avant de se lancer dans la synthèse, il nous a semblé important de déterminer le 

meilleur solvant notamment au niveau de la solubilisation des substrats. Le problème 

associé à cette étude est que le solvant doit à la fois solubiliser le sucre (fructose) et l'acide 

gras (acide oléique). L'effet du type de solvant sur le rendement d'acylation est présenté 

dans la figure VI.1. 

Tert-butanol Acétone Acétonitrile Acétate d'éthyle
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Figure VI.1: Effet de la nature de solvant sur le rendement d’estérification de l’acide 

oléique en présence de la lipase de ricin. 

Conditions de la réaction: 0.5 mmol de fructose, 0.5 mmol d'acide oléique, aw=0, 400 

rpm, t = 2 h et 0.1UI de lipase immobilisée dans 5 ml de solvant organique. 

La conversion la plus élevée de l’acide oléique a été obtenue dans l’acétone, 10%  après 

30 minutes. Ces résultats peuvent être liés à plusieurs facteurs tels que la faible solubilité 

des sucres dans les solvants organiques apolaires. Ce résultat indique qu'un solvant 

organique approprié doit dissoudre suffisamment de substrat pour permettre à la lipase de 

catalyser l'estérification. Le transfert de matière solide-liquide. Est donc une étape 

limitante de la réaction. Plus de fructose  solubilisé, plus l’oléate de fructose formé [19]. 
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En outre, la plupart des enzymes sont rapidement inactivées ou précipités dans des 

solvants organiques hautement polaires, tels que l’acétone et l’éthanol qui sont capables de 

dissoudre des concentrations élevées de sucres et d'acides gras [97]. 

Donc l’acétone  semble être le choix optimal car il présente une polarité modérée par 

rapport aux autres solvants et alors la lipase est moins désactivée.  

VI.2. Optimisation de la synthèse de l’oléate de fructose 

VI.2.1.  Analyse statistique 

La matrice d’expériences de la synthèse de l’oléate de fructose est donnée dans le 

Tableau VI.1. Le calcul des paramètres de modèle polynomiale de surface de réponse est 

effectué par la méthode de régression linéaire (MLR), la validation statistique de l’équation 

polynomiale générée par le plan d’expérience est établie sur la base de l’ANOVA. 

En utilisant l’analyse de régression multiple, la réponse Y a été corrélée avec les quatre 

facteurs de conception en utilisant un modèle polynomial du second ordre selon l’équation 

(VI.1) : 

Y=a0 + Xi + XiXj                     (VI.1) 

Où Y est la réponse, a0, a1 … sont les coefficients du polynôme et le produit XiXj 

représente les interactions entre les facteurs. 

Le modèle de plan factoriel complet avec 4 facteurs est le suivant :  

Y=a0 + a1X1 + a2X2 + a3 X3 + a4X 4 + a12X1X2 + a13X1X3 + a14X1X4 + 

a23X2X3 + a24X2X4 + a34X3X4                                                                     (VI.2) 

Les coefficients de l’équation (VI.1) sont déterminés à partir le tableau VI.1. 
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Tableau VI.1: Tableau récapitulatif des expériences et résultats du plan d'expérience 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le modèle de régression quadratique est donné par l’équation suivante :  

 

D’après les résultats du modèle obtenu, il est clair que les quatre facteurs X1, X2, X3 et 

X4 présentent des effets positifs sur la réponse mais, ils ne sont pas les mêmes. On constate 

bien que l’effet de X4 sur la réponse Y possède un effet majeur sur le rendement de 

synthèse. Tandis que l’effet de facteur  X2 sur le rendement de la synthèse est presque nul 

(figure VI.2). 

