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Résumé :

L’objectif de cette partie est de mettre la lumiére sur le pouvoir catalytique d’une lipase
végétale extraite a partir de graines de « Ricinus communis » dans la synthése d’un composé a

haute valeur ajoutée.

La méthodologie consiste a extraire I’enzyme de la purifier et de la conditionner sous

forme immobilisée. Par la suite, une méthode d’optimisation sera adoptée dans le but de



sélectionner les conditions les plus favorables pour obtenir un rendement maximal du

processus d'acylation du sucre par I’acide gras.

Les expériences ont porté sur la synthése d'un ester de saccharose dans 1’acétone. Les
effets de différents paramétres (température, activité de I'eau, Rapport molaire
saccharose/acide oléique, le temps) sur la synthése de 1’oléate de saccharose, ont éte étudiés
en faisant varier un facteur a la fois. Le rendement maximal de conversion d’acide oléique
(68%) a été obtenu dans les conditions optimisées : température (50 °C), rapport molaire
saccharose/acide oléique (1: 1), activité de l'eau (0,24), vitesse d’agitation (400 rpm) et le
temps de réaction (2 h). Les caractéristiques structurales de I’oléate de saccharose ont été
confirmées par une analyse par FT-IR. Une fois les conditions optimales pour la réaction de
synthese déterminées, les produits de synthese (oléate de saccharose), sont isolés et purifiés

afin que les caractéristiques structurelles et fonctionnelles puissent étre déterminées.

L’oléate de saccharose pourrait réduire la tension superficielle de I'eau de 72 a 41,9
mN/m avec une CMC de 0,008¢/L. Le HLB de 1’0léate de saccharose est 13,24, donc il est un
émulsifiant dans H/E. Cela détermine que I’oléate de saccharose est un faible moussant, et

bon émulsifiant.

L’indice d'émulsification d’une émulsion Huile d’olive dans la solution oléate de

saccharose (1:9, v/v) pour une durée de 24 heures était de 70%.

Les indices d’émulsification d’une émulsion huile d’olive dans la solution oléate de
saccharose sont restés stables sous I’effet de différentes températures qui comprissent entre
(20°C a 100 °C), donc en peut dire que notre produit est thermostable. La stabilité chimique a
été aussi Vérifiée a des pH alcalins de 9 a 12. Tandis que la présence de chlorure de sodium
(NacCl) est capable d’augmenter les indices d’émulsification de la solution de I’oléate de

saccharose.

Le produit, oléate de saccharose, a été utilisé avec succes dans la formulation de

mayonnaise sans ceufs.

Mots clés : Oléate de saccharose, Lipase immobilisée, Ricinus communis, Optimisation,

Esterifiction, Indice d’emulsification.



Abstract:

The aim of this section is to shed light on the catalytic power of a plant lipase extracted

from « Ricinus communis » seeds in the synthesis of a high added value compound.

The methodology consists of extracting the enzyme, purifying it and conditioning it in
immobilised form. Subsequently, an optimisation method will be adopted with the aim of
selecting the most favourable conditions for obtaining maximum yield from the process of

acylation of the sugar by the fatty acid.

The experiments focused on the synthesis of a sucrose ester in acetone. The effects of
different parameters (temperature, water activity, sucrose/oleic acid molar ratio, time) on
sucrose oleate synthesis were studied by varying one factor at a time. The maximum oleic
acid conversion yield (68%) was obtained under optimised conditions: temperature (50°C),
sucrose/oleic acid molar ratio (1:1), water activity (0.24), stirring speed (400 rpm) and
reaction time (2 h). The structural characteristics of sucrose oleate were confirmed by FT-IR

analysis.

Once the optimum conditions for the synthesis reaction had been determined, the
product (sucrose oleate) was isolated and purified so that its structural and functional

characteristics could be determined.

Sucrose oleate could reduce the surface tension of water from 72 to 41.9 mN/m with a
CMC of 0.008g/L. The HLB of sucrose oleate is 13.24, so it is an emulsifier in O/W. This
determines that sucrose oleate is a low foamer, and a good emulsifier. The emulsification

index of an olive oil emulsion in sucrose oleate solution (1:9, v/v) for 24 hours was 70%.

The emulsification indices of an olive oil emulsion in sucrose oleate solution remained
stable under the effect of different temperatures ranging from 20°C to 100°C, so we can say
that our product is thermostable. Chemical stability of emulsions was also verified at alkaline
pH levels of 9 to 12. The presence of Sodium chloride (NaCl) increases the emulsification

index of the sucrose oleate solution.

The product, sucrose oleate, has been successfully used in the formulation of egg-free

mayonnaise.

Keyword: Sucrose oleate, Immobilized lipase, Ricinus communis, Emulsification index,

Optimization esterification.
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INTRODUCTION GENERALE

Le domaine de la chimie verte est en constante évolution, est un défi majeur pour
I’avenir, avec une recherche croissante de procédés durables et respectueux de
I'environnement. Dans ce contexte, les biocatalyseurs, tels que les lipases végétales,
s'imposent comme des alternatives prometteuses aux catalyseurs chimiques traditionnels. Les
lipases, enzymes présentes naturellement dans la matiére vivante, notamment les végétaux,
présentent des propriétés remarquables qui les rendent particulierement attractives pour la

synthése de composés a haute valeur ajoutée (HVA).

La synthése de composés HVA est d'une importance cruciale pour divers secteurs
industriels, notamment 1’agroalimentaire, la pharmaceutique et la cosmétique. Cependant, les
méthodes de synthése traditionnelles souvent employées s'averent parfois polluantes,
énergivores et génératrices de sous-produits indésirables. L'utilisation des lipases végétales,
en abondance dans la nature, offre une solution prometteuse pour sur monter ces limitations et
développer des procédés de synthése plus durables et efficients, techniquement et

¢conomiquement et respectueux de I’environnement.

Les lipases présentent souvent une grande spécificité vis-a-vis des substrats. Le pouvoir
catalytique des lipases est caractérisé par une fréquence de conversion « turn over number »
¢levé, I’énantiosélectivité, régiosélectivité et chimiosélectivité vis-a-vis d’une large gamme de
substrats. Ces particularités des lipases les rendent intéressantes du point de vue industriel.
Les lipases constituent 'une des catégories d’enzymes les plus utilisées pour catalyser
I’acylation enzymatique. Le principe de ces biocatalyses repose sur l'utilisation des lipases en
milieu pratiquement anhydre ou poly phasique. Une meilleure stabilité des lipases en milieu
non conventionnel ou sous des conditions extrémes est rendue possible grace a

I’immobilisation de I’enzyme par adsorption ou par confinement dans des supports.

Un exemple de réactions biocatalyses par les lipases est l'acylation des sucres. Ce type

de réactions conduit a la formation de produits a HVA, appelés « sucroesters ».

Les sucroesters, également connus sous le nom d'esters de sucre, sont des composés
obtenus par la réaction chimique entre le sucre et des acides gras naturels ou modifiés
catalysée par des enzymes spécifiques en milieu organique. Cette réaction, appelée
estérification, modifie la structure du sucre en remplagant un ou plusieurs groupes hydroxyles
(-OH) par des groupes acyles (-COOR), dérivés des acides gras. La structure des sucroesters

varie en fonction du type d'acide gras utilisé et de la position des groupes acyles sur le sucre.

1
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Ces molécules, au squelette amphiphile sont constituées d’un groupement osidique hydrophile
et d’une chaine grasse hydrophobe. Cette diversité structurelle confére aux sucroesters des

propriétés fonctionnelles uniques.

Les esters de sucre obtenus a partir de ressources naturelles comme matiéres premieres,
sont apparus ces derniéres années comme une alternative intéressante aux tensioactifs
chimiques et comme émulsifiants dans divers secteurs industriels. En plus de leurs propriétés
de surface, ils sont biodégradables, ont une faible toxicité et sont peu colteux par rapport aux
molécules issues de l'industrie pétrochimique, puisqu'ils peuvent étre obtenus a partir de

sources naturelles abondantes sous des conditions de synthése optimisées.

Cette étude a pour but la mise en évidence du pouvoir catalytique d’une lipase obtenue a
partir d’une source veégetale (graines de Ricin), comme catalyseur de la réaction

d’estérification pour la synthése d’un sucroester.

Dans ce travail, la premiere partie sera consacrée a une étude de la bibliographique afin

d'identifier le contexte de la recherche il composee deux chapitres

» Le premier chapitre donne un apercu et des généralités sur la lipase.

> Le deuxieme chapitre est consacré a des generalités sur les esters de sucre.

La deuxieme partie la partie expérimentale, et les recherches seront menées autour de

cing axes principaux :

+ La premiéere approche consiste a préparer de la lipase a partir d'une source végétale les
graines de ricin « Ricinus communis » et a quantifier son activité catalytique a l'aide
d'une réaction d'hydrolyse.

+ La deuxieme axe consiste immobiliser ’enzyme sur un support pour permettre aux
réactions de synthese des esters de sucre de se dérouler en milieu organique.

+ Le troisieme axe consiste a évaluer les performances du procédé de synthese des esters
de sucre en étudiant les effets des principaux parameétres opératoires (nature du solvant
et des réactifs, ratio réactifs et temps de contact, etc.) sur le rendement de la réaction
de syntheése.

+ Le quatrieme axe de cette section portera sur la caractérisation des produits (esters de
sucre), notamment leurs propriétés tensioactives, émulsifiantes et leur stabilité
thermique et chimique, afin d'acquérir une compréhension préliminaire de leur

domaine d'application industrielle.
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+ le cinquieme axe s'inscrit a la formulation d'une émulsion de la mayonnaise a base de
sucroester de ’oléate de saccharose, Ils permettent de stabiliser 1’émulsion huile dans
I’eau de la mayonnaise en remplacement partiel des émulsifiants naturels présents

dans le jaune d’ceuf.

Enfin, nous terminons notre travail par une conclusion générale ou seront résumés les
renseignements tirés de cette étude. Quelques perspectives de développement clétureront

I’étude.
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I. LALIPASE
1.1 Définition :

La lipase est un nom composé du mot (lipide) qui signifie gras et du suffixe (- ase) qui
signifie qu’il s’agit d’une enzyme [1]. Ces enzymes encore appelées triacylglycérolsacyl
hydrolases (EC.3.1.1.3). Appartient a la famille des hydrolases d'esters carboxyliques.

Les lipases sont des glycoprotéines extracellulaires hydrosolubles associant un partie
sucre et une partie acides aminés. Elles peuvent agir d’une part comme des catalyseurs dans

un milieu organique et d’autre part elles peuvent agir en tant qu’hydrolases [2].

Elles sont responsables du catabolisme les glycérides insolubles (triglycérides, di
glyceérides, mono glycérides), leurs substrats préférentiels, en glycérol et en acides gras plus
solubles. De plus, certaines lipases sont capables d’hydrolyser des phospholipides, des esters

de cholestérol [4]. Elles sont abondamment présentes dans la nature [5].
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Figure 1.1: Réaction d’hydrolyse compléte de triglycérides par une lipase non sélective

dans un milieu aqueux [6].

1.2 Classification de lipase :

Le méme type de réaction est catalysé par les lipases, mais leur action sur les substrats
en ce qui concerne la chimio-, la régio- et I'énantio- sélectivité differe considérablement. Les
conditions opératoires optimales varient d'une lipase a l'autre, ce qui rend difficile ou méme

impossible de développer un procédé général adapté a toutes les lipases [7].
1.2.1 Tyopséléctivité:
Les lipases sont sélectives ou spécifiques d'un type donné d'acides gras, et ils peuvent

également étre spécifiques vis- a- vis d’acides gras [8].



CHAPITRE 01 : LA LIPASE 2024

En général, les lipases sont plus actives sur les triglycérides a chaine courte ou moyenne
que sur les triglycérides a chaine longue [7].
1.2.2 Regioséléctivité :

La Regioséléctivité, ou spécificité de position, représente la capacité a hydrolyser
préférentiellement les esters primaires (en position externe sn-1 ou sn-3) ou les esters

secondaires (en position interne sn-2) de triacylglycérols [8].
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Figure 1.2 : Schématisation des réactions catalyser par non-spécifique et (1, 3)
spécifiques lipases [9].
1.2.3 L’énantiosélectivité :
Cest la capacité de la lipase a différencier les deux énantiomeres d'un melange

racémique (1,2- versus 2,3-sn di-acylglyceérol) [6].

La stéréo sélectivité représente la capacité de distinguer un stéréo groupement

hétérotopique mais homomorphe par rapport a un autre (positions sn-1 vs sn-3) [8].

1.2.4 La chimio-sélectivité :

La chimio-sélectivité de la lipase fait référence a la capacité de I’enzyme, lipase a

catalyser sélectivement une réaction chimique spécifique entre deux ou plusieurs groupes
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réactifs dans une molécule. 1l a été démontré que les lipases présentent des rapports de chimio
sélectivité élevés dans diverses réactions chimiques, telles que les réactions de Trans-
acylation et d’acylation. Par exemple, les lipases ont été utilisées pour catalyser sélectivement

’acylation des alcools par rapport aux thiols dans les réactions de Trans-acylation.

La chimio-sélectivité des lipases présente un intérét dans divers domaines, notamment
la biocatalyse et la synthese organique, ou une modification sélective des molécules est
souhaitée [10].

Tableau 1.1 : Quelques exemples de lipase et leur spécifié [6].

Spécifié Exemples

o L’enzyme de « Penicillium requeforti » est spécifique des acides
Typosélectivité . )
gras a courte chaine

o La lipase pancréatique humaine et la lipase de « Rhizopusarrhizus »
Regiosélectivité ' ' o o
sont régiosléctives vis a vis des esters d’alcool primaires.

o La lipase gastrique est sn-3 stéréospecifique alors que la lipase de
Enantiosélectivité _ _ o
« Rhizmucormiehe » est sn-1 stéreospécifique.

1.3  Structure et mécanisme de lipase :
Les lipases sont des glycoprotéines dont le poids moléculaire varie de 20 a 60 KD. Le
site actif de ces enzymes est constitué d’une triade d’acides aminés hydrophobes situé¢ au

point de départ de I’interaction entre I’enzyme et le lipide [11].

Les lipases opérent a I’interface entre les lipides et ’eau. La caractéristique importante
de nombreuses lipases est la présence, d’un couvercle de sous domaine mobile situé sur le site
actif. Si le couvercle est fermé, le site actif est protégé de ’environnement et inaccessible aux

substrats, donc la lipase est inactive.

Dans une conformation ouverte, les substrats peuvent pénétrer dans les sites actifs des
lipases et étre convertis. Autrement dit, seules les lipases « ouvertes » présentent une activité
catalytique. Par exemple, la structure de la lipase de « Thermomyces lanuginosus » a été
résolue a la fois dans sa conformation fermée et dans sa conformation ouverte. Une

comparaison des deux conformations est présentée a Figure 1.3 [12] :
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Figure 1.3 : Super imposition des conformations fermées de la lipase. (Le couvercle
fermé, le couvercle ouvert et les triades catalytiques ont été mis en évidence respectivement

par les couleurs magenta, orange et bleue.) [12]

Des études plus détaillées ont suivi, montrant que les lipases, quelle que soit leur
origine, Partagent de nombreuses caractéristiques structurelles communes. I1 s’agit du feuillet
o/f, De la triade catalytique et du composant amphiphile [11]. Le site actif de la lipase est

constitué de la triade catalytique comportée de :

» La sérine 105, agit comme un nucléophile lors de la formation du premier
intermédiaire tétraédrique.
» De I’'Histidine 224.

» L’acide aspartique 187 qui stabilise cette dernicre.
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Figure 1.4 : Représentation de site actif de I’enzyme constitué de serine 153, histidine
264, et I’acide aspartique 177 [13].

En milieu organique, les sites actifs des lipases sont généralement inaccessibles aux

solvants. En fait, il est recouvert par une boucle amphiphile appelé volet amphiphile ou « lid »

Il s'agit de la forme bloguée ou inactive de I'enzyme (Figure 1.5). Plusieurs auteurs ont
démontré l'existence d'une forme ouverte active de cette enzyme. Dans ce cas, la face
hydrophobe du lambeau qui faisait auparavant face a l'intérieur du site actif est ensuite
exposée au solvant, formant une surface hydrophobe qui devrait interagir avec l'interface
lipide-eau [14, 15].

L".’as‘:/—— Site actif
@ -------- Inactivité dans solvant organique
"

Clapet fermé

1 Activation interfaciale huile-eau

@ ---------- Activité dans solvant organique
5

Clapet ouvert

Figure 1.5 : Représentation schématique du volet amphiphile et du phénoméne

d'activation inter-faciale en milieu organique [16].
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1.4 Sources de lipases :

La nature est riche en lipases qui jouent un rdle physiologique essentiel dans le
metabolisme des graisses. Ils se rencontrent a la fois dans le monde végétal, chez les
invertébrés et les vertébrés, ainsi que chez de multiples microorganismes. Principalement sous

forme de protéines extra cellulaires [17].

1.4.1 Les lipases végetales :

Les lipases sont disponibles a partir de diverses parties des plantes (les céréales, les
fruits, les feuilles, le latex). La majorité des lipases végétales sont principalement isolées a
partir de graines, notamment le ricin, le haricot africain, I'orme, le tournesol, 'amande de
coco, le sésame, le sorgho, etc. ou les triglycérides sont stockés dans des structures
intracellulaires appelées oléosomes (ou huile de corps), car dans les grains il ya généralement

une grande concentration d’huile [17].

Une activité de lipase plus élevée est observée dans les graines que dans toute autre
source car elles contiennent concentration élevée de triacyglycérols. Cette activité dans les
graines de plantes augmente pendant la germination a mesure que les triacylglycérols sont

convertis en sucres solubles par ’action de la lipase [18].
Les lipases végeétales peuvent étre classees en trois grands groupes :
1.4.1.1 Le premier groupe :

Il est constitué par les triacylglycérols hydrolases qui sont principalement présentes
dans les graines. Les lipases végétales peuvent étre classées en trois grands groupes. Leur
¢tude revét une importance économique capitale puisqu’elles sont responsables en grande

partie de I’altération des graines pendant le stockage [17].

» Graines de ricin :
Le terme latin « Ricinus » fait référence aux graines qui ressemblent a des tiques
gorgées de sang. En latin, « communis » signifie « commun ». Est une espéce de plantes a

fleurs de la famille des Euphorbiaceae [19].

e Origine :
« Ricinus communis » Est originaire d'Afrique tropicale et s'est propagé partout ou le
climat l'a permis. Il est cultivé pour extraire de I'huile dans de nombreux pays chauds

d'Arabie, d'Asie, d'Afrique et d'Amérique. Il est également présent dans des conditions
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climatiques subtropicales. 11 est actuellement présent en tant qu'espéce annuelle spontanée ou

en tant que plante ornementale dans les climats tempéreés.

On pense que cette espéce est envahissante dans certaines régions, comme I'Australie
tropicale [20].

e Historique :
Les graines de ricin ont été utilisées depuis plus de 6 000 ans. Elles ont été retrouvées
dans des tombeaux égyptiens datant de 4 000 avant Jésus-Christ et ont probablement servi de

combustible dans les lampes et pour leurs bienfaits sur la peau.

L'huile de ricin, extraite des graines, a été utilisée dans la médecine populaire et dans

diverses applications cosmétiques et industrielles.

Le ricin a également été étudié au fil des années et son potentiel dans le traitement du
cancer a été découvert, car elle peut détruire les cellules cancéreuses sans nuire aux cellules

saines du patient [21].

e Identification des grains :
Le ricin se présente sous la forme d’une plante herbacée, pouvant atteindre 7 m et plus.

Il possede des parties telles que les feuilles, les fleurs, et les grains.

Les graines de ricin, « Ricinus communis », sont toxiques en raison de la présence du
ricin, une protéine glycoprotéique. Le ricin est lI'une des toxines les plus mortelles au monde.
Sont contenues dans chacune des loges du péricarpe, ont presque la forme d'un haricot moyen,
sont piriformes, ovoides, allongées ou plates, luisantes marbrées de gris rougeatre et de blanc.
Cependant, il est important de noter que les graines de ricin contiennent naturellement de la

lipase, une enzyme qui peut étre extraite et utilisées dans divers application [22].

Figure 1.6 : Graines et plante de « Ricin communis » [23]

10
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1.4.1.2 Le Second groupe :

Dénommés acyle-hydrolases, sont présents dans divers tissus de la plante. Ces enzymes
présentent peu de spécificité pour leur substrat, elles sont incapables d'hydrolyser les
triglycérides mais elles peuvent catalyser certaines réactions de Trans-estérification. Les
principales acyle-hydrolases sont les phospho-lipases A et B. les glyco-lipases, les sulfo-

lipases et les mono-glycérides lipases. [17]
1.4.1.3 Le troisieme groupe :

Constitué par les phospho-lipases C et D. Les phospho-lipases C sont des enzymes qui
hydrolysent spécifiquement la liaison entre le glycérol et le phosphate des phospholipides,

libérant un di-glycéride et un phosphate d'alcool.

Tandis que, L'hydrolyse de la liaison ester entre le phosphate et l'alcool par les phospho-

lipases D entraine la libération d'un acide phosphatidique et d'alcool [24].

Tableau 1.2 : Quelques exemples de sources végétales de lipase et leurs applications.

Source de lipase Applications Réferences
Noix de coco Transformation de I'huile de coco 25
Mésocarpe du | Produits  pharmaceutiques, détergents industriels, 26

fruit du palmier | agroalimentaires et cosmetiques

Fenugrec Synthese de produits pharmaceutiques 27

Synthése d'émulsifiants ou dagents huilant pour 28
orme l'alimentation, les appréts d'essorage et les textiles,
d'agents anti-mousse et antistatiques pour les plastiques

et lubrifiants, le traitement de I'eau.

1.4.2 Lipases de mammiferes:

Sont des enzymes hydrosolubles spécialisées dans I’hydrolyse de triglycérides en
glycérol et en acides gras. Ce qui est essentiel pour la décomposition des graisses dans
I’organisme. Elles interviennent dans la digestion et I’absorption des lipides chez les

mammiféres y compris les humains [17].
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Elles sont présentes dans divers tissus et organes tels que 1’estomac, le pancréas, la foi,

la langue. Elles sont classées en trois principales catégories :

A. Le premier est constitué par les lipases associées a la digestion, telles que les lipases

linguale, gastrique et pancréatique.

B. Le second groupe correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les

artéres, les reins, la rate, le foie et les tissus adipeux.

C. Le troisieme groupe correspond aux lipases produites par les glandes galactogénes

produisant le lait maternel [17].

Tableau 1.3 : Exemples de lipases issues de mammiferes.

Type de lipase Localisation et fonction Réference
Lipase — secrétée par la muqueuse de I'estomac, [29]
Gastrique — decompose les lipides alimentaires.
— joue un role important dans le métabolisme des [17]
lipoprotéines présentes dans le sang.
lipase _ o
hépatique — dégrade les glycérides, les phospholipides et les esters de
cholestérol.
Lipase — Secrétées dans le duodénum ; [30]
pancréatique — responsable de la digestion des lipides alimentaires.
— Produite principalement par les glandes linguales. Libérée [31]
Lipase dans la bouche via la salive.
Linguale — catalyse la premiére étape de la digestion des lipides, en
particulier des triglycérides.
Lipase hormono- |— Intracellulaire, présente dans les adipocytes, [32]
snsibles — capable d'hydrolyser les triglycérides et une grande
diversité d’esters.

1.4.3 Lipases microbiennes:

Les lipases microbiennes sont produites par les champignons filamenteux, les bactéries,

les levures. Les lipases sont produites chez les bactéries a Gram (+) telles que «les

Bacillus » et Gram (-) telles que les « Pseudomonas ». Elles sont produites chez les

champignons filamenteux tels que «Rhizopus» [33]. Elles sont produites lors de la
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fermentation comme métabolites primaires, en présence de substrats inducteurs tels que les

acides gras [34].

Selon leur excrétion exo- ou endo-cellulaire, les lipases sont séparés plus ou moins
facilement par différentes méthodes. Les lipases microbiennes présentent une grande stabilité
vis-a-vis de température, des détergents et des enzymes protéolytiques [17]. L'intérét aux
lipases microbiennes n’a cessé de croitre au cours de ces dernieres années principalement en

raison du grand nombre d'applications qu'elles offrent dans les domaines trés variés [33].

Tableau 1.4 : Certaines especes microbiennes productrices de lipase.

Espece Substrat inducteur | Références

Yarrowialipolytica Acide oleique

35
Saccharomyces
Galactose
Cerevisiae

Candida antartica A Meéthanol 36
Bacillus sp Blé 37

1.4.4 Les cutinases:

Les organes aériens des plantes sont protégés par une cuticule composée d'un composé
structurel polymeére insoluble, la cutine, qui est un polyester composé d'acides gras hydroxy et
hydroxyépoxy. Les cutinases sont des enzymes qui catalysent la dégradation des polyesters

qui forment la cuticule qui protége les plantes [38].

Ces enzymes sont synthétisées par des champignons pathogénes et phytopathogenes tels

que « Fusariumsolan », qui est I’agent responsable de la formation de mycétome chez
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I’homme, ou tels que Fusarium Oxysporum Radicis-lycopersici qui est responsable de la

pourriture de la racine et du collet chez la tomate et certaines céréales [39].

1.5 Substrats hydrolysés par la lipase :
Les lipases sont capables d'hydrolyser les triacylglycérols (TAGS) et les diacylglycérols

(DAG), mais ne peuvent généralement pas hydrolyser les monoacylglycérols (MAG).

Certaines lipases sont également capables d'hydrolyser les phospholipides, les galacto-
lipides, les esters de stérol et les esters synthétiques a chaine courte (solubles dans I'eau) [7],
par conséquent, les lipases sont capables d’agir sur des centaines de substrats différents, et ces

activités peuvent avoir une signification physiologique.

1.6 Réactions caractéristiques de la lipase :

Les lipases sont des enzymes qui peuvent participer & de nombreuses réactions. Elles
peuvent catalyser diverses réactions allant de I'nydrolyse a l'estérification, en passant par les

réactions de trans-esterification et d’inter-esterfication) [40, 41].

Cette spécificité de la lipase lui permet de catalyser différentes réactions selon le
microenvironnement de I'enzyme, et sa spécificité et ses conditions de réaction douces la

rendent intéressante d'un point de vue industriel [42].

.6.1 Reéaction d’hydrolyse :

Les lipases catalysent naturellement 1’hydrolyse de la liaison ester des tri-, di-et mono-

glycérides en acides gras et en glycérol.

En milieu aqueux, les lipases sont des enzymes qui agissent spécifiqguement sur les
liaisons esters des lipides a longues chaines. Elles le font dans des systéemes bi-phasiques, a
I'interface entre la phase aqueuse et la phase apolaire. Cette réaction est essentielle pour les
lipases, et elle libére des mono-glycérides, des di-glycérides, du glycérol et des acides gras.
On utilise cette activité hydrolytique dans de nombreux secteurs industriels, comme I'industrie

laitiere pour la production d'arémes ou le traitement des effluents [43].
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Figure 1.7 : Schématisation de la réaction d’hydrolyse de triglycéride [44].

1.6.2 Reéactions de synthese :

Les lipases peuvent également catalyser une grande variété de réactions de synthese
dans des conditions thermodynamiques favorables, c'est-a-dire avec une faible activité de
I'eau [45].

Il a été bien démontré que les hydrolases telles que les lipases catalysent les réactions
inverses de leurs réactions hydrolytiqgues a l'aide d'un biocatalyseur, c'est les réactions
d'ésterification (réaction entre un acide et un alcool), la trans-éstérification (ester et alcool) et

I'inter estérification (ester-ester) [46] .

1.6.2.1 Réaction d’estérification :

L'estérification est l'une des réactions le plus importante en chimie organique et

I'industrie est constamment a la recherche de procédés d'estérification pratiques [47].

Cette réaction est l'inverse de 1’hydrolyse et consiste a la formation d'un ester a partir
d'un acide gras et d'un alcool, avec libération d'eau, elle est réversible et atteint un état

d'équilibre et peuvent étre catalysés par une lipase en présence d’un solvant non aqueuse.

1.6.2.1.1 Mécanisme d’action : [48]

L'estérification se déroule en deux étapes principales :

1. Formation d'un ion acylium : L'acide carboxylique perd un proton (H*) en présence
d'un catalyseur, générant un ion acylium (R — CO0™).

2. Attaque nucléophile par I’alcool : L'atome d'oxygene nucléophile de l'alcool attaque le
carbone carbonyle de l'ion acylium, formant une liaison covalente et éliminant une

molécule d’eau.
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1.6.2.1.2 Les facteurs influencant I’estérification : [49]

e Nature des réactifs : La structure et la taille de I'acide carboxylique et de I'alcool
influencent la vitesse et I'équilibre de la réaction.

e Conditions réactionnelles : La température, le pH et la présence d'un catalyseur
(acide fort ou enzyme comme les lipases) affectent également la réaction.

e Solvant : L'utilisation d'un solvant approprié peut favoriser la solubilisation des
réactifs et améliorer I'efficacité de la réaction.

1.6.2.1.3 Types d’estérification:

a. Estérification directe :

La réaction d’estérification directe est une réaction simple et réversible entre un
acide carboxylique et un alcool pour former un ester. Elle est réalisée en presence d'un
acide fort ou d'une base forte comme catalyseur, elle peut étre lente et inefficace pour
certains réactifs [50].

b. Estérification par chlorure d’acide :

Cette méthode implique la conversion de l'acide carboxylique en chlorure d'acide

(R-COOQCI) plus reéactif, puis sa réaction avec I'alcool pour former un ester. La réaction est

réalisée en présence d'une base comme catalyseur et la réaction est irréversible [51].
c. Estérification par anhydride carboxylique :

Il s’agit d’une réaction entre un anhydride carboxylique (R-CO-O-CO-R"), (ce qui est un
réactif plus puissant que 'acide carboxylique et permet d’une estérification plus rapide). Et un
alcool pour former un ester. La réaction est réalisée en présence d'une base comme catalyseur

et elle est irréversible [52, 53].

O

0
I + R'oH — | + H,0
R” OH R~ or!

Figure 1.8 : Réaction d’estérification directe entre un acide et un alcool [54].

16



CHAPITRE 01 : LA LIPASE 2024

1.6.2.2 Réaction de trans-éstérification:

Cette réaction implique le transfert du groupe acyle d'un ester a un autre alcool. Elle est

particulierement utile pour la synthése d'esters ayant des structures spécifiques.
La trans-éstérification regroupe :
a. la réaction d’alcoolyse :

Il s'agit de la réaction d'un ester avec un alcool mono-hydrique, tel que I'éthanol ou le
butanol, ou un alcool poly-hydrique, tel que la glycérine, pour produire des esters avec

différents groupes alkyle [42].
Par échange du groupement alcool :

O O

| + R°OH —> I + ROH
R/\ORl R/\ORZ

Figure 1.9 : Schématisation de réaction d alcoolyse [54].

b. la réaction d’acidolyse :

Il s'agit d'une réaction entre un ester et un acide qui entraine une modification du groupe

acyle (le groupe acyle est converti en acide gras) [55].

Par échange du groupement acyle :

0] 0] 0] 0]

| ——
R Oort RY oH

— | |

| + |
2\ .1 N
R OR R OH
Figure 1.10 : Schéma représentative de réaction d’acidolyse [54].
c. Réaction d’inter-estérification :
Dans ce cas, les lipases jouent un rdle clé en catalysant la séquence de coupure

et de synthese des liaisons esters. Bien que le terme "estérification™ fasse référence a la

réaction entre un acide et un alcool, les lipases ont en réalité une grande diversité de
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substrats et peuvent transférer un groupe acyle sur d'autres atomes tels que le soufre et

I'azote, formant ainsi des liaisons Thio esters et amides [56].

o)

|| I
+
R/\ ORl Rz/\ OR3

— > |

I I

+
N3 2\ 1
R OR R OR
Figure 1.11 : Schéma de réaction d’inter-estérification [54]

1.6.2.2.1 Mécanisme d’action : [57]

Elle se déroule en deux étapes principales :

1. Attaque nucléophile par P’alcool : L'atome d'oxygene nucléophile de l'alcool
attaque le carbone carbonyle de l'ester, formant une liaison covalente et éliminant un alcool
(R20H).

2. Formation d'un nouvel ester : L'anion alkoxyde formé attaque ensuite le carbone
carbonyle d'un autre ester, formant un nouvel ester (RLCOOR3) et régénérant l'alcool initial

(R30H).

1.6.2.2.2 La nature du milieu de trans-esterification : [36]

a. Milieu homogeéne : Les réactifs et le catalyseur sont tous présents dans la méme phase
(généralement en solution).

b. Milieu hétérogéne : Les réactifs et le catalyseur sont présents dans des phases
distinctes (par exemple, un catalyseur solide et des réactifs liquides), on a deux types

de catalyseur tels que le catalyseur hétérogéne basique et le catalyseur enzymatique

(lipase).

18



CHAPITRE 01 : LA LIPASE

2024

Tableau 1.5 : Comparaison entre le catalyseur homogene et le catalyseur hétérogéne [58].

Catalyseur Homogéne

Catalyseur Hétérogene

recyclage.

- Catalyseur souvent plus actif et
plus sélectif difficultés de separation et

- Thermique plus favorable.

De solvant et du catalyseur,

- Réaction plus simple et échanges.

probléme important d’échange thermique

- Catalyseur plus stable mais moins

actif et moins sélectifs.

Chaleur de réaction récupérable a un

niveau thermique plus élevé.

- Réacteurs plus complexes avec

1.6.2.2.3 Les facteurs qui influencent la trans-ésterification : [59, 60].

e Nature des réactifs : La structure et la taille des esters et des alcools influencent la

vitesse et I'équilibre de la réaction.

e Conditions réactionnelles :

La température,

le pH et la présence d'un catalyseur

(acide fort ou enzyme comme les lipases) affectent également la réaction.

e Solvant : L'utilisation d'un solvant approprié peut favoriser la solubilisation des

réactifs et améliorer I'efficacité de la réaction.

Voici quelques exemples de synthése enzymatique réalisés par la lipase :

Tableau 1.6 : Réactions enzymatiques réaliseées par la lipase [61].

Réactions Source d’enzyme

Substrat

Application

Hydrolyse Thermomyces

Lanuginosus

Huile d’olive

Cosmétiques, lubrifiants

Estérification | Candida atarctica

Acide lactique

Agro -alimentaire, pharmaceutique

Trans Chromobacterium

estérification Viscosum

Huile de jatropha

Carburéacteur, biodiesel

Alcoolyse Candida atarctica

Acyl

ribonucléosides

Produits pharmaceutique

Acidolyse Candida atarctica

Huile de bourrache,

acyle glycérol

Détergents, industrie alimentaire,

médicaments
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I.7 Les caractéristiques des lipases:

Les lipases (acyle-glycérol hydrolases EC 3.1.1.3) sont largement présentes dans la

nature, les animaux, les plantes, les champignons ou les bactéries.

La fonction premiére des lipases est I'nydrolyse des triacylglycérols. Cette réaction
mene & la libération de glycérol et d'acides gras. Toutefois, en fonction de la quantité d'eau
présente dans le milieu, les lipases peuvent également étre responsables de réactions de

syntheése.

Cette particularité des lipases de catalyser diverses réactions en fonction du leurs
spécificités et leurs conditions douces de reactions, les rendent intéressantes du point de vue
industriel. Les propriétés de fonctionnement de la lipase peuvent varier en fonction de son

origine et de son utilisation spécifique [18] .Voici quelques-unes des proprietes de la lipase :

a. Température :

La lipase a une plage de tempeérature optimale a laquelle elle est la plus active. En
général, les lipases fonctionnent mieux a des températures modérées, genéralement entre
25 °C et 40 °C.

Cependant, certaines lipases peuvent devenir actives a des températures élevées, telle
que la lipase de « Pseudomonas fragi » a une température de 75 °C, tandis que d’autres
peuvent étre plus stable a des températures plus basses, c’est le cas « d’Aspergillus Niger »

qui une tempeérature optimale de 25 °C [62].

b. Valeur de pH :

Le pH dépend également de son origine. La plupart des lipases fonctionnent dans une
plage de pH neutre a légérement acide. Généralement comprise entre 6 et 8. Cependant,
certaines lipases sont actives dans des environnements plus alcalins ou plus acides. Comme la

lipase de « Yarrowia lipolytica » qui présente un pH optimum de 6 [63].

c. Substrat:

La lipase est spécifique de certains substrats lipidiques tels que les triglycérides.
Catalyse la dégradation des lipides en acides gras et glycérol. Certains types de lipases
agissent sur d’autres substrats comme les phospholipides, comme la lipase

« A2 pancréatique » [62].
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d. Activité:
La lipase est une enzyme hautement active et efficace dans la dégradation des lipides.
Leur capacité a catalyser rapidement des réactions en fait des enzymes précieuses pour de
nombreuses applications industrielles, notamment la production alimentaire, pharmaceutique

et de biocarburants [63].

1.7.1 Les caractéristiques de lipase ricin :

Nous intéressons a la lipase issue de graines de « Ricinus communis » & cause de leur
caracteéristique : Récemment, les lipases des graines de « Ricinus communis » ont fait I'objet
d’une grande attention en tant que biocatalyseurs. Dans certains cas, ces enzymes présentent
des avantages par rapport aux lipases animales et microbiennes dues a quelques
fonctionnalités assez intéressantes telles que spécificité, faible colt, disponibilité et facilité de

purification, ce qui représente des excellentes enzymes industrielles [64].

a. pH:
La graine de ricin contient deux lipases. L'un est présent dans les graines au repos et a
un pH acide optimal (1-3), I’autre apparait aprés plusieurs jours de germination et présente un

pH optimal proche du neutre (4) [64].

b. Température :
La lipase de ricin est un enzyme qui catalyse les réactions d’hydrolyse, d’estérification
et de trans-estérification a des températures inférieures a 60 °C. L'enzyme est assez stable a

60 °C. Et a 45 °C, elle est stable pendant des périodes beaucoup plus longues [64].

C. Substrats :
La lipase de ricin a montré une préférence pour les triglycérides de longueur de
chaine Cg. Aucune expérience n'a été menée sur les triglycérides saturés dont la longueur de

chaine est supérieure a C;,, car un probléme de solubilité s'est alors posé.

Les triglycérides d'acides gras insaturés en C,g : huile de coton, trilino- leine, trioléine
et triricinoléine, ont été hydrolysés environ 40 a 50 %, plus lentement que le triglycéride
saturé en Cg. [64].

- Les effecteurs de la lipase de ricin :
Les inhibiteurs : Ce sont molécules ou ions qui tendent a empécher 1’accés des
substrats aux sites catalytiques, ce qui diminue le nombre (site actif) d’enzymes impliquées

dans le processus de catalyse.
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Les activateurs : S’associent a ’enzyme ou au complexe ES, qui ont pour effet
d’augmenter la vitesse des réactions enzymatiques sans étre eux-mémes impliquées dans la
réaction catalysée par I’enzyme [65]. Le tableau 1.7 suivant présente quelques exemples des

effecteurs de lipase de « Ricinus communis ».

Tableau 1.7 : Quelques effecteurs de lipase de « Ricinus communis » [64, 65].

Les activateurs Les inhibiteurs
Ca?* réactifs mercuriels
Mg2+ Cu?+

K+ Na2+

1.8 Les applications de la lipase :

Les lipases sont un groupe important d’enzymes, représentent moins de 10 % du marché
mondial des enzymes industrielles et caractérisé par leur capacité a hydrolyser les
triglycérides en acides gras libres et en alcools. Elles sont utilisees dans de nombreux

segments industriels, parmi lesquelles nous citons :

1.8.1 Applications alimentaires :

Les lipases sont des enzymes qui jouent un réle important dans l'industrie alimentaire.
Ils permettent de moduler les aromes, les textures et les propriétés fonctionnelles des aliments
dans de nombreuses applications dans cette industrie. De plus les lipases offrent des
alternatives plus écologiques, leur utilisation permet de produire des huiles végeétales, ce qui

est plus écologique que la production d’huiles a partir de sources animales [66].

1.8.1.1 Boulangerie :

La lipase joue un réle crucial dans l'industrie du pain en améliorant sa qualité de
différentes manieres. Elle augmente le volume du pain en décomposant les lipides, améliore
sa structure pour le rendre délicat et doux, et prolonge sa durée de conservation en agissant
comme un émulsifiant. De plus, la lipase peut contribuer a I'éclaircissement du pain en

décomposant les graisses pour obtenir un effet de blanchiment secondaire [67].
1.8.1.2 Patisserie :

Les lipases renforcent le gluten, améliorent la texture de la mie, et sont bénéfiques pour

les propriétés de manipulation de la pate [68].
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1.8.1.3 Fromagerie :

Elles contribuent & I'amélioration de la saveur du fromage, du temps de maturation, et a

la lipolyse de la matiere grasse et de la creme du lait [69].

1.8.1.4 Industrie laitiére :

Le lait contient de la lipase naturelle sécrétée par le sein, qui hydrolyse les globules gras
du lait en acides gras libres et en alcools, conduisant a une lipolyse spontanée. De plus, des
lipases microbiennes peuvent étre trouvées en quantité eélevée dans le lait. Les lipases ne sont
souvent pas préférées pour I'amélioration de la qualité du lait ou des produits laitiers, mais
leur utilisation courante est dans la production de fromage en raison de leur influence sur le
processus de maturation rapide et le développement de l'arbme, comme le confirment
certaines recherches. Il convient également de souligner que le lait maternel contient des

lipases qui facilitent la digestion des graisses contenues dans le lait [69].

1.8.2 Applications non-alimentaires :

Les lipases sont largement utilisées dans la transformation des graisses et des huiles,
détergents et de formulations dégraissage, et dans la synthese organique, et dans divers

produits pharmaceutiques.

1.8.2.1 Détergents :

Les détergents utilisent les lipases afin de supprimer les taches huileuses et grasses des
vétements [70]. Ces substances sont choisies afin de satisfaire a des critéres particuliers,
comme une activité a basse température, une stabilité a haute température, une activité dans
des conditions alcalines (pH de 8 ou plus), une stabilité en présence d'autres additifs, une

douceur sur la peau et une efficacité sur différents tissus [69].

Les bactéries et les champignons sont les principales sources de lipases utilisées dans
les détergents, ce qui permet de diminuer l'utilisation de phosphates dans les formulations de
détergents [71]. La lipase est un élément ajouté aux détergents qui permet aux tensioactifs de

se fixer sur les déchets de la tache afin de les éliminer des vétements [72].

1.8.2.2 Synthese organique :

Les lipases sont utilisées en synthese organique pour catalyser diverses réactions, telles
que l'estérification, l'acidolysis et l'alcoolysis, avec une forte enantio-, régio- et chimio

sélectivité [73]. En synthése organique, les lipases peuvent étre utilisées pour :
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Produire des ardmes spécifiques en catalysant des réactions de Trans-estérification ou
d'estérification directe [2].

Synthétiser des composés optiquement actifs en utilisant une approche chimio-
enzymatique [74].

Catalyser des réactions en milieu organique, ce qui les rend particulierement

intéressantes pour l'industrie chimique.

Les lipases sont d'origine microbienne, végétale ou animale, ce qui augmente encore

leurs potentialités en tant qu'outils pour la synthese organique [2].

1.8.3

Applications pharmaceutiques :

Les lipases sont utilisées comme :

catalyseurs dans la synthese de certains médicaments, notamment pour la production
de composés chiraux qui nécessitent des processus de résolution enzymatique plus
efficaces et respectueux de I'environnement.

Modification des huiles et graisses : Les lipases permettent de modifier physiquement,
chimiquement ou par voie enzymatique, des huiles végétales comme I'huile de palme
ou d'amande douce, afin d'en élargir les applications commerciales et de répondre a la
demande des consommateurs pour des produits plus sains.

Développement d'arémes : dans l'industrie pharmaceutique, les lipases exogenes
(d'origine microbienne) peuvent étre utilisees pour accélérer le développement

d'arémes lors de la maturation de certains médicaments [75].

Dans le tableau suivant, sont regroupés quelques exemples d’applications industrielles

de la lipase.
Tableau 1.7 : Exemples d’applications industrielles des lipases [76].

Domaine Action principale Utilisation

d’application
Alimentation :

Laiterie et Hydrolyse des lipides. - Modification de la saveur et conservation.
Boulangerie.

Boucherie Hydrolyse des lipides. - Développement de la saveur et
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I’¢élimination de I’excés de graisse

Huilerie. Inter-estérification des - Formulation des huiles, margarines et

] beurres
huiles naturelles.

Chimie fine :
Corps gras. Hydrolyse. - Production d’acides gras, mono et di
glycérides.
Détergents. Hydrolyse des lipides. - Dosage des glycérides et analyse de la
distribution des acides gras.
Cosmétique. Hydrolyse des lipides - Elimination de graisses et
formulation.
Chimie analytique. Estérification - Production d’esters et résolution de
mélanges racémiques.
Medical :
Medecine et Hydrolyse des lipides -Traitement d’insuffisance

Pharmacie o . .
Pancréatique (malabsorption des graisses).

-Analyse des triglycérides

plasmatiques.

1.9 Immobilisation des enzymes :

L’immobilisation des enzymes est une technique qui consiste a fixer un enzyme sur un
support solide (c’est-a-dire liée par des moyens physico-chimiques en surface ou a ’intérieur
d’un solide). L’enzyme immobiliser peuvent catalysent I’hydrolyse des esters glycérique en

milieu aqueux et la synthése d’ester en milieu non aqueux [77].