Essai T (◦ C) = X1 aw = X2 tem= X3 me = X4 Rendement 
(%) 

1 -1 -1 -1 -1 10 
2 +1 -1 -1 -1 38 
3 -1 +1 -1 -1 25 
4 +1 +1 -1 -1 33.2 
5 -1 -1 +1 -1 25 
6 +1 -1 +1 -1 34.4 
7 -1 +1 +1 -1 36 
8 +1 +1 +1 -1 52 
9 -1 -1 -1 +1 72.4 
10 +1 -1 -1 +1 79.6 
11 -1 +1 -1 +1 46 
12 +1 +1 -1 +1 73 
13 -1 -1 +1 +1 93.2 
14 +1 -1 +1 +1 90 
15 -1 +1 +1 +1 96 
16 +1 +1 +1 +1 90.4 



Résultats et discussions 
 

 
43 

 

Figure VI.2 : Effets des différents facteurs sur la réponse 

Une valeur positive des coefficients des équations représente un effet qui favorise 

l’optimisation par contre une valeur négative indique une relation inverse entre le facteur et 

la réponse. Effets des différents facteurs et interactions sur la réponse sont présentés dans 

la figure VI.3. 

 

Figure VI.3 : Effets des différents facteurs et interactions sur la réponse 

Les effets d’interaction de X2X3 et X3X4 sont favorables à la réponse Y, alors que les 

effets d’interaction X1X3, X1X4 et X2X4 présentent des effets négatif presque semblable la 

réponse. 

La qualité de ce modèle et leur pouvoir de prédiction sont liés aux coefficients de 

variance. L’analyse de la variance permet de calculer le R2 (le rapport de la somme des 

carrés des réponses calculées à la somme des carrées des réponses mesurée) [98], elle 

donne une valeur élevée de R2 (0,976) ce qui indique la bonne corrélation entre les 

résultats expérimentaux et ceux prédits par le modèle choisi (figure VI.4).  
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Figure VI.4 : Effets des différents facteurs et interactions sur la réponse 

VI.2.2.  Analyse des courbes en surface de réponses 

L’effet des facteurs et leurs interactions sur la réponse peuvent être déduits par 

simulation. L’étude de l’interaction des facteurs X1, X2, X3 et X4 sur le rendement de 

conversion d’acide oléique, présenté par les surfaces de réponses figure VI.5, donne une 

relation proportionnelle entre ces facteurs et le rendement. Leurs L’augmentation engendre 

l’augmentation de la conversion d’acide oléique. Après le traitement des résultats par le 

logiciel Modde 6, les conditions optimales de la synthèse d’oléate de fructose sont les 

suivants : Température : 25 °C, temps : 120 min, Activité d’eau : 0 et la masse d’enzyme 

immobilisée : 12g avec un rendement maximal de 91,562% 
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Figure VI.5 : surfaces de réponses des différents facteurs. 

 

VI.3. Séparation du tensioactif synthétisé : 

A la fin de la réaction, les billes d’alginate de calcium contenant l’enzyme ont été 

séparées du mélange réactionnel. La suspension a été titrée par l'hydroxyde de sodium (0,1 

M) en présence de phénolphtaléine, afin d’éliminer l’acide oléique non réagi. Le mélange 

est laissé au repos afin de séparer le sucoester formé (oléate de fructose). Après un certain 

temps, le mélange est séparé en deux phases liquides immiscibles. Le tensioactif ou le 

sucroester synthétisé est un liquide de couleur jaune pâle insoluble a été séparé par 

centrifugation à 2000 tr/min pendant 5 min. 
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Figure VI.6 : Séparation d’oléate de fructose par centrifugation. 

VI.4. Caractérisation structurale d’oléate de fructose par spectroscopie IR et 1H-

RMN 

i) Spectroscopie IR 

Le spectre FT-IR d’oléate de fructose synthétisé est présenté sur le (figures VI.2) 

 

Figure VI.7 : Spectre IR d’oléate de fructose. 