1. Les techniques d’immobilisation :
Cette technique peut étre obtenue par différentes techniques telle que 1’adsorption, la
réticulation, le pontage covalent, le piégeage physique dans des gels, la micro encapsulation,

et la liaison covalente entre un porteur et des groupes fonctionnels de ’enzyme [78].
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2. Le choix de la technique d’immobilisation :
Dépend des caractéristiques de I’enzyme et du support ainsi que de I’application

souhaitée. L’immobilisation permet :

e de modifier une surface.
e de diminuer la perte d’enzyme,
o de faciliter la récupération et la réutilisation et stabiliser enzyme [79].
Cependant, I'immobilisation peut affecter D’activité et la stabilit¢ de I’enzyme. Par
exemple la stabilité thermique de ’enzyme immobilisée peut augmenter, mais son activité

peut diminuer en fonction de la technique d’immobilisation utilisée [80].

Lors de I’immobilisation, I’enzyme est fixée a un support : les propriétés du support
influencent également I’efficacité d’immobilisation et I’activité catalytique de I’enzyme, qui

rend encore plus important de trouver un procédé d’immobilisation approprié [81].
Ils peuvent étre classés en deux grands groupes :

> les supports organiques: peuvent étre activés chimiquement par différentes
technique ce qui constitue I'un de leur principaux avantage, car ils permettent la
fixation des enzymes par different voies. Et qu’ils comprennent les polyosides (acétate
de cellulose, nitrate de cellulose, dextrine, alginate, amidon), les polymeres (le
polyéthyléne, le polypropyléne, le polystyrene...etc.)

» les supports inorganiques : sont généralement plus stable (résistants a 1’abrasion aux
agents chimique et aux bactéries, mais I’immobilisation covalente sur ces support est
difficile en raison de leur faible réactivité tel que (verre poreux, silice, métallique,

aluminosilicates, etc....) [82].
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Il. EXEMPLE D’APPLICATION DE LA CATALYSE ENZYMATIQUE PAR LA
LIPASE : SYNTHESE DE SUCROESTERS :

11.1 Introduction:

La lipase issue de grains de ricin « Ricinus communis » présentent un pouvoir
catalytique important et une stabilité d’activité lipasique par rapport a d’autres sources
végetales. Avec une grande capacité de catalyser des réactions d’hydrolyse et de synthése. En

raison de ces propriétés cette enzyme est devient vraiment captivants [83].

Ces dernieres années, les applications des lipases sont nombreuses et touchent plusieurs
secteurs, telle que le domaine alimentaire, cosmétique et le pharmaceutique et aussi dans le

domaine de la synthése, s’est considérablement développée.

parmi les synthéses enzymatiques prometteuses c’est la production d'esters de sucres et
d'acides gras, qui sont des composés formés par estérification d'un ou plusieurs groupes
fonctionnels hydroxyles de sucres avec des acides gras ou des dérivés d'acides gras (tels que
les esters methyliques d'acides gras). lls présentent donc a la fois une partie hydrophile due au
sucre et une partie hydrophobe due a la chaine carbonée de I’acide gras. Ce sont des
molécules aux propriétés tensioactives qui peuvent étre classées sous la nomenclature des

tensioactifs non ioniques [61].

1.2 Définition de sucroester :

Le terme «sucroesters » regroupe I’ensemble des produits obtenus par une réaction
d’estérification ou de Trans-estérification entre un acide gras et un sucre en milieu organique
[84]. Un sucroester peut étre synthétisé par des procedés chimique et enzymatique en

présence de lipase [85].

Les sucroesters sont considérés comme des tensioactifs non ioniques, (c’est-a-dire ils
sont totalement ou particllement solubles dans 1’eau en raison de la présence de groupes
fonctionnels ayant une forte affinité pour I’eau [86]. Les sucroesters couvrent une large
gamme de composés ayant différentes valeurs de balance hydrophile — lipophile (HLB). lls
sont également distingués en raison de leur haute biodégradabilité et la faible toxicité et leur
grande tolérance oculaire et cutanée [87]. Ils ont été agrées par I’administration des aliments
et des médicaments. (FDA) en 1983 [88]. La réaction générale de la synthese des esters de

sucre est représentée sur La figure 11.1 :
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Estérification :

(0]
" oH O)LR
0]
Q HO
* | — 0
R OH
HO OH OCH,
HO OH OCH,
Transestéfication :
I
HO OH O*R
0 0]
HO
¥ )k PN Q
R™ ~07 "XCH,
HO OH OH
HO OH OH

Figure 11.1 : Synthése de sucroesters par : estérification du méthyl glucoside avec des

acides gras ou Trans estérification du glucose avec des esters vinyliques d’acides gras [89].

1.3 Structure des sucroesters :

Les esters de sucre sont des composés amphiphiles (c’est-a-dire qu'ils sont composés
d'une partie polaire (cationique, anionique,) et d'une autre partie apolaire (chaine aliphatique
ou aromatique). et de structure simple [90, 91]. lls sont obtenus par greffage les chaines
d’acides gras (la partie hydrophobe) sur le sucre (la partie hydrophile), par une liaison ester.
Les premiers esters de sucres commercialisés sont les esters de saccharose (Figure 11.2) Tout

d'abord autorisé en 1959 au Japon [88].

Le saccharose est un disaccharide formé par la condensation du glucose et du fructose,
il posséde 8 groupes hydroxyle et peut réagir avec les esters d’acides gras pour former des
esters de saccharose. Parmi les 8 groupes hydroxyle du saccharose, trois (Cg, C;' €t Cy') sont
des groupes hydroxyle primaires, tandis que les autres groupes hydroxyle (C,,Cs, Cs, C5'
et C,’) sont des groupes hydroxyle secondaires. (Les nombres 1 a 6 représentent la position du
carbone sur le glucose, tandis que les nombres 1' a 6' représentent la position du carbone sur le

fructose. Les trois groupes hydroxyles primaires sont plus réactifs en raison de leur plus faible
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encombrement stérique, ils réagir d'abord avec I'acide gras, produire des mono-esters, des di-

esters ou des tri-esters de saccharose [92, 93].

La structure générale des ester de saccharose est représentée sur La figure 11.2 :

4 6
\ ¢ 1 Fatty acide chain
HO OH ¢ | o |
0 oWC%
(0]
HO 4
OH
HO
T o ?H OH
T 3 6'

Figure 11.2 : Structure chimique des esters de saccharose [86].

1.4 Les types des sucroesters :
Les esters de sucre sont classés en fonction du nombre et du type d’acide gras utilisés et

du nombre de groupes hydroxyle du saccharose estérifiés [94].

11.4.1 Classification selon le type d’acide gras :

Les acides gras sont des composés organiques de structure genérale R-COOH,

constitués uniquement de carbone (C), d'hydrogéne (H) et d'oxygene (O) [95].

On peut donc classer les acides gras en deux groupes :
e Les acides gras saturés: ils sont constitués d'une chaine hydrocarbonée ne
renfermant pas des doubles liaisons, lls sont solides et assez stables a température

ambiantes. Les plus rencontrés sont l'acide palmitique (Ci4 : 0) et l'acide stéarique

(C1s: 0) [96].
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rch\/W\/\/\/\/m C18:0

Acide gras saturé

Figure 11.3 : Représentation de structure d’un acide gras saturé [97].

e Les acides gras insaturés : ils sont fluides a température ambiante et sont classés en
deux catégories :
— Les acides gras mono-insaturés : On parle d'acide gras mono-insaturé lorsqu'il n'y a

gu'une seule double liaison. Les acides gras mono-insatures ont la formule chimique

suivante :

YAV 618:4 (n49)

Acide gras mono-insaturé

Figure 11.4 : Structure d’un acide gras insaturé [97].

— Les acides gras polyinsaturés: ce sont des acides qui contiennent plusieurs
instaurations. Il existe deux familles d’acides gras polyinsaturés essentiels nommés
n-3 (famille des 3) et n-6 (famille des 06) par rapport a la position des derniéres

doubles liaisons [107].

HC A /A A AAATH 183 (n-3)

Acide gras poly-insaturé

Figure I1.5 : Structure d’un acide gras poly insaturé [97].

Il existe environ cent cinquante (150) acides gras naturels, qui se distinguent par la

nature de la chaine carbonée et sa longueur. Concernant la synthése des esters de saccharose,
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on s'intéresse particulierement a l'acide laurique, l'acide palmitique, l'acide oléique, I'acide

stéarique et a l'acide caprylique [84].

Les acides gras utilisés dans la production de sucroesters sont principalement dérivés de
sources naturelles, tels que les huiles végétales et les graisses animales. Le choix des acides
gras dépend des propriétés souhaitées pour l'ester final. Par exemple, les acides gras saturés
comme l'acide stéarique conferent une texture plus ferme, tandis que les acides gras insaturés

comme l'acide oléique apportent plus de fluidité.

Ces acides gras utilises dans la synthése de sucroesters peut affecter leur propriétés
telles que leur balance hydrophile-lipophile, qui détermine leur adéquation a différentes

applications comme illustré sur Le tableau 11.1 [98, 99].

Tableau I1.1 : Types des sucroesters et leurs utilisations [100].

L’acide gras Sucroester Utilisations
Acide Oléate de saccharose émulsifiants et texturants dans les produits de
oléique soins personnels.
Acide Laurate de saccharose émulsifiants et texturants dans les produits de
laurique soins personnels.
Acide stéarate de saccharose émulsifiants et agent de libération dans les
stéarique produits pharmaceutiques et cosmétiques
Acide Caprylate de saccharose émulsifiants et texturants dans les produits de
caprylique soins capillaires et les aliments.
Acide Palmitate de saccharose émulsifiants et agents de texture dans les
palmitique produits cosmétiques et alimentaires
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11.4.2 Classification en fonction de nombre de groupes hydroxyle du saccharose
estérifiés :

La réaction entre le saccharose (qui contient 8 groupes hydroxyles) et les acides gras
conduit & la formation des sucroesters par estérification enzymatique, généralement une
lipase, qui catalyse 1’addition d’un groupe acide gras a un hydroxyle du saccharose. Les
sucroesters obtenus peuvent avoir un nombre variable de groupes hydroxyle estérifiés, ce
qu’influence leurs propriétés physico-chimiques plus le nombre de groupes hydroxyle
estérifiés est élevé, plus les sucroesters sont hydrophiles, ce qui les rend plus efficaces comme
agents tensioactives. La synthese enzymatique des sucroesters cible spécifiquement les
groupes hydroxyles du saccharose. Les lipases, qui sont les enzymes les plus couramment
utilisées pour cette réaction, permettent une s’acylation sélective d’un ou plusieurs groupes

hydroxyle de la molécule de saccharose [91].

» Sucroesters monoesters : contiennent un seul groupe hydroxyle estérifié.
» Sucroesters diesters : comportent deux groupes hydroxyle estérifiés.
» Sucroesters triesters : contiennent trois groupes hydroxyle esterifiés.

» Sucroesters polyesters : comportent plus de trois groupes hydroxyles estérifiés [94].

I1.5 Les caractéristiques générales de sucroesters :

Les esters de sucre fabriqués a partir de matieres premieres renouvelables abordables
comme les acides gras et les sucres, par réaction d’estérification entre un sucre et un acide
gras ou par réaction de Trans-estérification d’un sucre avec des esters éthyliques. lls sont
vraiment captivants en tant que tensioactifs non ioniques [101, 102]. En contrdlant différents
parametres telles que le degré d’estérification et la nature de ’acide gras et du sucre, on peut
produire une large gamme d'esters de sucres aux caractéristiques fonctionnelles spécifiques
pour diverses applications. Les esters de saccharose, par exemple, se distinguent par leur
haute valeur de HLB, leurs excellentes propriétés physiques et leur efficacité comme
émulsifiants [103].

11.5.1 Propriétés physiques :
11.5.1.1 Balance hydrophile- lipophile (HLB) :
En 1949, Griffin a introduit le concept de balance hydrophile — lipophile (HLB), une

grandeur caractérisant la solubilité préférentielle des tensioactifs dans 1’eau ou dans I’huile.
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Les produits non ioniques que nous considérons ici (les sucroesters) vont des substances
trés lipophiles jusqu’a des produits hydrosolubles trés hydrophiles. Ils se classent selon

I'importance relative des parties hydrophiles et lipophiles [104].

Le fragment polaire saccharose sert d’extrémité hydrophile de la molécule, tandis que la
longue chaine d’acide gras sert d’extrémité lipophile de la molécule. Les esters de sucre ont
une valeur de HLB de 3 a 16. lIs contiennent donc deux parties : La partie lipophile (la longue
chaine d’acide gras) ayant une faible valeur de HLB comprise entre 3,5 et 6, et la partie

hydrophile (le fragment polaire de saccharose) ayant une valeur de HLB élevée entre 10 et 16.

La HLB des tensioactifs non ioniques (sucroesters) dépend du type de sucre ainsi que
du type et du nombre de chaines grasses, peut également étre calculée par la méthode
suivante [105] :

_1 s
HLB = (1 — ) *20

Avec :
Is : indice de saponification de I’ester,
la : indice d’acide de I’acide gras.

En raison de ce caractére, les sucroesters ont différentes propriétés selon la valeur HLB [106].

= Faible HLB : de 3 a 6, bon émulsifiant E/H.
= Moyen HLB : de 7 a9, bon agent mouillant.
= HLB élevé : de 10 a 16, bon émulsifiant H/E.

Les applications de sucroesters et leur valeur de HLB sont regroupées dans Le tableau 11.2 :

Tableau 11.2 : Valeurs de HLB de quelques sucroesters et propriétés [91].

Sucroester Valeur de HLB Propriétés
Trioléate de sorbitan 1.8 Anti moussant
Laurate de saccharose 12.4 Emulsifiant (H/E)

Caprylate de saccharose 13.8 Détergent
Laurate de glucose 8.8 Moussant

33




CHAPITRE 02 : EXEMPLE D’APPLICATION DE LA CATALYSE 2024
ENZYMATIQUE PAR LA LIPASE (SYNTHESE DE SUCROESTERYS)

11.5.1.2 Emulsification :

Les sucroesters jouent le rdole dun émulsifiant, en stabilisant les émulsions
(la dispersion d’un liquide sous forme de globules dans un autre liquide non miscible) [107],
qui ont tendance a se séparer naturellement. Grace a leur structure moléculaire unique. Ils ont
une partie hydrophile (qui aime 1’eau) formée a partir de la partie saccharose et une partie

lipophile (qui aime 1’huile) formée a partir d’acides gras.

Ils ont la particularité d’étre amphiphiles. Cette structure leur permet d'étre positionnés a
l'interface huile-eau des gouttelettes d'émulsion en fonction de leur affinité pour chaque
phase. En se positionnant a l'interface, I'énergie libre interfaciale est réduite, Cela crée une
barriere physique qui empéche les gouttelettes d’huile de s’agglutiner et de se séparer de la
phase aqueuse [108]. Ce qui contribue a stabiliser ’émulsion. C’est-a-dire qu’ils ont la
capacité de lier simultanément I’eau et 1’huile [109]. Cela montre dans La figure 11.6

suivante :

Avant | émulsion Apreés I’émulsion

— Téte f -
1 ;\"drophile QQ‘Q‘({* ?'.f//" 5{/0’0 _ _____

[ SN | —
‘1 Q;\::\::\ o) \\
O~y b —>
0 \ Oo’:;::’{/ _\Z:OO | Huile o
= ueue g R, / ase
s hydrophobe \ OO/Z//{‘ “\\\ / 5 disperse
Off;w_\\ﬁ L’eau
A
dd 6 6 phase
Lt continue

Structure de | émulsifiant
( sucroester)

Figure 11.6 : Représentation d’une émulsion en présence d’un émulsifiant (sucroester) [97].

Les émulsions peuvent également étre Huile/ eau, si la phase continue est constitué
d’un liquide polaire associé (d’ordinaire, il s’agit d’eau ou d’une solution aqueuse) et les
émulsions eau / huile si la phase continue est une phase grasse [110]. (Figure 11.7) représente

les types d’émulsion :
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eau huile :
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Figure 11.7 : Schéma des émulsions : huile dans eau et eau dans huile [111].

Dans le tableau suivant quelques exemples de sucroesters agissant comme émulsifiant

dans 2 types d’émulsions.

Tableau 11.3 : Exemples des sucroesters utilisées comme eémulsifiants [112].

Emulsion Sucroester | Phase dispersée Phase Symboles | Exemples

dispersante

Emulsion Mono —ou di- Lipophile (H) | Hydrophile (L) | L/H, H/E Produits
huile dans esters de lactés

eau (H/E) saccharose

Emulsion eau | Polyestersde | Hydrophile (L) | Lipophile (H) | H/L, E/H | Margarine
dans huile saccharose
(E/H)

11.5.1.3 Le comportement de sucroesters dans difféerents pH :

Le pH de la solution peut influencer la solubilité¢ et I’activité des sucroesters. Dans un
environnement acide, ils ont tendance a étre plus hydrophobes et plus efficaces pour stabiliser

les émulsions huileuses dans 1’eau. En revanche, dans un environnement alcalin, les

sucroesters ont tendance a étre plus hydrophiles [113].

11.5.1.4 Les sucroesters comme agent de moussant :

Les mousses étant des systemes dispersés, comme les émulsions (dispersion de gaz dans

une phase continue fluide). Pour former une mousse, il faut tout d'abord mélanger intimement
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un gaz et un liquide. Durant les premiers instants de la vie de la mousse, la présence de
substances capables de stabiliser le film est essentiel pour permettre I'accumulation de bulles

pour former une dispersion gaz-liquide.

La partie hydrophile de sucroester se lie a la surface de la bulle d’air, tandis que la partie
hydrophobe se li¢ a I’huile ou a I’eau environnante. Cette liaison stabilise les bulles d’air,

empéchant leur coalescence et maintenant la mousse stable (Figure 11.8) [114].

Film de solution moussant

Vh |

Sucroester

N

Mousse

Emulsifiant

Parti hydrophile Sucroester

Partie lipophile

Figure 11.8 : Schéma présentant le sucroester comme agent de moussant [115].

11.5.1.5 La Solubilité :

Les esters de saccharose, ont des propriétés de solubilité variables en fonction de leur
valeur HLB (balance-hydrophile-lipophile) [91, 116].

Les esters de saccharose ayant une HLB élevée, sont solubles dans I’cau. Ceux ayant
une valeur HLB moyenne sont en partie solubles dans I'eau et en partie dans I'huile/graisse.

Plus la valeur HLB est élevée, meilleure est la solubilité dans I’eau [117, 118].

Ils sont bien solubles dans l'eau froide, formant des solutions claires. Cependant,
certains produits a base d'ester de saccharose disponibles dans le commerce ne répondaient
pas aux critéres de solubilité établis par le Comité mixte FAO/OMS d'experts sur les additifs
alimentaires, produisant une turbidité blanche et/ou des précipités dans I'eau. Le chauffage des
échantillons améliore leur solubilité dans I'eau et dans 1’éthanol [119]. Par contre, ils sont
caractérisés par leur bonne solubilité dans les solvants organiques, tels que le méthanol et

I’éthanol et butanol et le toluéne.
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11.5.2 Autres propriétés :

En plus de leurs propriétés émulsifiantes, ils possedent des propriétés stabilisantes,
détergentes. Ils sont biodégradables, respectueux de [I’environnement, non toxiques
compatibles avec la peau, inodores et insipides [117, 120]. Certains sucroesters présentent des

propriétés antimicrobiennes et des propriétés bactériostatiques [112].

11.5.2.1 Propriétés antimicrobiennes :

L’intérét actuel pour les esters de saccharose est encore renforcé par leur activité
antimicrobienne. lls ont également été utilisés en association avec la nisine pour inhiber la

croissance des bactéries Gram-positives [121]. Comme I’indique Le tableau 11.4.

Tableau I1.4 : Exemples de quelques micro-organismes inhibés par des esters de saccharose [122].

Sucroesters Les micro-organismes qui sont inhibés
Laurate de saccharose Bacillus sp
Le stéarate de saccharose Spores Alicyclobacillus
Le palmitate de saccharose Clostridium sporogenes

1.6 Synthese enzymatique des sucroesters:

Les esters de sucres sont des émulsifiants qui n’existent pas dans la nature. Leur
synthese s'effectue chimiquement ou par voie enzymatique. En régle générale, le procéde
chimique consiste en une estérification effectuée a une température élevée en présence d'un
catalyseur alcalin. La source de sucre est le premier substrat requis, suivi d'un chlorure ou
d'un anhydride d'acide gras. Ce type de synthese ne permet de contréler ni le site de réaction,
ni le nombre de groupements hydroxyles qui seront estérifiés. La synthese chimique génere
un grand nombre de sous-produits. Ces derniéres doivent étre éliminées, ce qui entraine des
colts dépuration relativement élevés. 1l est important de souligner que malgré ses
inconvénients, la méthode de synthése chimique demeure actuellement envisageable dans le

domaine industriel [3].

Le tableau suivant présent quelques avantages et inconvénients de la synthése chimique

des sucroesters.
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Tableau 11.5 : Les avantages et les inconvénients de la synthese chimique [91]

Avantages Inconvénients
Rapide Toxicité (solvant et catalyseur)
Bons rendements Faible sélectivité

Réalisable avec de nombreuses molécules | Température élevée (carameélisation)

Economique Composition de produit non définie

La synthése enzymatique est une voie de synthese plus spécifique. C’est un procédé

respectueux de I’environnement, compatible avec les principes de la chimie verte.

Les enzymes jouent un rble crucial dans la catalyse des réactions de synthese,
permettant un ciblage précis du site de réaction et la capacité d'opérer dans des conditions
réactionnelles modeérées (basse temperature et pression), ce qui contribue a minimiser les
réactions secondaires. Les seuls résidus restant apres la synthése enzymatique sont les sucres

résiduels et les acides gras [91].

Le concept fondamental derriere la synthese enzymatique consiste a utiliser une
enzyme hydrolytique, généralement une lipase, également connue sous le nom de

triacylglycerol acylhydrolase, dans un milieu non aqueux (solvant organique) [123].

Les lipases catalysant les réactions d'estérification directe et de Trans estérification
lors de la synthese des sucroesters. Ces réactions se distinguent par la nature du donneur

d'acyle (acide gras ou ester d'acide gras) ainsi que par le deuxiéeme produit de la réaction.

11.6.1 Réaction d’estérification :

Rappelons que [l'estérification directe mene a la libération d'eau. Pendant
estérification, les groupes hydroxyle (-OH) du sucre menent une attaque nucléophile sur le
groupe carboxyle (-COOH) de I’acide gras activé par le biocatalyseur (la lipase), conduisant a
une réaction de condensation. Cela signifie que I'une des molécules d’eau est éliminée en tant
que sous-produit et une liaison estérique est formée entre les deux molécules [124]. Figure
I1.9 montre la réaction d’estérification du saccharose avec I’acide oléique en présence de la

lipase « d’Aspergillus terrus » dans I’hexane.
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Figure 11.9 : Estérification enzymatique du saccharose [125].

11.6.2 Réaction de Trans estérification :

Lorsque la lipase est utilisée dans la réaction de Trans estérification des sucroesters, elle
agit en tant que biocatalyseur en se liant aux substrats, c'est-a-dire le saccharose et les acides
gras, formant ainsi un complexe enzyme-substrat. Ce qui facilite la réaction de Trans
estérification. Dans cette réaction les groupes ester du saccharose et des acides gras sont
échanges, formant le sucroester. Cela implique la rupture des liaisons ester existantes et la
formation de nouvelles lisions ester. Une fois que la réaction est terminée, la lipase libere le
sucroester synthétise en tant que produit final de la réaction [2]. Les étapes générales du

mécanisme de la Trans estérification enzymatique peuvent étre résumees ainsi :

1. Formation du complexe enzyme-substrat (ES) : L'enzyme (lipase) se lie aux
substrats, qui sont généralement un ester et un alcool (comme le méthanol ou
I'éthanol), pour former un complexe enzyme-substrat.

2. Acylisation de la lipase : L'ester se lie a la lipase, formant un complexe acyl-enzyme.

3. Formation d'un acyloide : L'alcool attaque le carbonyl du complexe acyl-enzyme,
formant un acyloide, également appelé ester d'acyl.

4. Libération de I'acide gras : L'acyloide est libéré de la lipase, laissant la lipase
régénérée.

5. Formation du produit d'estérification : Le produit d'estérification, qui est le nouvel
ester formé a partir de l'alcool et de l'acide gras libéré, est maintenant dissocié de la
lipase [126]
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Ce processus peut se répéter, permettant a la lipase de catalyser la Trans-estérification de
multiples molécules de substrat. L'avantage de la Trans-estérification enzymatique est sa
specificité et sa capacité a fonctionner dans des conditions douces, ce qui réduit la formation
de sous-produits indésirables et la nécessité de purifications colteuses. De plus, les enzymes
peuvent étre régenérées et réutilisées, ce qui rend ce processus économiquement attrayant
[126].

Il est important de noter que la réaction de Trans-estérification catalysée par la lipase est
specifique et sélective. Cela signifie que la lipase favorise la formation du sucroester souhaité
tout en minimisant la formation d'autres produits indésirables. Cette spécificité est due a la
structure et a l'activité de la lipase [2]. Figure 11.10 présente la réaction de transesterfcation
de D-glucose avec le vinyle caplate catalysee par la lipase du « Candida antartica B » dans

I’acétone.
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H
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Figure 11.10: Transestérification enzymatique du lactose [127].

11.6.3 Facteurs affectant la synthése des sucroesters catalysé par la lipase dans un
solvant organique :
Lors de la synthése enzymatique des esters de saccharose dans des solvants
organiques, plusieurs parametres affectant la réaction doivent étre pris en compte. Afin
d'obtenir des taux de réaction et des rendements de conversion élevés dans la synthése des

esters, ces facteurs doivent étre étudiés [86, 128].

11.6.3.1 Effet des réactifs :

La premiére étape critique de toute synthése d’ester de saccharose est la sélection des

sucres et des acides gras ou alcools gras dont le produit final sera constitué [129].
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a. Accepteur d'acyle (sucre) :

Les esters de saccharose, tels que les mono-saccharides, les di-saccharides, les tri-
saccharides présentent différents types de sucres qui sont utilisés dans la synthése
enzymatique des sucroesters. Le principal probléme de la synthése des esters de saccharose
est la faible solubilité du sucre dans les solvants organiques. Par conséquent, la solubilité du
sucre peut étre augmentée par une modification dans sa structure. Les sucres modifiés
(remplacement des groupes hydroxyle dans les sucres par des groupes alkyle) tels que les
sucres méthyliques et les sucres octyliques peuvent augmenter leur solubilité dans les solvants
organiques. Cependant, les sucres modifiés comportent plus d'étapes de réaction que les
sucres non modifiés, ce qui les rend moins réalisables dans les processus industriels, et ils

présentent une certaine toxicité vis-a-vis de I’usage humain [128].
b. Donneur d’acyle (acide gras) :

Lors de la sélection des acides gras pour la synthése enzymatique, deux propriétés doivent
étre prises en compte. Le premier est la longueur de la chaine des acides gras et le second est

I’utilisation d’esters d’acides gras [129].

L’effet de la longueur de la chaine des acides gras (donneur d’acyle) sur I’activité
lipasique est difficile a généraliser. Certaines lipases sont trés sélectives pour les acides gras a
chaine longue et moyenne, mais d'autres lipases sont sélectives pour les acides gras a chaine
courte et ramifiée. Les acides gras a chaine longue conférent généralement une meilleure

émulsification et une meilleure stabilité de mousse [89].

Les esters d'acides gras, tels que les méthyl éthyles ou les vinyl-esters d'acides gras,
présentent plusieurs avantages pour la réaction de synthese de sucroesters, comme conduire a

une réaction de trans-estérification plut6t qu'a une réaction d’estérification [129].

11.6.3.2 Influence de ’eau :

La présence deau dans le milieu réactionnel confere a l'enzyme la mobilité
fonctionnelle nécessaire a une activité catalytique optimale. Cependant, la présence d'eau est
thermodynamiquement défavorable a la réaction de synthese des esters, mais certaines
enzymes, comme la lipase, nécessitent une certaine quantité d'eau pour fonctionner. La
quantité d'eau varie en fonction de I'enzyme considérée et du solvant utilisé [130]. Par
exemple, la lipase B de « Candida antarctica » nécessite moins de 0,15 % d’eau pour

I’estérification afin d’obtenir des rendements élevés en oléate de xylitol [131].
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11.6.3.3 Influence du solvant organique :

Les solvants organiques, en fonction de leur nature (polarité, pouvoir dissociant,
volatilité) sont Considérés comme de bons milieux réactionnels pour les réactions
enzymatiques a conditions qu’ils soient anhydres et qu'ils permettent une bonne solubilisation
des substrats et n'affectent pas l'activité enzymatique [127]. Le tableau 11.6 ci-dessous montre
l'influence de la nature du solvant sur le rendement de la réaction d’estérification du di-

vinylebutandioate avec le D-Glucose.

Tableau 11.6 : Tableau représente 1’influence du solvant organique lors de la synthése

enzymatique [125].

Sucre Acide gras L’enzyme Solvant Conditions | Rendement
%
Monoester de Lipozyme Temps=2h 67
glucose Acide RM IM DMSO Température
oléique ~60°C
Lipase 47
Saccharose Acide d’Aspergillus Hexane Temps =24h
oléique terrus

11.6.3.4 Influence de ’origine et la forme de la lipase :

a. L’origine de la lipase : L’origine ou source de lipase influence le rendement de la
synthese enzymatique des esters de sucre [127]. La source de lipase peut affecter la

réaction de Trans estérification de plusieurs manieres :

1. Activité et speécificité enzymatique : Les lipases provenant de différentes sources

peuvent avoir des activités et des spécificités différentes. Par exemple, les lipases

fongiques peuvent avoir une spécificité pour les substrats spécifiques aux
champignons, tandis que les lipases d'origine bactérienne peuvent étre plus adaptées a
d'autres substrats. Par conséquent, le choix de la source de lipase peut influencer la
réactivité et la sélectivité de la Trans-estérification.

2. Stabilité et tolérance aux conditions de réaction : Les lipases provenant de

différentes sources peuvent présenter des niveaux de stabilité variables a différentes
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conditions de réaction telles que la température, le pH, et la présence de solvants
organiques. Certaines lipases peuvent étre plus stables ou plus actives dans des
conditions spécifiques, ce qui peut influencer le choix des conditions de réaction
optimales.

3. Codts et disponibilité : La disponibilité et le colt des lipases peuvent varier en
fonction de leur source. Par exemple, les lipases recombinantes produites par génie
génétique peuvent étre plus colteuses a produire, mais peuvent offrir des avantages en
termes de pureté et de spécificité. En revanche, les lipases d'origine naturelle peuvent
étre moins cheres mais peuvent nécessiter des étapes supplémentaires de purification.

4. Compatibilité avec les substrats : Certaines sources de lipase peuvent étre mieux
adaptées a des types specifiques de substrats. Par exemple, certaines lipases peuvent
avoir une meilleure activité sur les triglycérides d'origine végetale par rapport a ceux
d'origine animale, ou vice versa [133]. Le tableau I11.7 donne des résultats obtenus

lors de la synthese de palmitate de fructose, catalysee par différentes lipases.

Tableau I1.7 : Synthese de palmitate de fructose par différentes lipases [134].

Sucre Acide gras La lipase Rendement(%o)
Novozym 435 53
Fructose | Acide palmitique | Lipozyme IM 30
Lipase B SP 382 44

b. La forme de lipase:

L'effet de la forme ou du conditionnement de la lipase libre (suspendue en solution) ou
immobilisée (fixée sur un support ou en agrégats) dans la synthese enzymatique de
sucroesters est également un aspect important a considérer. Lorsque la lipase est sous forme
libre, elle peut étre utilisée pour catalyser la réaction de synthese des sucroesters. Elle peut se
lier aux substrats, tels que le saccharose et I'acide oléique, et catalyser la formation des
sucroesters. Cela permet d'obtenir des produits de maniére plus rapide et efficace. D’un autre
coté, elle sera moins protégée contre les fluctuations de pH ou de température ou des

concentrations élevées en substrats ou produits.
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Lorsque la lipase est immobilisée, elle est fixée sur un support solide, ce qui présente
certains avantages dans la synthése enzymatique de sucroesters. L'immobilisation de la lipase
peut améliorer la stabilité de l'enzyme, lui permettant de résister a des conditions plus
extrémes, telles que des variations de pH ou de température, qui peuvent étre présentes dans le
processus de synthese. De plus, lI'immobilisation permet de réutiliser I'enzyme, ce qui peut

réduire les colts de production.

En conclusion, tant la forme immobilisée que la forme libre de la lipase peut étre
utilisées dans la synthése enzymatique de sucroesters. Chacune présente ses propres avantages
et inconveénients, et le choix entre les deux dépendra des besoins spécifiques de la synthése et
des contraintes de I'application [61].

Tableau 11.8 : Effet de la forme de lipase lors de la synthése enzymatique de sucroesters

[135].
Sucre L’acide Solvant Enzyme La forme | Conditions | Rendement

gras de lipase %
Acide Acétone Novozime | Immobilisée 72 h 76

palmitique SP 435
Fructose \/myle Dlquropyle LIP&S? Granule 72 h 70

d’acétate éther pancréatique enrobe
porcine

11.6.3.5 Effet de température :

Il est également important d’examiner I’effet de la température sur les réactions

enzymatiques. La température de réaction affecte la solubilité des substrats et des produits
ainsi que l'activité enzymatique [136]. L’enzyme a une température optimale au-dessus de
laquelle, il y a risque de perte d’activité suite a la dénaturation, et au-dessous de laquelle,

’activité catalytique diminue et par conséquent la vitesse et le rendement de la réaction.

La lipase « Novozym 435» est utilisée comme catalyseur pour la synthese du
dodécanoate de glucose dans les liquides ioniques. L'effet de la température sur le rendement
de la réaction montre que lorsque la température est de 55 °C, le rendement en dodécanoate
de glucose est le plus élevé. Ces données indiquent que I'enzyme perd son activité a des

températures plus élevées [137].
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Pour la synthese enzymatique des esters de glucose, il y’a des recherches qui sont
rapportées que lorsque la température de réaction augmentait de 35 °C a 50 °C, l'activité

enzymatique augmentait.

Akos et coll. (1998a) ont étudié I'effet de températures comprises entre 5 et 60 °C sur
la synthése sélective du 1,6-diacylfructofuranose en utilisant du Novozym 435 dans de
I'acétone. Ces auteurs ont montré que l'augmentation de la température augmente la vitesse
initiale et la conversion du fructose. De plus, lorsqu'on augmente la température, on obtient
une meilleure sélectivité en monoesters, sans doute due a la solubilité accrue du fructose dans
I'acétone [138].

11.6.3.6 Effet de temps de contact :

La durée de contact peut jouer un réle crucial dans la réaction de sucroester, que ca
soit dans I’aspect transfert de matiére ou dans I’aspect cinétique. Lorsque la réaction se
déroule, elle nécessite un certain temps pour que les réactifs interagissent et se transforment
en produits. Ce temps de réaction peut varier en fonction de plusieurs facteurs tels que la

température, la concentration des réactifs et la présence de catalyseurs.

En général, une augmentation du temps de réaction peut favoriser la formation de
produits desirés. Cela peut étre di a une meilleure conversion des réactifs ou a une réaction
plus compléte. Cependant, il est important de noter que cela dépend également des conditions
spécifiques de la réaction. Dans certains cas, une réaction prolongée peut entrainer la

formation de sous-produits indésirables ou une dégradation des réactifs [91].

11.6.3.7 Rapport molaire (accepteur/donneur) :

Le rapport molaire des deux substrats réactionnels affecte de maniere significative la
réaction d'estérification. En effet, la solubilité d'un substrat dans le milieu réactionnel est
affectée par la concentration des autres substrats, puisque la dissolution du substrat affecte la

polarité du milieu réactionnel [139].

Il a été rapporté sur I'effet du rapport molaire sur la synthese des esters de glucose par la
lipase « Novozym 435 », que l'augmentation de la concentration d'acide myristique a un effet
inhibiteur sur la synthese du myristate de glucose [140]. Le tableau 11.9 résume quelques

sucroesters produits par voie enzymatique.
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Tableau 11.9 : exemples d’esters de sucre produits par voie enzymatique.

Conditions
sucroester | Sucre Acide Enzyme | Solvant | tempset | Rendement| Réf
température %
Oleate de Acide Lipozyme | Méthyle 6h
fructose | Fructose | oléique de Mucor -2 50°C 50 127
miehei butanol-
immobilisée 2
Stéarate Butyl Acide Lipozyme R n- 3 jours
de glucose | Glucose | stéarique (novo) hexane 70°C 80 125
Immobilisée
Acide Lipozyme | Milieu 24h
Caprylate | Fructose | caprylique | de Mucor fondu 60°C 25 141
de miehei
fructose immobilisée
Oleate de Acide lipase de | Benzéne 48h
glucose | Glucose | oléique Candida et 55°C 6a52 142
antarctica | pyridine

11.7 Domaines d’application des esters de sucres :

Les esters de sucre et d'acide gras sont vraiment captivants en raison de leurs propriétés

physico-chimiques, tensioactives et organoleptiques. Ces tensioactifs sont issus de sources

naturelles végétales ou animales, ce qui les rend renouvelables et respectueux de

I'environnement. C'est pourquoi on les retrouve de plus en plus dans des applications

alimentaires que non alimentaires [105].

11.7.1 Applications dans le domaine alimentaire :

11.7.1.1 Boissons :

Les esters de saccharose sont principalement utilisés comme agents de dispersion et

dissolution dans les boissons, leur aspect doit rester inchangé complétement transparent. Ces

composeés s'adsorbent facilement sur les particules minérales ou vitamines, empéchant ainsi
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leur précipitation. Cela nous permet de considérer, par exemple, concevoir des boissons riches

en calcium ou des solutions enrichies de vitamines liposolubles, comme la vitamine E.

Aussi, les esters de saccharose peuvent dissoudre et disperser les molécules

aromatiques, et les agents conservateurs [84].

11.7.1.2 Mayonnaises :

La stabilisation dans les mayonnaises qui sont également des émulsions de type
« huile dans I'eau » est traditionnellement assurée par la Iécithine du jaune d'ceuf. Au niveau
industriel, les sucroesters sont fabriqués a partir d'acide palmitique et utilisés dans la

préparation, voire méme remplacer en partie le jaune d’ceuf [84].

11.7.1.3 Produits laitiers :

Les sucroesters dans ce domaine, sont principalement utilisés pour stabiliser des
émulsions "huile dans I'eau”, qui sont des produits contenant une phase lipidique discontinue
(sous forme de gouttelettes) dans une phase aqueuse continue, comme des laits condensés, la
creme patissiere, la creme chantilly, des glaces. Dans ces deux derniers cas, il y a une phase
additionnelle car de l'air a été ajoute, et il est envisageable que les sucroesters interviennent

également a l'interface air/eau, créant ainsi une mousse stable.

En plus de leurs caractéristiques émulsifiantes, ces produits ont aussi des propriétés de
dispersion des sucroesters et dans le cas des desserts congelés, de leur capacité a stopper la
formation de cristaux de glace. De cette maniere, la phase de solidification conduit a la

formation de cristaux plus petits [84].

11.7.1.4 Patesetriz:

En raison de leur teneur élevée en amidon, ces produits ont tendance a former un gel
collant lors de leur transformation ou de leur utilisation. En réduisant I'¢lution de I'amidon
dans l'eau, l'ajout d'esters de saccharose permet d'éviter ce phénoméne aussi bien au stade
industriel gu'aux niveaux de consommation actuels. On évite ainsi une adhérence excessive
du mélange a la matiére lors de la fabrication des pates ou une agglomération des grains de riz
lors de la préparation industrielle. 11 en va de méme pour ce qui est proposé aux

consommateurs, comme le riz (antiadhésif) [84].
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11.7.1.5 Biscuits :

Durant le processus de fabrication, les esters de saccharose favorisent 1’émulsification
des graisses et la dispersion des ingrédients. De plus, le mélange ne collera pas trop a la
machine. Pendant la cuisson, ils assurent la fermeté des cookies. lls assurent également de
meilleures propriétés sensorielles, et texturales suite a l'uniformité des particules dans les

melanges [84].

11.7.1.6 Produits a base de cacao et de chocolat :

Les esters de saccharose se sont révélés efficaces pour prévenir 1’oxydation des
graisses, la séparation de I’huile et la cristallisation du sucre. Ils aident également a conserver
la forme et ’apparence du chocolat, notamment lorsqu’il est exposé a la chaleur et a

I’humidité. De plus, ils contribuent a réduire la viscosité de la qualité du produit [143].

11.7.1.7 Génoises :

L'incorporation de sucroesters simplifie la préparation de ces gateaux, qui repose
principalement sur l'ajout d'air a la pate, en réduisant le temps de battage requis pour obtenir
un taux d'incorporation optimal. Ils ont un impact sur I'expansion de la pate a un impact
positif sur l'obtention de produits plus gonflés et plus tendres. La texture a egalement été
améliorée, l'apparence est plus uniforme. Ces conséquences sont plus prononcées lorsque la
HLB est élevée. Toutefois, la maniére d'incorporation est cruciale car I'ajout de sucroesters est

plus efficace lorsqu'ils sont incorporés sous forme hydratée et en quantité restreinte [84].

Le tableau 11.10 donne quelques applications des sucroesters liées a des fonctionnalités

specifiques.
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Tableau 11.10 : Quelques applications des sucroesters dans le domaine alimentaire [88].

Fonction Application

Emulsification huile / eau Blanchisseurs pour café, mixes pour crémes
glacées, boissons a base de lait, bonbons

Foisonnement Créme fouettée
Emulsification eau / huile margarines, pate a étaler a base de matiére grasse
Solubilisation Boissons
Modifications cristallines Margarines, pates a tartiner
Activité antimicrobienne Produit conserve : boissons a base de café et de thé
Lubrification Bonbons, chewing-gum, biscuits

11.7.2 Applications dans les domaines pharmaceutiques et médicaux :

Les esters de sucre sont privilégiés pour leur utilisation comme emulsifiants dans
I’industrie pharmaceutique en raison de leur innocuité pour la peau et les muqueuses.
Contrairement aux émulsifiants polyéthoxylés, ces molécules ne réduisent pas 1’activité des

composes phénoliques et antibiotiques.

La synthese d'esters de sucre peut également étre utilisée dans le domaine meédical. En
effet, Battaglia et ses collegues [144]. Ont profité de la présence de transporteurs de glucose
dans le sang, en greffant de l'acide kynurénique sur le glucose. La migration de ce dernier du
sang vers le cerveau a été améliorée. Cet acide a un potentiel anticonvulsivant. 1l a également
été démontré que les esters de sucre et l'acide valproique réduisent l'intensité des crises
d'épilepsie [145]. Par ailleurs, il a été noté que les microémulsions stabilisées par les esters de

saccharose constituent des auxiliaires intéressants dans le transport transdermique [123].

11.7.3 Détergents :

Il existe deux domaines principaux, les cosmétiques a rincer (shampooing, gel douche,
dentifrice et autres produits de lavage et d’hygiene) et les cosmétiques blancs (créemes pour le

visage, lotions, maquillage et autres produits de soins et autres produits de beauté) [146].

11.7.4 Produits cosmétiques

Les sucroesters sont tres prisés dans les produits cosmétiques en raison de leur nature

inoffensive, car ils sont facilement métabolisés, biodégradables et ne provoquent pas
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d'allergies ou d'irritation de la peau. Ils ne détruisent pas les lipides de surface et ne perturbent
pas le pH de la peau. Leur neutralité permet de les combiner avec d'autres surfactants, ce qui
réduit leur agressivité. Les dérivés de saccharose, en particulier les acides gras mono- et long-
chaines, possédent des caractéristiques hydratantes et émulsifiantes exceptionnelles, créant a
film lipidique poreux sur la surface de la peau, améliorant la souplesse et procurant une
sensation plaisante. On les retrouve fréquemment dans les cremes et gels, et on les utilise
également comme dispersants pour des substances insolubles dans divers produits, tels que les

produits de soin des yeux et des levres [84].

11.7.5 Applications comme fongicides et insecticides :

Les esters de sucre sont biologiquement actifs, Rikhakova et coll ont montré que les
esters de saccharose et de glucose ont une activité antimicrobienne. Ceci est particulierement
évident dans le cas des monoesters. Dans ce cas, l'acide gras greffé sur le fragment sucre est
I'acide n-dodécanoique. En utilisant comme modele les esters de saccharose naturels présents
sur les feuilles de tabac, il a été envisagé la synthése d’esters de sucre ayant une activité
insecticide [147].
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INTRODUCTION :

L’objectif de cette partie est de mettre la lumiére sur le pouvoir catalytique d’une lipase
végétale extraite a partir de graines de Ricin « Ricinus communis » dans la synthése d’un

composé a haute valeur ajoutée.

La méthodologie consiste a extraire I’enzyme de la purifier et de la conditionner sous
forme immobilisée. Par la suite, une méthode d’optimisation sera adoptée dans le but de
sélectionner les conditions les plus favorables pour obtenir un rendement maximal du

processus d'acylation du sucre par I’acide gras.

Une fois les conditions optimales pour la réaction de synthése déterminées, les produits
de synthese sont isolés et purifiés afin que les caractéristiques structurelles et fonctionnelles

des esters de sucre puissent étre déterminees.
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I1l. MATERIEL ET REACTIFS:
1.1 MATERIEL:

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

de cette étude sont présentés dans Le tableau I11.1 suivant :

Tableau I11.1 : Equipements utilisé au cours de I’étude.