D’après le spectre d’infrarouge de palmitate de glucose, on constate : les bandes dans la 

région de 2922.31 cm-1
 et 2853.66 cm-1

 sont dues à des vibrations d'étirement C-H de 

groupes CH3. Alors que dans la région 1707.90 cm-1
 suggère la présence de groupes 

Centrifugation 
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carboxyle C = O d’oléate de fructose. L'absorption des groupes =C-H est détectée à 

1413.79 cm-11458.99. La liaison C-H de CH2 est détectée à  721.52 (pour une chaine de 

CH2 supérieure à 4). L'absorption caractéristique à 1283.99 cm-1 dans le spectre FT-IR était 

indicative d'une liaison C-O-C dans l’oléate de fructose [99,100 ,101] . 

ii) Analyse RMN 

Après la séparation de produit, l’échantillon a été analysé par Résonance Magnétique 

Nucléaire (RMN). Le spectre RMN du proton « 1H » est représenté sur les figures VI.8 : 

-1.0-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.5
f1 (ppm)

0

5E+07

1E+08

2E+08
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3E+08

4E+08
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4E+08
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B (d)
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1.61
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G (s)
7.57

 

Figure VI.8 : Spectre RMN 1H de la première fraction dans l’acétone deutérée. 

 

Figure VI.9 : Structure d’oléate de fructose. 
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L’analyse de produit synthétisé par Résonance Magnétique Nucléaire du proton nous 

amène à tirer les résultats suivants :  

Le déplacement chimique de 0.9 ppm correspond au signal H du H3C lié au C18), 1.33 

ppm (H de C-CH2-C des carbones C3 à C16), 1.61 ppm (H de CH2-C du carbone C17) et 

2.07 ppm (H de CH2-CO-OR du carbone C2). La présence de signaux à 5.38 ppm qui 

seraient dus à la résonnance des protons des groupements hydroxyles (OH). Et le 

déplacement chimique 2.28 ppm correspondrait à la résonnance du solvant acétone. 
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Conclusion générale  

     Dans cette étude, nous avons décrit la synthèse d'une classe originale de tensioactifs non 

ioniques obtenus à partir d'agro-ressources qui sont les glucides. L'utilisation de ressources 

renouvelables en substitution des matières premières fossiles permet en effet d'élaborer des 

molécules biodégradables, à haute valeur ajoutée. 

     Nous avons tout d'abord présenté la synthèse d’un tensioactif non ionique en partant 

d’un sucre simple, le fructose qui sera transformé en ester de fructose par une estérification 

enzymatique en présence de la lipase du Ricinus Comminus L. 

     Nous avons travaillé sur un plan et avec des conditions particulières pour obtenir des 

résultats satisfaisants et cohérents avec le sujet abordé, tous les conditions mise en jeu ont 

été optimisées pour l'élaboration d'un procédé durable. Tous d'abord nous avons préparé 

l'enzyme de la lipase à partir des graines de ricin, puis nous avons le séparé et purifié afin 

d'être immobilisé par l'alginate de sodium pour préserver leur propriété et leur stabilité, 

conserver leur activité optimal et à la fin faciliter leur séparation. 

     Les conditions de la réaction mise en jeu ont été optimisées pour aboutir aux meilleures 

conversions. En effet, la lipase du Ricinus Comminus L immobilisée est plus efficace que 

la lipase libre 

     La préparation d’oléate de fructose a réussi en présence de solvant organique (acétone) 

grâce à la solubilité élevée de fructose dans ce solvant ainsi qu’une teneur  d’eau est 

importante pour l'activité de l'enzyme et aussi pour solubiliser le fructose. L'ajout de la 

lipase immobilisé favorise cette réaction sous une température de 25°C et une vitesse 

d’agitation d’environ 400 rpm.  

La structure des groupes actifs d’oléate de fructose synthétisé a également été prouvée 

par analyse structurale avec FTIR, 1H RMN. 

    La poursuite de l'étude approfondie des tests physico-chimiques de ce tensioactif (oléate 

de fructose) ainsi que des essais de biodégradabilité seraient nécessaire afin de certifier les 

potentialités de son intégration dans les formulations industrielles pharmaceutiques et 

alimentaires. 
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