Equipements La marque de matériel
Agitateurs BANTE
Centrifugeuse Hettich
Balance électronique Sartorius
pH métre HANNA instrument
Spectrométre IR FTIR 8400 SHIMADZU FOURIER
Tensiomeétre KrussGmbH, Germany
Vortex Heiddolph
Homogénéiseur IKA modeéle T 18 basic (ULTRA TURRAX)
Etuve Memmert
Microscope optique Optika
111.2 Réactifs:

Les réactifs utilisés dans cette étude sont les suivants :

111.2.1 Enzyme :

Dans le présent travail, la lipase (EC. 3.1.1.3) utilisée est de source végétale extraite a
partir les graines de ricin « Ricinus communis L », car elle est facilement isolée par un simple
broyage, et elle est capable d’hydrolyser efficacement les triglycérides a longues chaines

d’acide gras (comme acide oléique).
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111.2.2 Substrats :

Deux types de réactions enzymatiques ont été étudiés dans ce travail. Selon chaque type
de réaction, on cite les réactifs utilisés :

a. Réaction d’hydrolyse :
La réaction d’hydrolyse des lipides a été choisie comme réaction type pour la mesure de

I’activité enzymatique de la lipase, la source de lipides est ’huile d’olive.

- Huile d’olive artisanale :

L’huile d'olive est principalement composée de matiéres grasses, a hauteur d’environ
99%. Cette composition en matieres grasses est majoritairement constituée de triglycérides,
qui sont des esters de glycerol et d'acides gras. Les acides gras présents dans I'huile d'olive
varient en types et en proportions. Lorsque des triglycérides sont dégradés, les acides gras qui
les constituaient sont détachés et errent librement dans I'huile : ils sont alors dits « Acides gras

libres ». Leur pourcentage dans I'huile est ce que I'on appelle « acidité » de I'huile [65].
Les caractéristiques typiques de I'huile d'olive sont représenté dans Le tableau 111.2 suivant :

Tableau I11.2 : Principales caractéristiques de I’huile d’olive [148].

Caracteristiques Valeurs
210 °C

point de fumée

0,92 g.cm-3
Densité

900 kcals pour 100 grammes
apport calorique

278,6 g/mole
Masse molaire moyenne

Donc nous avons utilisé I'huile d'olive dans notre travail car la lipase de ricin a une
affinité élevée pour les huiles végétales riches en acides gras insaturés comme I'huile d'olive
[30].
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- Solutions tampons :

pH 7 qui est préparée avec une solution de KH,PO, et de NaOH, Donc en utilisant une
solution tampon avec un pH de 7 dans le test de I'activité enzymatique de la lipase végétale,
cela permet de maintenir un environnement optimal pour l'activité de I'enzyme. Ce pH
spécifique permet d'assurer que I'enzyme fonctionne efficacement et libere les acides gras
attendus lors du test.

b. Réaction de synthese :
L’objectif de cette étude est de réaliser la synthése d’un sucroester. L’oléate de
saccharose formé a partir d’acide oléique et de saccharose est pris comme exemple de ce type
de syntheses. Les principaux composants du milieu réactionnel sont I’acide gras, le sucre et le

solvant :

» Acide gras :
- Acide 0|éiQU€(C18H3402) .

L'acide oléique est le principal acide gras présent dans I'huile d'olive, représentant 55 a
83% de sa composition. Cela en fait une source abondante et renouvelable pour la synthése de
sucroesters qui peuvent améliorer la solubilité et la stabilité des sucrosters. L'acide oléique est
un excellent candidat pour la synthése enzymatique de sucroesters grace a sa disponibilité
dans I'huile d'olive, sa compatibilité avec les sucres en formant des liaisons ester lors de cette
synthese enzymatique. Par ailleurs, les propriétés tensioactives de 1’oléate de saccharose est

parmi les raisons motivant le choix.

> Sucre:

- Saccharose (C12 H2041) :

Notre sucre de table habituel, est un disaccharide constitué d’une unité de glucose et
d’une unité de fructose. Extrait de certaines plantes, principalement de la canne a sucre et de
la betterave sucriere, il est trés largement utilisé dans différents domaines (alimentation et la
synthese organique). En raison de sa structure moléculaire, le fragment polaire de saccharose

sert d’extrémité hydrophile ce qui le rend soluble dans les solvants polaires.

54



PARTIE EXPERIMENTALE 2024

» Solvant :
- Acétone (C3 Hg O):

L’utilisation de I'acétone comme un solvant dans la synthése d'esters de saccharose offre
des avantages significatifs en termes d'extraction, de purification, de rendement élevé, vu ses

propriétés physico-chimiques compatibles avec la synthése.

Tableau 111.3 : Réactifs chimiques utilisées au cours de la synthése de surcroester.

Réactifs Fournisseur | Masse molaire | Température | Densité | Solubilité
(g/mol) d’ébullition
o /ml
°C) (g/ml)
Acétone Riedelde 58,08 56.05 0.78 Soluble
Haén. dans ’eau
Acide Laboratoires 282,46 194 0.89 soluble
oléique Humeau dans huile
d’olive
Saccharose Riedel de 342,2965 100 1.58 Soluble
Haén. dans I’eau
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111.3 METHODES EXPERIMENTALES :
111.3.1 Préparation de la lipase :
Afin d'utiliser la lipase de « Ricinus communis L » dans cette étude, il est nécessaire de

mener une série d'étapes préparatoires, commencant par I'extraction et la purification, et se

terminant par la mise en évidence et la mesure de I’activité.

111.3.2 Extraction de la lipase brute :

Les graines de ricin décortiquées ont été broyées a l'aide d'un pilon et d’un mortier.
Ensuite, le mélange obtenu est filtré a travers une bande a gaz pour éliminer les grosses
particules peu ou mal broyées. Le produit final de ce processus est un extrait enzymatique
brut de lipase. Les étapes de broyage, de filtration d’extrait enzymatique sont représentées sur

La figure 111.1 :

< I[:|| Filtration

Figure 111.1 : Protocole de préparation de la lipase de Ricin.

111.3.3 Purification partielle de la lipase :

Pour obtenir un extrait enzymatique pur, l'extrait brut subira un processus de
purification pour éliminer tout contaminant ou substance potentiel susceptible de provoquer
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des modifications (comme les lipides, les protéines, les sels minéraux, etc....). Parmi les
différentes méthodes disponibles pour la separation des protéines et des enzymes, la

précipitation a I’aide de solvants organiques est une approche simple et couramment utilisée.

L’acétone a été choisie comme un agent de précipitation puisque il est relativement peu
couteux et il est disponible sous une forme pure avec peu de contamination qui peut inhiber

ou empoisonner I’enzyme [150].
» Mode opératoire :

- L'extrait brut de lipase a été partiellement purifié par précipitation a l'acétone.
- Toutes les étapes d'isolement enzymatique ont été réalisées a 4 ° C.
- Trois volumes d'acétone glacée sont ajoutés goutte a goutte a un volume de solution
aqueuse de lipase brute, laissée sous agitation dans un bain de glace pilée.
- Une fois complétement rempli d’acétone, laisser le mélange (extrait brut acétone) au
réfrigérateur a 4 °C pendant 2 h, 1l se forme alors un précipité blanc.
- Sarécupération se fait par centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes.
- Le culot résultant a été séché a température ambiante et la poudre résultante était un
extrait enzymatique de lipase partiellement purifiée (EEPP).
Les lipases semi-purifiées sont souvent stables et doivent genéralement étre conservees
dans des récipients en verre, étroitement enveloppés dans du papier d'aluminium et dans des
conditions qui les protegent de la dégradation chimique et biologique. La lipase partiellement

purifiée peut étre conservee a 4°C au réfrigerateur pendant plusieurs semaines [151].

Les etapes de purification sont récapitulées dans La figure 111.2 :
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Figure 111.2 : Technique de purification partielle de la lipase brute par précipitation a I’acétone.

111.3.4 Mesure de Pactivité enzymatique :

L'activité lipasique (AL) est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour
produire (Immol) d'acides gras libres par minute a partir de ’hydrolyse des corps gras. Elle

est déterminée par titrage d'émulsions d'huile d'olive [152].

Le test de la lipase est réalisé dans des conditions standards (température ambiante, pH = 7) et

le milieu réactionnel utilisé est préparé selon les étapes suivantes [153] :
Dans deux erlenmeyers introduire :

- 0,5ml CaCl, (0,02 M),
- 3 ml solution tampon pH 7,
- 5ml d’huile d’olive,
— Le premier erlenmeyer est utilisé comme un témoin,
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— et on ajoute dans le deuxiéme erlenmeyer 0.5g de lipase,

- Déclencher la minuterie aprés I’injection de 0.5 g de lipase Aprés 30 min stopper la
réaction en ajoutant 5 ml d’'un mélange acétone/éthanol (vol/vol),

- Ajouter quelques gouttes d’indicateur coloré (phénolphtal€ine),

- Titrer le milieu avec une solution de NaOH (0,1 M),

- L’activité enzymatique sera déterminée par la relation suivante :

AE= (Ve — Vi) * C * 1000/ t

Avec :

AE : activité enzymatique (nmol /min) ou (Ul)
Ve : volume de NaOH avec catalyseur (ml).
V1t : volume de NaOH sans catalyseur (ml).

C : concentration de NaOH (M).

t : temps de réaction par (min)

Remarque : Cette grandeur peut étre rapportée a la masse d’enzyme utilisée pour obtenir

I’activité massique.
On aura donc : AEm = AE/m (Ul/g)

111.3.5 Préparation de la lipase immobilisée :

Compte tenu des colts de purification parfois élevés, I'immobilisation d’enzymes est
une solution idéale pour rendre économiquement viable I’utilisation des enzymes. D’autre
part, la réutilisation et la stabilisation des enzymes sont des facteurs importants pour une mise

en ceuvre de procédes en continu a 1’échelle industrielle [153].

Les techniques d'immobilisation consistent a encapsuler I'enzyme dans un support semi-
perméable qui empéche l'enzyme de quitter le support tout en permettant le passage du
substrat et du produit, L’incorporation d’enzymes dans des polymeéres d’alginate est 1'une des
méthodes classiques pour immobiliser les enzymes, Il s'agit d'une technologie qui retient les

enzymes tout en les imprégnant dans le substrat, L'alginate est un matériau non toxique,
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rentable et polyvalent doté d'une stabilité thermique améliorée ainsi que d'une stabilité

enzymatique et de propriétés fonctionnelles.

La réticulation des molécules d’alginate de sodium en présence de 1’agent réticulant
I’ion calcium (Ca*?), conduit a la gélification du mélange. L’efficacité de I’immobilisation de

la lipase dépend des concentrations de ces deux constituants.

Dans cette étude, I’alginate de sodium a été utilisé pour immobiliser la lipase de Ricin

en présence de cations calcium [154].

» Mode opératoire :

L'immobilisation de la lipase de « Ricinus communis » par confinement dans 1’alginate de

calcium a été réalisée a température ambiante, selon le protocole suivant :

dissolution sous agitation de 0.2 g de I'alginate de sodium dans 10 ml de solution

enzymatique (0.5 g de la lipase dans10ml d’eau distillée),

- Le mélange lipase/alginate de sodium est agité jusqu'a formation d'une solution
homogeéne visqueuse,

- Laisser le mélange pendant 30 min pour éviter les bulles d'air, qui feraient flotter les
billes a la surface de la solution de CaCl,,

- Verser goutte a goutte le mélange lipase/alginate dans 50 ml de solution de
CaCl,(0,2M) a l'aide d'une seringue10 ml,

- Les perles se forment rapidement et sont agitées pendant 1 heure,

- Les billes ont été collectées, rincées a l'eau distillée et conservees a 4°C dans un
tampon pH = 7.0,

- Les spheres formées sont de la lipase immobilisée,

La figure 111.3 ci-dessous récapitule toutes les étapes d’immobilisation :
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Dissolution de'LPP Prinaraton es bl billes conservées a
dans 10 ml de ED + P ians ol 4°C dans un tampon
alginate de sodium pHT0.

Figure 111.3 : Etapes d’immobilisation de la lipase dans I’alginate de calcium.
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I11.4 RESULTATS ET DISCUSSIONS :
111.4.1 Mise en évidence de ’activité lipasique :

L'activité enzymatique de la lipase est essentielle pour catalyser I'nydrolyse des esters
glycéridiques en milieu aqueux. Les lipases sont des enzymes hydrosolubles, sont spécialisées
dans la transformation des glycérides a longue chaine en glycérol et acides gras, jouant un
role crucial dans le métabolisme des triglycérides. Elles sont actives sur une large gamme de
pH et de températures, conservant une activité significative a des valeurs variées.
Expérimentalement, la recherche d’une fonction enzymatique peut étre réalisée par

I’observation de la disparition d’un substrat ou de I’apparition d’un produit [2].

Les méthodes de dosages d’activités lipolytiques sont variées. Chacune de ces
techniques peut étre appliquée a des besoins précis. Il faut prendre en compte la sensibilité du

test, la disponibilité du substrat, son coft et la facilité de la mise en ceuvre du dosage [155].

Pour notre cas, la methode de dosage titrimétrique pour le dosage des acides gras libérés

apres hydrolyse parait étre la plus appropriée.

Activité enzymatique de la lipase semi-purifiée : réalisée dans des conditions standard

(température ambiante, pH = 7)

AE =15 umol/min ou 15Ul

Remarque : La valeur obtenue est 1’activité initiale pour 0.5g de poudre de lipase de ricin.

Ce qui correspond a AEm = 30U1/ g de lipase.

Aprés conservation pendant quelques jours, il a été constaté que 1’activité avait diminué

jusqu’a 12U, ce qui pourrait étre di a :

= [|nactivation partielle de lI'enzyme par le milieu : suite au changement des conditions
optimales de température, pH etc.....

= Instabilité de I’enzyme : suite aux changements brusques de température entre le lieu
de conservation et les conditions au sein du laboratoire.

= Dégradation enzymatique : Les enzymes peuvent étre dégradées par d'autres enzymes
protéolytiques présentes dans le milieu, ce qui réduit progressivement leur
concentration active.

FU ET COLL. (1995) ont démontré que d’autant plus qu’une huile contient des acides

gras insaturés, plus I’hydrolyse des triacylglycérols n’est rapide. L'huile de soja et I'huile
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d'olive (qui sont hautement insaturées) s’hydrolyse plus rapidement que les autres huiles.
Compte tenu de leur facilit¢ d’hydrolyse, les huiles hautement insaturées permettent une
hydrolyse compléte en utilisant des concentrations d’enzymes et des temps de réaction réduits
[30].

111.4.2 Purification partielle de la lipase :

L'objectif de la progression de la purification est d’atteindre une activité maximale et
une pureté maximale de I'enzyme. Alors, plus I’enzyme est pure, plus Iactivité spécifique est
élevée .1l est trés important d'éliminer les molécules contaminées a partir du mélange
complexe pour exclure I'enzyme pure en utilisant une méthode appropriée car les activités des
enzymes purifiées sont considérées comme plus importantes a des fins biotechnologiques
[155].

Le facteur de purification est le nombre de fois qu'on a pu concentrer lactivité

spéecifique (par rapport a la premiere étape).

L'enzyme a été caractérisée pour verifier les conséquences de la température, du pH, du

substrat et des activateurs ou inhibiteurs sur la stabilité de I'enzyme [156].

Parmi les différentes méthodes disponibles pour la séparation des protéines et des
enzymes, la précipitation a ’aide de I’addition d’un solvant organique neutre (non chargée)
miscible a I’eau en particulier le méthanol, I’éthanol, le butanol et ’acétone. Ce qui diminue
la solubilité¢ dans I’eau de la plupart des protéines globulaires de telle sorte qu’elles peuvent
précipiter dans la solution (risque de dénaturation).Le role du solvant est d’affaiblir la liaison
entre I’eau et la protéine et encourager donc les liaisons entre protéines qui s’agglomerent et

précipitent [86].

111.4.3 Préparation de la lipase immobilisée

La lipase est attachée au maillage du gel d'alginate de calcium et I'enzyme est ajoutée
avant que le gel ne polymérise. Cette technique d'immobilisation du complexe d'inclusion est
généralement plus stable lorsque l'enzyme est piégée dans le réseau tridimensionnel de la
matrice. La grille de la matrice assure la rétention des enzymes de maniére purement physique
et permet la diffusion du substrat. Les billes ainsi obtenues sont sphériques, rigides et stables

chimiquement et mécaniquement. Leur diamétre moyen est de 3,5 mm.

L'alginate de sodium est un polymére constitué d'unités répétitives régulieres appelées

monomeéres (formule chimique NaCgH-,0¢) liées entre elles pour former des chaines.
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Figure 111.4 : Structure de polymere d alginate de sodium.

L’alginate de sodium est donc une longue chaine comportant beaucoup de charges
négatives par la présence de groupements carboxyles CO, dont la charge est contrebalancée

par la charge positive de ’ion sodium Na*afin d’avoir une molécule neutre.

Lorsque l'alginate de sodium rencontre le calcium, les ions calcium Ca,*déplacent les
ions sodium. Les ions calcium sont divalents (doublement chargés positivement) et chaque
ion calcium peut interagir avec deux charges négatives et donc avec deux groupes CO,,
formant ainsi un réseau et une agrégation ultérieure, car les ions calcium peuvent le relier a
deux chaines d'alginate. En effet, le calcium va se déplacer vers le centre de la sphére si bien
qu'a la longue la sphére va se gélifier complétement. La polymérisation des chaines d'alginate
forme un gel et le liquide contenant l'alginate s'épaissit et durcit, c'est ainsi que se forme la

peau flexible a la surface de nos sphéres [65].

Figure I11.5 : Structure des polyméres alginate de calcium.

Le chlorure de calcium agit comme gélifiant et les billes deviennent durs. Un film de gel

se forme immédiatement a la surface de la gouttelette et s’épaissit vers I'intérieur. En effet, le
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calcium va se déplacer vers le centre de la sphére si bien qu'a la longue la sphere va se gélifier
completement. Nous avons donc obtenu des spheres a noyau liquide donc une concentration

de 0,5 M est suffisante pour une activité enzymatique maximale de la lipase immobilisée.

Pour la suite de I’étude, I'immobilisation de la lipase de « Ricinus communis » a été
effectuée en utilisant une concentration de 0.2M d’alginate de sodium comme support

d’immobilisation gélifi¢ dans 0.5 M de chlorure de calcium.

Plusieurs études ont évalué l'efficacité de I'immobilisation de la lipase (MALCATA et
al. 1990 ; Malcata et al. 1991 ; LILJA-HALLBERG et al., 1995 ; BALCAO et al., 1996 ;
WEN-WEI et al., 2005). En 1996, SANCHEZ et al. Le comportement cinétique de la lipase
cylindrique soluble de Candida a été compare a des formes immobilisées sur differents
supports. Les enzymes immobilisées catalysent I'hydrolyse et I'estérification, ont une

meilleure affinité pour leurs substrats, mais sont plus lentes que les enzymes libres.
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IV. Méthodes expéerimentales:

L’application de la catalyse enzymatique dans les procédés chimiques présente
plusieurs avantages. Il réduit Il'utilisation de produits dangereux dans l'environnement,
réduisant ainsi les codts d'‘élimination. Les enzymes offrent également des avantages
distincts en raison de leur spécificité, de leur biodégradabilité et de leurs limites en matiere
de formation de sous-produits. Pour que les enzymes soient des catalyseurs industriels
fiables et durables, elles doivent répondre a certains critéres, les enzymes doivent étre
compatibles et stables. Au niveau fonctionnel, la stabilité des enzymes limite souvent leurs
applications pratiques. D'un point de vue industriel, les biocatalyseurs immobilisés

présentent une stabilité prouvée [157].

IV.1 Synthese d’un sucroester :

Dans notre travail, on s’intéresse a la syntheése des esters de saccharose comme produit a
haute valeur ajoute, issu d’une réaction d’estérification entre le saccharose et I’acide oléique,
en présence de la lipase du « Ricinus communis » immobilisée dans I’alginate de sodium dans
un milieu organique et sous des parametres controlés de température et de temps. La réaction
de synthese presentée dans La figure 1V.1, est une réaction équimolaire (1 mole Sucre + 1

mole d’acide gras).

( OH 6 OH H,0 0 . ,OH 6 OH
My o e - ) (i'|* P
| ) \ I
ol 2 A XKi o o o Ol
He & 0 ,  Lipase | \
\H()/f ~0OH H )L H,0 H
OH }'1 HO H R”HO H
Saccharose Acid Oléique Monooleate de saccharose

Figure V.1 : Schéma de réaction d’estérification de saccharose [135].

L’acylation enzymatique du saccharose avec ’acide oléique implique une réaction

d’estérification catalysée par la lipase immobilisée du « Ricinus communis ».

Pendant I’estérification, les groupes hydroxyle (-OH) du saccharose impliquées dans
une attaque nucléophile sur le groupe carboxyle (-COOH) de I’acide oléique activé, subissent
une réaction de condensation. Cela signifie que I’'une des molécules d’eau est éliminée en tant

que sous-produit, et une liaison ester est formée entre les deux molécules. Ce Processus

66



PARTIE EXPERIMENTALE 2024

Aboutit a la formation de 1’oléate de saccharose. Ce produit est un tensioactif non ionique

caractérisé par des proprietés uniques et utilisés dans divers application industrielles [124].

Pour optimiser la performance du processus d’acylation, les effets de différents
parameétres, tels que la nature de donneur d’acyle (sucre), le rapport molaire de réactifs et
I’activité enzymatique de la lipase, ont été analysés pour déterminer les conditions optimales

de la réaction.

IV.2 Optimisation de la synthése d’ester de saccharose :

Plusieurs expériences ont été menées afin de fabriquer un ester de saccharose, afin
d'obtenir un taux élevé d'ester de saccharose, les parametres du procédé ont été améliorés en
utilisant des expériences mono-factorielle, c'est-a-dire en étudiant l'effet d'un seul facteur a la
fois, afin de déterminer la valeur optimale et de la fixer comme valeur pour la suite de I'étude.

Les facteurs et les intervalles de 1’étude sont présentés dans Le tableau V.1 :

Tableau IV.1 : Représentation des différents facteurs de réaction et leurs valeurs

Les facteurs Les valeurs
Le solvant (acétone) 5ml
donneur d*acyle (acide oléique) 0.5 a 2 mmol
Activité de I'eau (AE) 0,099 4 0.35
Température 25460 °C
temps de réaction 30 min a 3h
Agitation vitesse 400 tr/min.
lipase 0.25a1.25¢g
Rapport molaire (d’accepteur acyle : 1 / 0.5 a1 /2
donneur d’acyle (mmol/mmol)
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» Mode opeératoire de la synthése :

- Dans un Erlenmeyer fermé par un bouchon en verre,

- Un mélange équimolaire (Lmmol) d'acide oléique et de saccharose a été dissous dans 5
ml de solvant organique (acétone),

- L'activité initiale de I'eau (AE) du mélange réactionnel a été ajustée a 0.099,

- Aprés avoir ajouté la lipase immobilisée, le mélange réactionnel a été agité avec un

agitateur magnétique a 50 °C pendant 2 h.[65]

La figure 1V.2 Représente le montage de synthese d’ester de saccharose.

Figure 1V.2 : Montage de synthése d’ester de saccharose.

IV.3 Rendement d’acylation :
L'avancement de la réaction d'acylation (réponse d’optimisation) a été suivi en mesurant
le taux de conversion des acides gras. La concentration décroissante en acides gras est estimée

par la méthode de titrage a la soude NaOH (0.1 M) en présence de phénolphtaléine [158].

— Expériences en double : Chaque expérience a été répétée deux fois pour garantir la
fiabilité des résultats.
— Tests blancs : Des tests de contrdles (sans enzyme) ont été réalisés pour déterminer

I'acylation non enzymatique.

68



PARTIE EXPERIMENTALE 2024

— Calcul du rendement : Le pourcentage de conversion des acides gras en produits

acylés a été déterminé par 1’équation suivante (EQ.1) :

(nt— ne )*100

Conversion d’acide gras (%) = i b (Eq.1)

Avec :

nt : nombre de moles d’acide gras du témoin (mmole).
ne : nombre de moles d’acide gras résiduel (mmole).
Nni : nombre de moles initiale d’acide gras (mmole).

IV.4 Résultats et discussion :
IV.4.1 Le choix de solvant :

Avant de lancer la synthése, il nous a semblé important de déterminer le meilleur
solvant, notamment au niveau de la solubilisation des substrats. Le probléeme associé au choix
est que le solvant doit a la fois solubiliser le sucre (polaire), I’acide gras (apolaire) ainsi que
I’enzyme sans la dénaturer. En effet, en présence de certains solvants I’enzyme peut étre
dénaturee, ou partiellement inhibée, provoquant ainsi une diminution de la productivité et du
rendement final de conversion des substrats. D’autres critéres peuvent dicter ce choix tels

que : la faible toxicité, la stabilité chimique et le cout.

Notre choix s'est porté sur ’acétone, I'un des solvants organiques les plus utilisés dans
la synthése des sucroesters pour dissoudre les réactifs et favoriser la réaction chimique. Car il
a l'avantage de solubiliser de maniere particulierement rapide le sucre et I’acide gras, et parce
qu'il est miscible avec I'eau. Il agit en tant que milieu réactionnel pour permettre la formation
des esters de sucre et d'acide gras. D’un autre cOté, d’aprés certaines études, il a un effet
dénaturant limité vis-a-vis de la lipase de ricin. D’ailleurs il est fréquemment utilisé¢ durant la
phase de purification pour I’obtention de poudre de lipase [86].

Contribuant ainsi a la production efficace de ces composés pour différents secteurs,
I'acétone est un solvant volatil qui peut étre facilement éliminé aprés la réaction, permettant
ainsi d'obtenir des sucroesters purs. De plus, l'acétone a la capacité de dissoudre a la fois les

réactifs et les produits, facilitant ainsi la réaction chimique. Son utilisation peut également
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favoriser la réaction en diminuant la viscosité du mélange réactionnel, ce qui peut améliorer le
rendement de la synthése [61].

IV.4.2 Choix du sucre adéquat :

Le choix du sucre dans la synthése des sucroesters est un paramétre important qui
dépend de la solubilité du sucre, du type de sucre (saccharose, glucose, fructose, maltose...) et
du nombre de groupes estérifiés souhaités pour obtenir les propriétés désirées [91].

Pour avoir I’effet de la nature de sucre sur la conversion de I’acide oléique, quatre

expériences ont été réalisées avec 1’ajout de différents types de sucres disponibles dans le

laboratoire de chimie.

Les résultats des expeériences sont présentes dans La figure 1V.3 :
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Figure 1V.3 : Effet de la nature de sucre sur le rendement d’estérification de 1’acide

oléique en présence de la lipase de ricin.

Condition de réaction : Sucre = 1 mmol, Acide oléique = 1 mmol, a,, =0.099,
Masse de lipase immobilisée = 0.5 g, Agitation = 400 rpm, t = 2 h, T = ambiant, Acétone
=5ml

= Discussion des résultats :

La conversion la plus élevée de 1’acide oléique a été obtenue avec le maltose, 68%,

comme accepteur d’acyle, apres 2 heures, alors que presque aucun produit n'a été détecté avec
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le fructose. Ces résultats peuvent étre liés a plusieurs facteurs. Mais nous avons choisi le
saccharose (64%) car il peut étre facilement dissous dans l'eau tout en maintenant une

structure stable. Cela facilite son utilisation dans les proceédés de synthese. Il sert
d'intermédiaire chimique pour de nombreux agents émulsifiants et détergents. Les esters de
saccharose présentent des propriétés conservatrices d’ou la tendance a utiliser le saccharose

dans la synthese de sucroester a grande échelle [91].

En comparaison, le maltose est un disaccharide composé de deux molécules de glucose
liées par une liaison glycosidique. Bien qu'il soit soluble dans I'eau, il n’est pas aussi abondant
et bon marché que le saccharose. De plus, les propriétés techniques du maltose dans la
synthése de sucroester ne sont pas aussi bien documentées que celles du saccharose.

D'autres sucres comme le fructose, le mannitol, le sorbitol et la sorbose sont aussi
utilisés pour la synthése de sucroester, mais le saccharose reste le plus avantageux en termes
de disponibilite, de codt et de propriétés [160]. La nature du sucre peut également avoir un
effet sur les propriétés tensioactives du sucroesters. Ainsi, il a été reporté que plus le HLB de

sucroester est élevée plus il peut abaisser les tensions superficielles air/eau.

Par conséquent, le_saccharose a été fixé comme accepteur d’acyle pour la suite de
notre étude.
IV.4.3 Effet du rapport ngaccharose! Motcique:

L'effet des rapports molaires saccharose/acide oléique allant de 1/0,5 a 1/2 sur la
production de notre produit de 1’oléate de saccharose a été étudié sous des conditions

contrblées.

Les résultats seront affichés en La figure 1V.4
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Figure 1V.4 : Effet du rapport molaire sur la conversion d’acide oléique par la lipase de ricin.

Condition de réaction : Saccharose/Acide oléique = 1/0,5 a 1/2 mmol, a,, = 0.099,

Masse de lipase immobilisée = 0.5 g, Agitation = 400 rpm, t = 2 h, T = ambiant,

Acétone =5 ml.

= Discussion des résultats :

Le rapport molaire des deux substrats a un impact significatif sur l'efficacité de
conversion de l'acide oléique. Apres 2 heures, lorsque le rapport molaire des substrats est
passé de 1/0,5 a 1/1, l'efficacité de conversion de l'acide oléique est passée de 10% a 56%.
Une augmentation supplémentaire du rapport molaire [supérieur a 1/1 (56%)] n'a pas eu
d'effet positif sur la production d'oléate de saccharose, ce qui peut étre dd a I'effet inhibiteur

d'une concentration élevée d'acide sur l'activité enzymatique.

L'évolution du rendement de la synthése enzymatique de sucroesters en fonction de la
valeur du rapport molaire sucre/acide gras peut suivre deux types de profils. Avec la lipase de
« Rhizome corniére », par exemple, une augmentation du degré de conversion du fructose en
caprylate ou oléate de fructose est observée lorsque le rapport molaire diminue, c'est-a dire
lorsque la proportion d'acides gras dans le milieu augmente [146]. L'autre profil correspond a
la présence d'une valeur optimale de ce parametre. Ce résultat a été obtenu avec la lipase de

« Candida antartica » lors de la synthese d'oléate de méthyl-l-glucose (MUTUA ET AKOH,
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1993), de palmitate d'ascorbyle (RUMEAU et al. 1995) et d'oléate de fructose (COULON et
al., 1996) [160].

En effet, plus la quantité d’acide gras est élevée moins la conversion est important.
GILLES OLIVE ET GABRIRLA, ont indiqué que le ratio molaire fructose/ acide laurique a
une plus grande influence sur la conversion. En effet, plus la quantité d’acide est ¢levée moins
la conversion est importante, allant de 76 % pour un ratio 1/1 a seulement 33,6 % pour un
ratio 1/5 en passant par 59,0 % pour un ratio 1/2. [161] Dans notre cas, la lipase de ricin est
probablement inhibée par le donneur d’acyle ou bien par une limitation de la concentration de

saccharose dans le milieu, ce qui concorderait avec les travaux de SOULTANI et al [86]

Par conséquent, le rapport molaire 1/1 était maintenu comme optimal pour un

rendement de conversion plus élevé d’oléate de saccarose (56%0).

IV.4.4 Effet de la température :

Pour étudier l'effet de la température sur la conversion de I’acide oléique, la réaction
d'esterification a été realisée a différentes températures allant de 25 °C a 60 °C dans un bain

marie. L'effet de la température sur le rendement d'acylation est montré sur La figure 1V.5.
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Figure IV.5 : Effet de la température sur la conversion d’acide oléique par la lipase de

ricin.
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Conditions de réaction : Saccharose = 1 mmol, Acide oléique = 1 mmol, a,, =0.099,
Masse de lipase immobilisée = 0.5¢g, Agitation =400 rpm, t=2h, T=25°Ca 60 °C,

Acétone =5 ml.

= Discussion des résultats :

A partir des données présentées dans La figure 1V.5, nous voyons que le taux de
conversion est significativement affecté par la température. La conversion maximale obtenue
apres 2 h de réaction a 50 °C était de 66 %. La température affecte I'activité de I'enzyme, la
solubilité des réactifs et I'équilibre de la réaction. Le taux de conversion de l'acide oléique
augmente dans la plage de température de 23 a 50°C. Cette amélioration est due a une
augmentation simultanée de l'activité enzymatique et de la solubilité du réactif dans le milieu
réactionnel. Cependant, au-dessus de 50°C, l'enzyme sera partiellement inactivée ou inhibée,

ce qui entrainera une conversion réduite de I'acide oléique.

La diffusion du substrat dans I'enzyme affecte I'activité de lipase et elle est favorisée a
des températures élevées. Cependant, les températures excessives doivent étre évitées en

raison de la dénaturation de la lipase.

Pour la synthése enzymatique des esters de glucose, YU et al ont rapporté que lorsque
la température de réaction augmentait de 35 °C a 50 °C, l'activité enzymatique augmentait,

par conséquent le rendement augmente [142].

La méme température optimale a également été déterminée pour la lipase immobilisée
de «Mucor oryzae» lors de la synthese de I'octanoate et de l'oléate de fructose
(GUILLARDEAU et al. 1992 ; KHALED et al. 1992) [141].

ARCOS ET COLL. (1998a) ont etudié l'effet de températures comprises entre 5 et 60
°C sur la synthese sélective du 1,6-diacylfructofuranose en utilisant du « Novozym 435 » dans
de l'acétone. Ces auteurs ont montré que l'augmentation de la température augmente la vitesse
initiale et la conversion du fructose. De plus, lorsqu'on augmente la température, on obtient
une meilleure sélectivité en mono-esters, sans doute due a la solubilité accrue du fructose dans
I'acétone [138]

La température joue un r6le crucial dans la synthese de I'ester de sucre en milieu
organique tell que l'augmentation de la température accélére généralement la vitesse de
réaction car elle augmente I'énergie cinétique des molécules, permettant aux substrats de se

lier plus fréquemment au site actif de I'enzyme. Aussi La température influence également la
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viscosité du milieu réactionnel et la solubilité des substrats et produits, parameétres qui
affectent la diffusion des molécules vers le site actif de I'enzyme.

Basé sur ces résultats obtenus, la température a été fixée a 50 °C pour la suite de I’étude
IV.4.5 Activité de I’eau :

La conversion d’acides gras (acide ol¢ique) est fortement influencée par la présence
d’eau. Pour avoir I’effet de cet important facteur, cing expériences ont été realisees avec

I’ajout de différentes proportions d'eau distillée.

A la fin de ces expériences en évalue I’effet de I’activité de ’eau sur le la conversion de

I’acide oléique. Les résultats sont présentés dans La figure 1V.6 suivant :
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Figure 1V.6 : Effet de I’activité initiale de 1’eau sur le taux de conversion de I’acide

oléique par la lipase de ricin.

Condition de réaction : Saccharose = 1 mmol, Acide oléique =1 mmol, a,,_=0,099 a

0,35, Masse de lipase immobilisée = 0.5g, Agitation = 400 rpm, t = 2h,

T =50°C, Acétone =5 ml.
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= Discussion des résultats :

A partir des données présentées dans La figure 1V.6, nous constatons que la conversion
est significativement affectée par l'activité de I'eau. Apres un temps de réaction de 2 h, une
conversion maximale de 68 % a été obtenue dans 0,24 d’activité de I’eau. Ces résultats
peuvent s'expliquer par deux effets : l'effet de l'eau sur l'activité enzymatique et I'effet sur
I'équilibre thermodynamique de la réaction. En fait, les molécules d’eau participent a de
multiples liaisons hydrogéne et assurent une mobilité conformationelle a I’enzyme. Une petite
quantité d'eau dans le mélange réactionnel est essentielle pour maintenir l'activité
enzymatique, tandis qu'une augmentation de la quantité d'eau aura un effet néfaste sur
I'équilibre (en augmentant la teneur en eau, I'équilibre de la réaction se déplace vers
I'nydrolyse du ester, et donc le rendement d'acylation diminue. De plus, la présence d’eau peut
également affecter la progression des réactions enzymatiques en modifiant la solubilité de
certains substrats. Par exemple, lors de la réaction de synthese des esters de saccharose, la
présence deau au début de la réaction guide la synthése des esters car elle augmente la
solubilité du sucre afin que le potentiel de I'enzyme puisse étre utilisé efficacement pour la
réaction de synthése. Le niveau d’eau optimal doit étre maintenu tout au long de la réaction
[92].

Dans les premiéres études sur la biocatalyse dans les solvants organiques, lactivité

catalytique d'une enzyme était liée a la quantité d'eau liée a I'enzyme.

KIM et al. (2000) ont réalisant l'estérification par voie enzymatique d'acides gras avec
I’aglycéro phosphatidyl choline en milieu fondu et ont déterminé une relation entre l'activité
de l'eau du Lipozyme IM de Mucor miehei et la quantité de DMF utilisé comme co-solvant
organique dans le milieu de synthése. Ces auteurs ont montré que d'une part, de faibles a,, ne
permettent pas a I'enzyme d'avoir une bonne conformation pour la réalisation de la synthése.
D'autre part, un excés d'eau déplace I'équilibre thermodynamique dans le sens inverse de la
synthese (hydrolyse). Des conditions optimales de fonctionnement de cette enzyme ont été
déterminées. Ces conditions consistent a travailler avec 5 a 10% (v/p) de DMF et de maintenir

a,, du biocatalyseur a des valeurs de l'ordre de 0.3 4 0.6 [162].

THANONGSAK et al, ont trouvés le rendement maximal en ester formé a partir de
glucose et de PFAD (94,1% d'acide palmitique) par la lipase « Antarctica C », avec une

activité de ’eau de 0,07 dans l'acétone [163].
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L'eau joue un rdle trés important dans la synthese de l'ester de sucre en milieu
organique. Si d’une part une accumulation d’eau produite par la réaction force I’équilibre
réactionnel vers I’hydrolyse, au lieu de vers la synthése d’esters, une certaine quantité d’eau
est indispensable a ’hydratation et a la stabilisation des trois- structure dimensionnelle des
lipases, en particulier en présence de solvants organiques, en particulier les solvants polaires,
qui peuvent pénétrer dans le site actif des enzymes provoquant le déploiement des protéines
en raison de perturbations de ces forces. Par ailleurs, la teneur en eau influence également la
productivité car sa présence dans le milieu reactionnel augmente significativement la

solubilité du sucre dans le mélange réactionnel.

Basé sur ces résultats obtenus, 1’activité initiale de 1’eau a été fixée a 0.24 d’eau pour la

suite de 1’étude.

IV.4.6 Effet du temps de réaction :

Le temps de réaction ou temps de contact est lI'un des paramétres qui influencent le
rendement de la réaction et le déplacement de I'équilibre. Par conséquent, la synthese de
I’oléate de saccharose catalysée par la lipase a été surveillée au fil du temps. Pour cela nous

avons mesure le taux de conversion de I’acide oléique a différents intervalles de temps.

L'effet de temps sur la conversion de I’acide olé¢ique est montré dans La figure 1V.7

suivant :
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Figure IV.7 : Effet du temps sur la conversion d’acide oléique par la lipase de ricin.

Conditions de réaction : Saccharose = 1 mmol, Acide oléique= 1 mmol, a,, =0.24,

Masse de lipase immobilisée = 0.5g, Agitation = 400 rpm, t = 30 min a 3h, T =50°C,

Acétone =5 ml.

= Discussion des résultats :

Les résultats sont illustrés sur La figure IV.7. La conversion de l'acide oléique

augmente avec le temps de contact. La conversion maximale a lieu durant les deux premiéres

heures. Apres 2 heures, la vitesse de réaction diminue rapidement. L’équilibre est atteint. La
vitesse de la réaction d’estérification devient égale a celle de la réaction inverse, I’hydrolyse.

La conversion maximale en acide oléique est d'environ de 68%.

Pour qu’un processus enzymatique soit efficace, il est souhaité d’avoir un temps de
réaction court et une conversion ¢élevée. Une interaction optimale entre le substrat et ’enzyme
est nécessaire pour avoir un bon taux de conversion. Cependant, apres un certain intervalle de

temps, aucune augmentation n'est généralement observée dans la conversion du substrat en
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produit en raison soit de l'effet d'inhibition du produit, soit de la formation d'un sous-produit

susceptible d'inverser la réaction et de conduire a I'nydrolyse du produit formé.

ABDULMALEK et al, ont fait une étude de réaction pendant 72 h. Cependant, dans
leurs travaux, la cinétique de la réaction n'a été suivie que pendant les 4 premiéres heures, car
la conversion maximale a été atteinte plus rapidement. Cela suggére que I'équilibre a été
atteint en 2 heures avec le rendement le plus élevé avec une conversion de 77 %. Aprés 2
heures, aucune augmentation significative de la conversion n'a été observée [164]. Sur la base
de leurs résultats, le temps de réaction pour obtenir une conversion élevée peut étre considéré
comme court puisque la synthese des esters de sucre nécessite généralement une longue
période d'incubation pour atteindre un rendement maximal [125]. Le temps de réaction court a

été favorisé par la solubilité complete du sucre.

Le temps de réaction est un parametre important a optimiser pour la synthese
enzymatique des sucroesters. Des temps de réaction relativement courts sont généralement
favorables pour cette réaction. Cependant, le temps de réaction doit étre suffisamment long
pour permettre une conversion élevée des substrats en produits. De plus, le temps de réaction
doit étre contrélé pour éviter l'inhibition de lI'enzyme par les sucroestérs produits. Des temps
de réaction trop longs peuvent aussi avoir des effets néfastes, comme la dégradation des
sucres ou la formation de sous-produits indésirables. Il est donc important de trouver un

compromis entre le temps de réaction et le rendement souhaité.

Le rendement maximal en oléate de saccharose (68%) a été obtenu apres 2h de temps

de réaction.

Tableau IV.2 : Résumé des résultats de la synthése de I’oléate de saccharose .

Les différents effets et La valeur optimale Les rendements
choix (%)
Choix de sucre Saccharose 64%
Effet de rapport molaire 1/1 56%
Effet de température 50°C 66%
(°C)

Activité de I’eau (aw) 0,24 68%
Effet de temps(h) 2h 68%
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V. METHODES EXPERIMENTALES :
V.1 Caractérisation structurale de I'ester de saccharose :

La caractérisation structurale de l'ester de saccharose implique I'analyse de sa
composition moléculaire et de ses propriétés physico-chimiques. Les esters de saccharose sont
des composés amphiphiles qui possédent a la fois une partie hydrophile et une partie
hydrophobe, ce qui leur confére des propriétés tensioactives. lls sont généralement obtenus
par estérification du saccharose avec des acides gras. La caractérisation structurale de l'ester
de saccharose implique donc l'identification du nombre d'acides gras liés au saccharose, la
longueur de la chaine carbonée des acides gras, et la distribution des esters mono, di, et tri-
esters dans le mélange. Cette caractérisation est essentielle pour comprendre les propriétés

physico-chimiques.

L’analyse des groupes chimiques de 1’oléate de saccharose a été effectuée par
I’utilisation de I’analyse par spectrométrie infrarouge avec transformée de Fourier. C’est une
technique analytique tres efficace pour identifier rapidement les "familles chimiques” des
substances. Elle mesure I'absorption de la lumiere infrarouge par un échantillon et génere un
spectre base sur les groupes fonctionnels preésents dans le matériau dans la région "empreinte
digitale™ du spectre FTIR (600-1400 cm-1).

V.2 Caractérisation fonctionnelle de I’ester de saccharose :
Les propriétés physiques et l'activité de surface du produit sont déterminées par la
tension superficielle, la valeur HLB, la solubilité, l'indice d'émulsification (E24) et le

pouvo ir moussant.

V.2.1 Détermination de la tension superficielle et la CMC :

La tension superficielle c’est une propriété physique des liquides qui se manifeste par
une force qui tend a réduire la surface libre du liquide pour minimiser son énergie. Elle est
mesurée en unités de force par unité de longueur, comme les dynes par centimétre (dyne/cm)

ou les newtons par metre (N/m).

La mesure de la tension de surface (ou tension superficielle) permet de déterminer une

caracteristique importante des tensioactifs : ¢’est la Concentration Micellaire Critique (CMC).
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Cette concentration est, par définition, la concentration en solution d'un agent de
surface au-dessus de laquelle une partie des molécules dispersées au sein de la solution se

rassemblent pour former des micelles [61].

a. Méthode de mesure la tension superficielle et CMC :

- Ondissout 0.1g de I’oléate de saccharose dans 1L de I’eau distillée,

- Lasolution est diluée 10 fois, a chaque fois, on prenant volume de 50 ml de solution
d'oléate de saccharose et on le met dans une fiole de 100 ml, puis on ajoute l'eau
distillée jusqu'a le trait,

- De chaque fiole, nous prélevons un échantillon de 50 ml et le mettons dans un tube a
essai pour effectuer le test de la tension superficielle a température ambiante,

- La CMC est mesurée sur la base du point de rupture de la tension superficielle par

rapport a la concentration du produit.

Figure V.1 : Les tubes de solution tensioactive diluée.

Les mesures de tensions superficielles sont faites a l'aide d'un Tensiomeétre de Nouy ou
a anneau. Une lame de platine est placée tout prés de la surface de la solution. La lame est
alors attirée par le liquide et la force nécessaire pour la ramener a sa position initiale

correspond a la tension superficielle exprimée en (dyne/cm) [61].
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Figure V.2: Tensiométre: KRUSS Gmbh (Germany)

Les résultats des mesures sont présentés dans La figure V.3 suivant :

70 |

60 —

50 -

40

Tension superficielle (dyne/cm)

CMC
30 * T ‘ TN T ' T T T * T

0,000 0,008 0,016 0,024 0,032 0,040 0,048

Concentration (g/l)

Figure V.3 : Variation de la tension superficielle du I’oléate de saccharose en fonction de la

concentration a température ambiante.
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b. Discussion des résultats :

Les mesures ont été effectuées sur des solutions aqueuses d'oléates de saccharose. Ces
mesures vont permettre de tracer I'évolution de la tension de surface en fonction de la

concentration du tensioactif. La rupture de pente de la courbe donne la valeur de la CMC [61].

Les tensioactifs ont pour réle de réduire la tension de surface d'un liquide. La tension de
surface de l'eau distillée est de ’ordre de 72 dyne/cm, Les molécules ayant des propriétés
tensioactives peuvent réduire cette valeur dans un intervalle généralement compris entre 30 et
50 dyne/cm [65]

Les tensions superficielles obtenues indiquent que l'oléate de saccharose réduit la
tension superficielle de l'eau de 72 _a 41.9 dyne/cm pour une concentration 0.1g/1L a

température ambiante. A partir d’une certaine concentration, le changement de la tension
superficielle est négligeable, Lorsque cette concentration est atteinte, la surface de I’eau est
saturée en oléate de saccharose. Cette concentration correspond au point ou 1’oléate de
saccharose présente la plus faible de tension superficielle. C’est une valeur stable et constante,
caractéristique d’un tensioactif donné sous température ambiant, appelée CMC
(Concentration micellaire critique). Par conséquent, a partir de la courbe présentée dans La

figure V.3, la CMC de I’oléate de saccharose est de 0.0081 g/ L.

OSIPOW, et al, montre que la valeur de la tension superficielle en présence de 1’oléate
de saccharose a température ambiante, varie entre 31,8 dyne /cm [C= 1%] et 32.7 dyne /cm
[C=0,05%] [167].

PYO et al, indiquent que la tension superficielle des sucroesters varie entre 25 et 40

mN/m pour des concentrations entre 0,05 et 0,20 g/l [166].

MITSUBISHI chemical corporation, une compagnie japonaise spécialisée dans la
synthese des sucroesters donne une valeur de la tension superficielle de ’ordre de 34.5

dyne/cm pour une solution contenant 0.1% d’oléate de saccharose [165].

Les différences constatées sont probablement dues au degré de pureté de I’oléate de

saccharose ou bien a la présence simultanée de mono- et de di-esters.

SOULTANI et al montre que les valeurs la plus fiables de CMC (5,6mg/I) et de tension

de surface (36Mn/m) sont obtenus avec le palmitate de saccharose [86].
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YE, Ran, HAYES et al, indique que I’oléate de saccharose a donner une tension de
surface I’égerment plus ¢élevée (29.6 Mn/m) et une CMC plus éleéve, cette derniere tendance

reflétant la pureté et la polarité de I’oléate de saccharose [168].
L’oléate de saccharose présente donc une bonne propriété tensioactive.

V.2.2 Détermination de la HLB (Balance Hydrophile- Hydrophobe) :

La HLB est un nombre qui caractérise la solubilité préférentielle des molécules
tensioactives dans 1’eau ou dans l'huile. La mesure du HLB peut étre effectuée par
diverses méthodes. La HLB est une valeur empirique qui définit le caractére lipophile

ou hydrophile d'un tensioactif et en déduit ainsi des propriétés fonctionnelles [86].

Pour les esters d'acides gras, la valeur HLB peut étre calculée par 1’équation

comme suit [114] :

HLB = (1- £)* 20
Ia

Avec .
Is : indice de saponification de I’ester,

la : indice d’acide de I’acide gras. (Voir ’annex A.1.)

= Discussion des résultats :

La HLB est une caractéristique des tensioactifs qui est étroitement liee a la
structure des molécules, La détermination de ce paramétre permet de prédire 1’action
d’un tensioactif donné en solution, les tension actifs ayant une HLB inférieur a 10 sont
lipophiles et stabilisent les émulsions eau dans huile E/H, tandis que pour des HLB
supérieur a 10 les agents de surface présentent un caractere plus hydrophile et

stabilisent les émulsion huile dans eau H/E [61].

D’aprés 1’équation (Eq. 1) :

HLB = (1- ) * 20 = 13.24

la HLB de I’oléate de saccharose égale a 13.24, Cette résultats montrent que

I’oléate de saccharose est un émulsifiant de type huile dans I’eau (H/E). On a étudié

uniquement I’effet de I’oléate de saccharose sur la stabilité d’émulsion huile dans eau
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(H/E). Apres on a déterminé I’indice d’émulsification de I’émulsion huile d’olive dans

I’eau a la présence de 1’oléate de saccharose.

SOULTANI S. et al ont obtenu pour les esters de fructose des valeurs de HLB
comprises entre 6,3 et 10,8 [86].

MITSUBISHI CHEMICAL COPORATION, wune compagnie japonaise
spécialisée dans la synthése des sucroesters, donner une valeur de HLB de I’oléate de

saccharose égale 15 [165].

YE, RAN, HAYES, et al, mentionnés une valeur de HLB de I’oléate de
saccharose égale a 10.1 [168].

V.2.3 Lasolubilité :

La solubilité est une propriété physique caractéristique. Il s’agit de la quantité maximale

de soluté qui peut étre dissoute dans un volume donné de solvant [169].

a. Mode opératoire :
Pour déterminer la solubilité de I’oléate de saccharose, nous avons dissous 0,02g de
I’émulsifiant de 1’oléate de saccharose dans 250 ml de I’eau distillée et dans déférentes
solvants organiques : méthanol, éthanol, toluéne, butanol, a ’aide d’une agitation manuelle

pendant 10 minutes.

b. Discussion des résultats :

Les essais ont été effectués dans le méthanol, éthanol, toluéne, butanol et I’eau distillée.

Sont présentés dans la figure ci-dessus :

Figure V.4 : La dissolution de I’oléate de saccharose dans de différents solvants.
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Les résultats de comportement de I’oléate de saccharose dans les déférents solvants sont

présents dans le tableau suivant :

Tableau V.1 : Solubilité de 1’oléate de saccharose dans différents solvants a 25°C.

Solvant Eau distillée | Ethanol Toluéne Butanol Méthanol
Solubilité de ’oléate Peu
peu soluble | Soluble soluble Soluble
de saccharose soluble

D’apres les résultats motionner dans le tableau, on peut dire que 1’oléate de saccharose
est soluble dans 1’éthanol, le toluéne et le méthanol. Par contre, il est semi soluble dans 1’eau

distillée et dans le butanol.

OSIPOW, LLOYD et al, retrouve que les esters de saccharose semblent étre solubles
dans l'eau chaude. Il a été déduit que plus la valeur HLB est élevée, plus la solubilité dans

I’eau est élevée [167].

MITSUBISHI chemical corporation, une compagnie japonaise spécialisée dans la
synthese des sucroesters indique que l'oléate de saccharose se dissout dans l'eau et dans
I'éthanol a différentes températures (25 °C et 75°C) [165].

PYO, SANG-HYUN et al, indique que les sucroesters possedent longue chaine

d’acyle (>C;,) sont faiblement soluble dans 1’ecau [166].

En résumé, la solubilité modulable des sucroesters en fait des émulsifiants tres
polyvalents dans l'industrie alimentaire, permettant de stabiliser une grande variété de

produits.

V.2.4 Détermination de I’indice d’émulsification (E24) :

Le pouvoir émulsifiant traduit la capacité des agents de surface a disperser et a
maintenir en suspension un liquide dans un autre liquide non miscible constituant I'émulsion,

la fonction d'un agent émulsifiant est donc de stabiliser cette dispersion obtenue par
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homogénéisation. L'agitation du systeme permettant d'apporter l'énergie nécessaire a la
création d'une aire interfaciale. La stabilité des émulsions obtenues est possible grace a la

réduction des tensions superficielle et interfaciale par le tensioactif [86].

La préparation et la stabilisation d’une émulsion nécessite la présence d'un tensioactif

afin de :

> réduire la tension interfaciale entre les deux phases.
» permettre la dispersion (augmentation de l'aire de I'interface).
Une émulsion est constituée d’une suspension de fines gouttelettes d'une phase liquide

dans un liquide non miscible [61]

a. Mode opératoire :
Le pouvoir émulsifiant d'un tensioactif est déterminé en mesurent au cours du temps la
stabilite de I'émulsion formee entre deux liquides non miscible ici I'eau (phase hydrophile) et

I'huile d'olive (phase hydrophobe). En présence d’un émulsifiant (oléate de saccharose),

Une émulsion entre 2 phases non miscibles a été préparée selon le mode opératoire

suivant :

- melanger 9 ml de solution d'oléate de saccharose (0,01%) et 1 ml d'huile d'olive dans un
bécher,

- La formation de I'émulsion est assurée par homogenéisation durant 5 minutes,

- Le mélange est laissé au repos a tempeérature ambiante pendant 24 h,

- Aprés 24 h, on mesure I’indice d’emulsification E24, définit comme le pourcentage de la
hauteur de la phase émulsionnée formée, divisée par la hauteur totale du mélange apres 24

h. Comme montré par 1’équation (Eq.2) suivante :

He
E24 = 100 x — |7 (Ea.2)
Ht

Avec :
Ht : hauteur totale de mélange (cm).

He : hauteur de I’émulsion formée (cm).
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Figure V.5 : émulsion de I’huile d’olive dans 1’eau.

b. Discussion des résultats :

La valeur HLB de l'oléate de saccharose est une bonne indication pour son utilisation

potentielle pour la préparation des émulsions huile dans I’eau (H/E).
D’apres 1’équation :

E24 = 100 x ZE 297 _ 7004
HT 1

Plus l'indice E24 est €éleve, plus 1I’émulsion est stable, plus les deux liquides ont du mal
a se séparer, donc dans ce cas la valeur obtenue d’E24 est signifié que 70% du mélange est
constitué par la phase dispersée (en genéral, I'huile) aprés 24 heures de repos. Autrement dit,
30% de la phase dispersée s'est séparée de la phase continue (en général, I'eau) pendant cette

période.

Sur le plan opérationnel, une émulsion stable est une émulsion qui met tres longtemps a

subir les différents processus qui aboutissent a la séparation des phases huileuse et aqueuse.

La stabilité des émulsions H/E et E/H est illustrée dans les études de (MOHAMED G.
MEGAHED, 1999) qui montre que le lauréate et le palmitate de saccharose ont une stabilité
d'émulsion H/E élevée apres 12 heures. L'oléate de saccharose, quant a lui, présente une faible

stabilité de I'émulsion H/E (peut-étre a cause de sa faible pureté) aprés la méme période [105].

Les premiers travaux étaient concerné particulierement les mono- et di-esters a courte
chaine carbonée synthétisés par voie chimique (OSIPOW et al. 1956) [167]. Par la suite,

(HILL et al. 1987) ont étudié la stabilité des émulsions préparées avec des esters de lactitol et
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d'acide gras en C;¢ et C;g non purifiés. Ces auteurs ont montré que le lactitol palmitate permet

d'aboutir & des émulsions Huile de soja/Eau plus stables que le lactitol stéarate [170].

La plupart des études ont été menées sur des esters de saccharose a courtes chaines, et
plus particulierement sur les mono- et di-esters (OSIPOW et al. 1956) [167]. Ces sucroesters
possedent une importante activité de surface. lls permettent de réduire considérablement la
tension superficielle, ce qui favorise la formation et la stabilisation des émulsions (HILL et al.
1987) [170].

V/.2.5 Pouvoir moussant :

Les mousses sont des dispersions des bulles de gaz dans une phase continue liquide ou
semi-solide qui contient un tensioactif. Elles peuvent étre produites par fouettement d'une
solution aqueuse de tensioactif en présence d'une grande masse gazeuse. Le fouettement
apporte I'énergie nécessaire a la création de l'interface gaz-liquide. Le pouvoir moussant d'un
tensioactif doit prendre en compte deux criteres : la quantité de mousse formée et sa stabilité

dans le temps [61].

a. Mode opératoire :
Le pouvoir moussant de la solution aqueuse d'oleate de saccharose (0,01 g de

saccharose + 100 ml d'eau distillée) (0.01%b) a été déterminé comme suit :

- Nous prenons 50 ml de la solution qu’on agite pendant 5 minutes a l'aide d'un
homogénéisateur.

- Les hauteurs de mousse ont été mesurées a la fin de 1’opération et aprés 5 minutes.
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b. Discussion des résultats :

L’oléate de saccharose présente un faible pouvoir moussant, tant du point de vue
quantité que stabilité de la mousse formée. D'apres I'image ci-dessous, on a vu qu'une petite
quantité de mousse était formée, mais en quelques instants elle avait disparu. Elle est donc

instable, et alors la hauteur n’a pu étre mesurée.

Aprés
5 min

Figure V.6 : pouvoir moussant de 1’oléate de saccharose.

On a également expliqué le faible pouvoir moussant des sucroesters par leur
hydrophobicité élevée due a la présence d’une chaine hydrophobe attachée a la molécule de
saccharose. Cette hydrophobicité réduit la capacité a réduire la tension superficielle de I’eau,
ce qui affecté leur pouvoir moussant .En effet, les particules hydrophobes sont généralement

utilisées comme des agents anti-mousses.

A partir la figure ci-dessous le HLB de I’oléate de saccharose (13.24) ne présentes pas

de propriétés moussants.

Anti Emulsifiant Moussant Emulsifiant .
I moussants | E/H L H/E - Détergents
| | | | |

1.5 3 6 9 13 16

Figure V.7 : propriétés fonctionnelles des tensioactifs en fonction de la valeur HLB

Les pouvoirs moussants de mono- et di-lauréats de saccharose ont été étudiés et
comparés a ceux de sucroesters du commerce par HUSBAND et al. (1998). Ces auteurs ont
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reporté que les mono-lauréats de saccharose présentent un meilleur pouvoir moussant, tant du
point de vue quantité que stabilit¢ de la mousse formée, comparés aux di-lauréats de
saccharose. Cependant, les solutions aqueuses préparées avec des mélanges de mono- et di-
esters, ont présenté un meilleur pouvoir moussant que lorsqu'on utilise les mono- ou di-esters
seuls [171].

MITSUBISHI chemical corporation, une compagnie japonaise spécialisée dans la
synthése des sucroesters, indique que la mousse obtenu a la présence de 1’oléate de
saccharose a une hauteur de 14 mm pendant 1 min, et aprés 5 min la hauteur de la mousse

diminue a 12 mm pour une concentration 0.25% de ’oléate de saccharose dissout dans 1’eau

distillée [165].

SOULTANI et al observent que les esters de fructose a courte (C;,) et moyenne (C,4)
chaine carbonée presentent de meilleures propriétés moussants comparés aux esters de

fructose a longue chaine carbonee (C,3) [86].

V.2.6 Etude de stabilité structurale et fonctionnelle :

L’objectif est d’étudier la stabilit¢ des émulsions formées par 1’oléate de saccharose
sous différentes conditions environnementales [pH, température, quantité de NaCl]. L’étude
de stabilité est considérée comme indispensable pour garantir la qualité de notre produit

sucroester (oléate de saccharose) en vue d’application dans différents secteurs.

a. Mode opératoire pour la stabilité structurale :

Préparer une solution mere de I’émulsifiant (1g/L) dans de I’eau distillée,
- Mettre 5 ml dans un tube & essali,
- Incuber a une température T donnée (ambiant, 40, 60, 80, 100 °C) pendant 2h,
- Enlevez le tube, laissé refroidir a température ambiante,
> Effectuez le test E24 :
- Ajoutez au tube 5 ml d’huile d’olive et vortexer pendant 2 min,
- Laisser reposer 1 min,
- Mesurer la hauteur de I’émulsion par rapport a la hauteur totale,
- Refaire la mesure apres 24 h.
» Test Témoin : Pour chaque température on réalise un test témoin a réaliser (sans

émulsifiant).
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Figure V.8 : Effet de traitement thermique sur le pouvoir émulsifiant de I’oléate de

saccharose.

V.2.6.1 Discussion des résultats :

Figure V.9 : les tubes d’émulsine de la solution de I’oléate de saccharose.

L’oléate de saccharose synthétisé par la lipase de « Ricinus communis » est avéré
thermostable. Le chauffage des solutions de l’oléate de saccharose de concentration de
0.1g/1L jusqu’a 100°C n’a pas eu un effet significatif sur I’indice d’émulsification (a 100°C
le E24 = 64.7%). Donc ils restent stables dans la large gamme de températures (20-100 °C).

L'oléate de saccharose est stable jusqu'a des températures de 120-130°C sans se
décomposer significativement. Cela permet de maintenir l'intégrité de I'émulsion lors de
traitements thermiques. Ces molécules améliorent la dispersion des matieres grasses dans les
émulsions, évitant ainsi la séparation de phase. Elles stabilisent donc la structure de

I'émulsion.
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L'oleate de saccharose abaisse la tension interfaciale entre les phases huileuse et

aqueuse, facilitant la formation et la stabilisation des gouttelettes de I’émulsion [172].

La compagnie de Sisterna qu’est intéressant a la synthése des sucroesters montre que,
les esters de saccharose fondent & des températures comprises entre 45 °C et 65°C, selon le
degré d’estérification et le types d’acides gras. Le chauffage a des températures allant a 160°C

peut Etre effectué sans aucun effet néfaste sur les performances [106].

PYO, SANG-HYUN et al, dit que sucroesters sont stable dans de températures
inférieures a 140°C [166].

V.2.7 Mode opératoire pour la stabilité fonctionnelle :
1. Effet de Température :
a. Mode opératoire:

- Préparer une solution mére d’oléate de saccharose 1g/L dans de I’eau distillée,

- Mettre 5 ml de solution préparé dans un tube a essali,

- Ajouter 5 ml d’huile,

- Vortexer pendant 2 a 5 min. Mesurer la hauteur de I’émulsion par rapport a la hauteur
totale

- Incuber a 30°C, 40°C pendant 1 semaine en mesurant la hauteur de I’émulsion toutes les
24 h.
» Test Témoin : Pour chaque température vous avez un seul test témoin a réaliser (sans

émulsifiant)

b. Discussion des résultats :

Tableau V.2 : Effet de température (30 °C, 40 °C) sur la stabilité des émulsions en

présences de I’oléate de saccharose pendant 48 h.

Températures La période E24 de I’émulsion
30°C 24h 53,12
48h 49
40°C 24 h 57,44
48h 52,6
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D’aprés Le tableau V.2 , le temps a un effet néfaste sur la stabilité de 1’émulsion de
solution de I’oléate de saccharose a des températures différentes (30°C, 40°C°®) il est réduit
I’indice de I’émulsification de 57.44 a 52.6 (40°C) et de 53.12 a 49 (30°C) pendant 48h apres

cette période n’a aucun stabilité (séparation des phases).

ALLOUE, Wazé, indique que une élévation de la température peut entrainer des
modifications granulométriques et des collisions accrues entre les gouttelettes, ce qui peut

affecter la stabilité physique de I’émulsion de I’oléate de saccharose [2].

2. Effet de salinité :
a. Mode opératoire :
- Préparer une solution mere d’oléate de saccharose 1g/L dans de I’eau distillée,
- Mettre 5 ml dans un tube a essai,
- Ajouter une masse de NaCl calculée de fagon a obtenir différentes concentrations dans les
différents tubes (0.1, 0.2, 0.4, 0.5g dans 5ml.),
- Ajouter 5 ml d’huile,
- Vortexer pendant 2 min. Mesurer les hauteurs,
- Incuber a T ambiante pendant 24h,
- Mesurer les hauteurs,
- Calculez I’E24.
» Test Témoin : Pour chagque concentration vous avez un seul test témoin a réaliser

(sans émulsifiant).
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Figure V.10 : Effet de différentes masses de NaCl sur I’émulsion pendant 24 h.

b. Discussion des résultats :

Le chlorure de sodium est capable d’augmenter 1’indice d’émulsification de la solution

de I’oléate de saccharose de concentration 1 g/L. a partir d’une concentration de 0,19 de NaCl

qui dissout dans 5 ml de solution de 1’oléate de saccharose. Toutefois, I’augmentation de cette

concentration peut améliorer la stabilité de 1’émulsion c.a.d. I’augmentation de E24 (de 37.23

a51.9 %).

L’ajoute de NaCl joue un rdle significatif sur la stabilité des émulsions. il réduit la

tension interfaciale, cette réduction contribue a améliorer la stabilité des émulsions en

facilitant I’adsorption des molécules de ’oléate de saccharose aux interfaces, ce qu’est

réduisent la séparation des phases.

L’addition de I’¢lectrolyte (NaCl) diminue la solubilité des agents tensioactifs (effets de

sel) Pour effet d’augmenter I’adsorption aux interfaces [173].
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3. EffetdepH:

a. Mode opératoire :
- Préparer des solutions de I’émulsifiant (1g/L) dans différents tampons (2, 4, 7, 9, 12),
- Mettre 5 ml dans un tube,
- Ajoutez 5 ml d’huile d’olive,
- Vortexer pendant 2 min,
- Mesurer les hauteurs aprés 1 min,
- Incuber & T ambiante,
- Mesurer les hauteurs apres 24h,
- Calculez I’E24.
» Test Temoin : Pour chaque pH vous avez un seul test témoin a réaliser (sans

émulsifiant).

70 68,51

60 58,82
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Figure V. 11 : représentation de I’effet de pH sur la stabilité de I’émulsion (avec
émulsification).
b. Discussion des résultats :

D’aprés La figure V.13, le pH a une influence sur les propriétés tensioactives de
I’oléate de saccharose. Par conséquent, L’indice de I’émulsification de 1’émulsion de la

solution de I’oléate de saccharose est augmenté sur une plage de pH de 7 a 12 (& température
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ambiante), tandis qu’une instabilité de I’émulsion a été observée a pH acide de 2 a 4, Ceci

montre que la diffusion moléculaire des agents tensioactifs (oléate de saccharose) au niveau

de I’interface eau-huile dépend de la nature du milieu (acide ou basique).

Des études montre que I’acidité ou la base de I’émulsion influence la stabilité de
I’émulsion, I’ajoute d’acide ou de base peut affecter la charge électrique des particules de

tension actifs ce qu’est influencer la stabilité des émulsions [174].

La compagnie de Sisterna qu’est intéressant a la synthése des sucroesters indique que
les sucroesteres sont stable & des valeurs de pH comprises entre 4 et 8. A des valeurs de pH
supérieures a 8, une saponification de la liaison ester peut se produire. En milieu acide, les
esters de saccharose sont chimiquement stables, mais a faible pH, ils peuvent devenir

instables en raison de I’agrégation acide [106].

PYO, SANG-HYUN, et al, retrouver que les sucroester sont stable dans I’intervalle de
pH [4 a 8]. [166]

V.2.8 Caractérisation structurale de I’oléate de saccharose par spectroscopie IR
» Spectroscopie IR :
Le spectre FT-IR d’oléate de saccharose brut est présenté sur La figure V.12, Ce

spectre a été comparé a ceux du saccharose et de I'acide oléique (Voir ’annexe : figure A.2
et A.3).
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Figure V.12 : Spectre IR d’oléate de saccharose.

Le spectre IR est une représentation graphique de la transmission de la lumiere
infrarouge par une molécule. Les bandes d'absorption dans le spectre IR correspondent aux
vibrations moléculaires specifiques, qui sont liées aux liaisons chimiques et aux groupes
fonctionnels présents dans la molécule de mono oléate de saccharose (SML) 6-0-
oleaiosaccharose Bande forte et large entre 3200-3417 ¢cm™1: Cette bande est caractéristique
de la vibration des liaisons O-H des groupes hydroxyles présents dans le saccharose, un
disaccharide composé de glucose et de fructose , (2854-2924,18 ¢cm~1) C-H pour la longueur
de chaine de l'ester d'acide gras. Bandes d'étirement de la liaison O-C a 1357 cm™1! et
1112 cm™1, 1705 cm™! dues a la vibration d'étirement (C=0) du groupe ester. Les vibrations
d'étirement (C-C), (C-0), (C-O-C) de la fraction pyranose du saccharose sont observées entre

1055 cm™1! et 1254 cm™1. (953 ¢cm™1) anneau de pyranose. [175].
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INTRODUCTION

Les esters de sucres possédent un avantage fonctionnel important, la large gamme de
structures et donc de propriétés disponibles. De plus, ces composées sont non ioniques et par

conséquent, relativement peu sensibles au pH et a la force ionique de leur environnement.

Pratiquement toutes les propriétés fonctionnelles des sucroesters et donc leurs
applications sont li€es a leur caractere tensioactif, li€¢ a leur amphiphilité. C’est pourquoi leur
classement doit étre envisagé en termes d’équilibre entre les tendances hydrophile et

hydrophobe.

Les sucroesters sont utilisées dans divers domaines notamment [’alimentaire,
cosmétologie, pharmacie, agriculture, détergents. Ces applications sont rendues possibles par

les propriétés émulsifiantes, stabilisantes.

Dans le but de mettre en évidence les propriétés émulsifiantes de 1’oléate de saccharose,
on a opté pour une formulation dans le domaine alimentaire, la mayonnaise. L’objectif est de
tester I’efficacité de I’oléate de saccharose comme substituant de la lécithine contenue dans
les ceufs et qui joue le role d’émulsifiante huile dans 1’eau durant la préparation de la

mayonnaise.
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VI. Généralités sur la mayonnaise :
V1.1 Caractéristiques de la mayonnaise :

La mayonnaise est une émulsion semi-solide d'huile (phase discontinue) et d'eau (phase
continue). Elle posséde des caractéristiques viscoélastiques en raison du réseau constitué par

les lipoprotéines adsorbées autour des gouttes d'huile environnantes.

En raison de son faible pH et de sa forte teneur en graisse, elle présente une résistance
assez élevée a la dégradation microbienne. Malgré les effets néfastes des levures et des
moisissures, Les émulsions sont des systéemes métastables dispersés qui se composent d'au
moins deux liquides non miscibles et d'un agent amphiphile (tensioactives). L’un des liquides
se disperse dans le second sous forme de petites gouttes sphériques dont la taille varie en

fonction des conditions de 0,1 a quelques dizaines de micrométres [176].

=

Figure V1.1 : Aspect et texture d’une sauce froide de type mayonnaise.

V1.2 Les ingrédients de mayonnaise :

La mayonnaise contient différents ingrédients selon la facon dont elle est préparée. Au
niveau domestique (et/ou traditionnel), la mayonnaise est préparée a partir d'ingrédients

simples, mais au niveau industriel, elle est préparée a partir de plusieurs ingrédients.
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La mayonnaise traditionnelle est préparée en mélangeant soigneusement les jaunes
d’ceufs, le vinaigre, I’huile et les épices (notamment la moutarde) (Figure VI.2). La
mayonnaise préparée selon cette méthode contient genéralement 70 & 80 % de matiéres

grasses [177].

jaune
d’oeuf

sel Moutard Vinaigre

huile

Figure V1.2 : Préparation traditionnelle de la mayonnaise.

Les sucroesters, esters dacides gras et de saccharose, peuvent étre utilisés comme
émulsifiants dans la fabrication de mayonnaise industrielle. Ils permettent de stabiliser
I’émulsion huile dans I’eau de la mayonnaise, en complément ou en remplacement partiel des

émulsifiants naturels présents dans le jaune d’ceuf.

Les sucroesters, notamment ceux a base d'acides gras comme l'acide palmitique et
stéarique, et acide oléique, et conferent une bonne stabilité a I'émulsion grace a leur caractére
tensioactif. Leur HLB (Balance Hydrophile-Lipophile) comprise entre 1 et 16 leur permet de

stabilisé efficacement le mélange des phases huileuse et aqueuse de la mayonnaise.

A léchelle industrielle, les sucroesters présentent l'avantage de permettre une
production a Grande échelle de mayonnaise stable dans le temps, tout en limitant les quantités
de jaune d'ceuf nécessaires. Ils jouent un role crucial en stabilisant ’émulsion huile dans 1’eau,
aident a éviter la précipitation des matieres solides, améliorant la dispersion, et préservant la

cohésion de la matiere grasse pendant surgélation. Ils permettent également d’améliorer le
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volume la texture et la stabilité .1ls sont autorisés comme additif alimentaire sous la référence

E473 dans certaines conditions [172].

» Dans notre travail en utilise I’oléate de saccharose issu de la synthése enzymatique par
la lipase immobilisée de graines de ricin «Ricinus communis » dans 1’acétone.
L’oléate de saccharose jouera le role d’émulsifiant qui peut remplacer la lécithine

naturellement présente dans le jaune d’ceuf pour formuler une sauce de mayonnaise.

V1.3 Matériel et méthode :
V1.3.1 Le but de ’étude :

L’objectif de ce travail est formuler une émulsion de type mayonnaise, et remplacer le

jaune d’ceuf par 1’oléate de saccharose, et étudier leur stabilité sous le microscope optique.

V1.3.2 Matériel utilisé:

Agitateur homogénéisateur

Figure V1.3 :L agitateur et I’homogénéisateur.

V1.3.3 Les ingrédients alimentaires de la mayonnaise :

La composition de la mayonnaise différe selon les sources. Il n’existe pas de
formulation standard. Pour notre cas, I’idée est de remplacer le jaune d’ceuf contenant la
lécithine par I’oléate de saccharose. Le méme pourcentage pondéral est conservé pour le

substituant.
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Tableau V1.1 : Différents ingrédients composant la mayonnaise sans ceufs [178].

Ingrédients Role Quantité

Permet de disperser les molécules d’oléate de saccharose et

Eau contribue a la texture lisse de mayonnaise. 5.9 ml
Sel Il apport de la saveur et équilibre le gout de mayonnaise. 0.1g
Amidon Il est essentiel pour la texture et la consistance de la mayonnaise. 0.2¢
Oléate de Utilisé pour ses propriétés émulsifiantes
saccharose entourent les gouttelettes d’huile et les maintiennent en
suspension dans I’eau. 050

Huile d’olive

L’ingrédient de base de I’émulsion de la mayonnaise. 3.3ml
Vinaigre Equilibrer le gout et aide a détendre une mayonnaise trop ferme
blanc en apportant de ’acidité. 2.1ml

V1.3.4 Préparation de I’échantillon de mayonnaise :

La mayonnaise a été fabriquée en laboratoire selon le Protocole suivant :

- On pese dans un bécher les ingrédients des différentes phases :

La phase 1 : c’est la phase poudre (sel (sole) + I’oléate de saccharose)
La phase 2 : huile d’olive domicile + ’amidon.

La Phase 3 : ¢’est la phase acide {vinaigre} (SIDNA).

YV V V

On mélange ’eau et les ingrédients de la phase poudre dans un bécher, on le laisse

sous agitation pendant 10 min a une température ambiante,

- On verse la phase amidon + huile d’olive progressivement, en continuant de battre a
I’aide d’un homogénéiser,

- Le vinaigre est introduit apres I’obtention d’une masse dense et homogéne,

- Pour réussir la mayonnaise tous les ingrédients doivent étre a température ambiante,

- La mayonnaise est un produit sensible, elle doit étre conservé dans au réfrigérateur,
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L’émulsion de la mayonnaise est représenté dans La figure V1.4 suivant :

Figure V1.4 : Section longitudinale section transversale de la mayonnaise.

V1.3.5 Analyses sensorielles :

Il est important dans la fabrication d’'une mayonnaise. Les indicateurs de la qualité
organoleptiques de la mayonnaise ont été déterminés selon les critéres suivants : aspect,

couleur, odeur, saveur et texture.
Dans notre étude, nous avons étudié les propriétés sensorielles suivantes :

Tableau V1.2 : Regroupe les propriétés sensorielles de la mayonnaise [179] [180]

propriétés Explication Nos résultats

sensorielles

il est nécessaire de voir d'un coup d'eeil | Il n’ya pas une séparation,
Aspect s'il y a des anomalies dans I'échantillon. | c’est a dire 1’absence de 2
Et avoir la stabilité qui observé par une | phases. Donc on peut dire que
absence de séparation des deux phases. I’émulsion.de mayonnaise est

stable

Les odeurs de produits, quelles soient | Nous avons senti 1’odeur
Odeur agreables ou désagréables, sont percues | d’huile d’olive et le vinaigre

par les récepteurs olfactifs du nez.
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La couleur des aliments est visible et

On observe une couleur jaune

Couleur importante dans le choix de ce qu'on | claire a cause d’huile d’olive

mange. qui devient foncée jour apres

jour.

le golt est reconnu par les papilles en | Un gout salé avec acidité de
Gout bouche. vinaigre

Les goQts perceptibles sont sucrés, salés,

acides, amers et epicés.

L'analyse de texture consiste donc a|On observe une texture
Texture observer 1’élasticité, la consistance de | visqueuse et lourde, et

mayonnaise par la méthode simple

d’écoulement.

homogéne et bonne élasticité

et consistance.

V1.3.6 Analyse de la microstructure :

Les parameétres principaux étudies pour décrire la microstructure d’une émulsion de

mayonnaise sont la taille, la distribution de taille des gouttelettes et leur organisation, en

utilisant le microscope optique.

V1.3.6.1 Microscope optique avec cameéra :

A. La composition de microscope :

» Caméra:

Cet appareil photo numérique combiné avec un oculaire 10x intégré est le

moyen idéal pour visualiser des images en couleur directement de votre microscope a

votre ordinateur via le port USB.

» Microscope optique :

Microscope trin oculaire OPTIKA B-500 Tpl, il est concu pour déterminer la

taille et la distribution de taille des gouttelettes d'émulsion et leurs changements dans

le temps a l'aide d'un logiciel (TS View).C'est une technique relativement simple et

rapide qui permet c'est possible [181]
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Figure V1.5 : microscope optique.

V1.3.6.2 Principe :
Les microscopes optiques utilisent la lumiére. 1l existe deux lentilles :
v L’objectif pour agrandir 1’objet observé (avec différents grossissements).

v’ Toculaire est réglez de maniére a ce que le faisceau lumineux soit paralléle a votre ceil

et que votre ceil soit au repos.

Un équipement supplémentaire permet de régler l'intensité lumineuse (ouverture) ou la
mise au point (molette reliée au systeme de crémaillére) pour une observation précise des

échantillons placés sur la table d'échantillons.

La resolution d'un microscope optique est limitée par la diffraction de la lumiére et ne
peut excéder 0,2 micrometre. Des techniques permettent de s'approcher de cette limite :
l'utilisation de lentilles a immersion (dans I'huile) ou le raccourcissement de la longueur

d'onde de la lumiere (mais limité a la lumiére visible) [181]

= Avant I'observation au microscope :

- Dans une lame micrométrique verser une petite goutte de la mayonnaise.

- Poser la lamelle délicatement sur l'objet a observer.

- Avec un doit appuyer sur la lamelle pour faire dispersé I'échantillon en fine couche.
= Utilisation du microscope : [180]

- Brancher la photo microscope et la camera

- Installation du logiciel TS View

- Configuration du port USB pour la camera
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- Configuration du contraste et/ou lumiére : AUTO WHITE BALANCE (image noir et
blanc)

- La mise au point de la lame

- Lentille frontale escamotable

- Prendre la photo

= Discussion des résultats :

L’analyse microscopique donne une bonne précision concernant la répartition des
gouttelettes d’huiles dans la phase aqueuse pour savoir I’évolution de la stabilité de
I’émulsion. L’échantillon de mayonnaise préparée est mis SOUS microscope pour observer la
distribution des gouttelettes. Les images microscopiques de la mayonnaise sont présentées
dans La figure VI.6.

Figure V1.6 : Vue au microscope de la sauce de mayonnaise

La figure V1.6 montre une dispersion des gouttelettes huileuses sphériques ou arrondis

dans la phase aqueuse qui contient ingrédients de la phase 1 et 3 sous microscope optique.

La taille des gouttelettes formant la phase dispersée d’une émulsion huile dans I’eau est

typiquement de I’ordre de (1 & 10 um) donc notre mayonnaise est stable.

Il existe au niveau de toute interface entre deux milieux différents non miscibles, une
force appelée la tension interfaciale. Les conditions d'agitation telles que le temps
d'émulsification et la vitesse d'agitation ont une influence capitale sur la taille des gouttes
d'une émulsion [182].
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Un des objectifs majeurs lors de la formulation d'une émulsion stable est donc de réduire
la tension interfaciale. Cela est possible en ajoutant des molécules capables d'abaisser cette

barriere énergétique.

Des tensioactifs comme les sucroester sont été ajoutés lors de la formation des émulsions
avec différents pourcentages, le tensioactif s'absorbe a l'interface liquide-liquide et va ainsi

modifier la tension interfaciale.

En effet, a faible concentration ils ont la faculté d'augmenter la viscosité de la phase
hydrophile et permettent de ralentir la migration des gouttelettes au sein de I'mulsion et donc
de retarder les phénomenes de déstabilisation.

Notons que la quantité de sucroester incorporée dans la formulation affecte aussi les
propriétés rhéologiques de I’émulsion (viscosité, €coulement....). D’autres ingrédients sont
aussi nécessaires tels que les épaississants et les agents conservateurs. Par conséquent, il est
recommandé de mener une étude approfondie afin d’optimiser la formulation de la mayonnaise

et atteindre les objectifs requis pour un produit fini industriel de qualité.
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CONCLUSION :

Dans cette étude, I’objectif principal est de démontrer le pouvoir catalytique d’une
enzyme veégetale, la lipase de ricin « Ricinus communis » dans la synthése d'un composé a
haute valeur ajoutée, un sucroester, appartenant a une classe originale de tensioactifs non
ioniques, obtenus a partir d'agro-ressources qui sont les glucides et les acides gras. La
synthése du sucroester est une réaction d’estérification entre un sucre simple, le saccharose, et
un acide gras, I’acide oléique, qui réagissent suivant le mécanisme d’estérification catalysée

par la lipase de ricin.

Les conditions opératoires ont été optimisées pour I'élaboration d'un procédé durable.
Tout d'abord, on s'est intéressée a préparer la lipase a partir des graines oléagineuses connues
pour leur activité lipasique, les graines de ricin. Par la suite, le biocatalyseur séparé a été
partiellement purifié puis immobilisé dans l'alginate de calcium afin d'obtenir une plus grande
stabilitée en vue de son utilisation en milieu organique. D'autre part, cette immobilisation a
permis de conserver I'enzyme active pour étre réutilisée ce qui est d'un grand intérét en vue

d'une application a I'échelle industrielle.

L’oléate de saccharose a été ainsi synthetise avec succes dans des conditions
réactionnelles douces. Il a été prouvé que la synthese du 1’oléate de saccharose était affectée
par divers parametres qui ont été optimisés afin de maximiser le rendement de la réaction. Les
résultats obtenus montrent que, la conversion la plus élevée du saccharose et de l'acide
oléique a été obtenue dans I’acétone comme solvant en présence de 30 Ul de lipase
immobilisée et sous agitation de 400 rpm. La présence d'une teneur minimale en eau ( a,, =
0,24 ) est nécessaire pour que I'enzyme soit dans sa forme active et pour que la réaction
d'estérification soit favorisée en suite a l'augmentation de la solubilité du saccharose. Un
rapport molaire des réactifs (nsqccnarose Macide otsique ) de 1/1 permet de mener la réaction
pendant une durée de 2 heures sous la température optimale de 50°C. Le rendement maximal

obtenu était de 68% de conversion de l'acide oléique.

Apreés avoir identifié les conditions idéales pour la réaction de synthese, les produits de
synthese (oléate de saccharose) ont été séparés et purifiés pour déterminer leurs
caractéristiques structurelles et fonctionnelles. L’oléate de saccharose posséde un HLB de
13,24 ce qui caractérise un émulsifiant idéal pour les émulsions huile dans 1’eau (H /E),
malgré son faible pouvoir moussant. L’émulsion Huile d’olive dans la solution aqueuse

d’oléate de saccharose a été émulsifiée a 70% pour une durée de 24 heures.
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L’émulsion huile d’olive dans la solution aqueuse d’oléate de saccharose était stable sur
un large intervalle de température (20°C a 100 °C), ce qui signifie que notre produit est
thermostable. Une stabilité vis-a-vis du pH compris entre 9 a 12 a été également constatée. La
présence du sel (chlorure de sodium), a une concentration 0 ,1 g / L, peut accroitre les taux

d’émulsification de la solution de 1’0oléate de saccharose.

L’oléate de saccharose, a été utilis€ comme émulsifiant dans la fabrication d’une mayonnaise
sans ceufs. Il permet de stabiliser I’émulsion huile dans 1’eau de la mayonnaise, remplacement

partiel des émulsifiants naturels présents dans le jaune d’ceuf.

Permet les prescriptives dans I’utilisation du pouvoir catalytique d’une lipase végétale dans la

synthése d’un composé a haute valeur ajoutée qui peut réaliser au future sont :

- La synthése du sucre ester en utilisant un autre type de lipase (animale ou
microbienne).

- Etude de I'effet d'un autre type de solvants tel que les solvants ioniques.

- L'utilisation d'agent déshydratant, tels que les tamis moléculaires afin de réduire I'effet
inhibiteur de I'eau formée par I’esterification.

La synthese dans un systeme biphasique aqueux (saturé en sucre)-organigue.
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ANNEXE

A.1l. Les indices :

a. Indice de saponification (Is) : [65]
Est une mesure qui indique la quantité de KOH en (mg) nécessaire pour neutraliser
I'acide libre et saponifier thermiquement ’ester de 1 g d'ester de saccharose, présenter en (mg

de KOH /g de sucroester).

1
1= Cpc (V' -V) Mgon™ — | (Eg. 1)

Avec :

- Cyci: Concentration en HCI (mol/l),

- V' :volume d'HCI nécessaire a la neutralisation du blanc (1),

-V :volume de HCI nécessaire a la neutralisation de I'échantillon (1),

- Mgoy : Masse molaire de KOH (mg/mol),

- m: masse d'échantillon (ester de saccharose) (g).

» Mode opératoire :

- Dans un ballon de 250 ml de verre borosilicaté munie d’un réfrigérant a reflux,

- On introduit la prise d’essai (m = 0,5g) de oléate de saccharose,

- On ajoute 12,5 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique KOH 0,25M avec
quelques quantité de pierre ponce,

- On adapte le réfrigérant et on chauffe a reflux pendant 30 min,

- On ajoute 0,5 ml de solution de phénophtaléine et on titre immédiatement par
I’acide chlorhydrique (HCI) de 0,25M [V (ml) d’Acide Chlorhydrique 0,25M],

- On effectue un essai a blanc (sans I’0léate de saccharose dans les mémes
conditions [ V’ (ml) d’Acide Chlorhydrique 0,25M] .
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Figure A.1 : montage de chauffage a reflux.

b. Indice d’acidité (Ia): [183]
Le nombre en (mg) de KOH nécessaire pour neutraliser les acides gras libres présents

dans 1g de I’oléate de saccharose (mg de KOH /g de I’oleate de saccharose) (Eq.2)

» Mode opératoire :

- Peser une masse Mgjsate de saccharose = 29 dans une fiole d’erlenmayer,

- Ajouter une solution d’éthanol 25%,

- 10 ml KOH a environ 0.2M (pipette jauge),

- Bien agiter puis attendre 10 min exactement,

- Faire le dosage de témoin pendant cet intervalle de temps,

- Ajouter 3 gouttes de I’indicateur colore phénolphtaléine,

- Neutraliser les ions OH~restant dans le mélange réactionnel par la solution HCI de

concentration connu versée a la burette graduée.

Le témoin: Un témoin sera réalisé dans les mémes conditions que I’essai mais sans

I’oléate de saccharose.

la=Cycr(V’-V) Mgon™ i
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A.2. Spectres IR de ’acide oléique et de saccharose :

45

%T
40

3
/

) SN

-
.

TN A/

1435,09—
1350,22:
——

298190— <
=
s
91043 ——
856 42—
R

15 7 Vo
(32}
] |
] N
<
10 & &
7 2 S
n <
-1 (=23
B 8
5

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Figure A.2 : Spectre IR de saccharose
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Figure A.3 : Spectre IR de I’acide oléique
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	الهدف من هذا الجزء هو تسليط الضوء على القوة التحفيزية لليباز النباتي المستخرج من بذور الخروع في تصنيع مركب ذو قيمة مضافة عالية.
	تتكون المنهجية من استخلاص الإنزيم وتنقيته وتعبئته في شكل ثابت. وبعد ذلك، سيتم اعتماد طريقة التحسين بهدف اختيار الظروف الأكثر ملائمة للحصول على أقصى عائد من عملية أسيلة السكر بواسطة الأحماض الدهنية.
	ركزت التجارب على تخليق أستر السكروز في الأسيتون. تمت دراسة تأثيرات العوامل المختلفة (درجة الحرارة، نشاط الماء، النسبة المولية لحمض السكروز/حمض الأوليك والوقت) على تخليق أوليات السكروز من خلال تغيير عامل واحد في كل مرة. تم الحصول على أقصى عائد لتحويل ح...
	بمجرد تحديد الظروف المثالية لتفاعل التركيب، يتم عزل منتجات التركيب وتنقيتها بحيث يمكن تحديد الخصائص الهيكلية والوظيفية لأسترات السكر. يمكن ان يقلل أوليات السكروز من التوتر السطحي للماء من 72 الى 41.9 م ن /م، عند التركيز 0.008 غرام /لتر، يبلغ HLB من أو...
	كان مؤشر الاستحلاب لمستحلب زيت الزيتون في محلول أوليات السكروز (1:9، حجم/حجم) لمدة 24 ساعة %70. بقيت مؤشرات الاستحلاب لمستحلب زيت الزيتون في محلول أوليات السكروز ثابتة تحت تأثير درجات الحرارة المختلفة التي شملت ما بين (20 درجة مئوية إلى 100 درجة مئوية...
	تم استخدام المنتج، أوليات السكروز، بنجاح كمستحلب في تركيب المايونيز يدون بيض.
	الكلمات المفتاحية: أوليات السكروز، الخروع، الليباز المثبت، الأسترة، مؤشر الاستحلاب.
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