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Résumeé

Résumé

La catalyse enzymatique des esters de sucres et d’acides gras présente plusieurs
avantages par rapport a la voie chimique classique. Cette étude est consacrée a 1’extraction de
lipases de la biomasse végétale et a leurs utilisations comme biocatalyseurs en vue de
remplacer les lipases couteuses principalement d’origine microbienne. Les extraits végétaux
bruts de graines de mais et de lin germées sont testés comme biocatalyseurs dans la synthese
du stéarate de D-glucose, biotensioactif non-ionique, a partir de ressources renouvelables. Les
résultats de ces travaux ont montré que ces extraits bruts contiennent des lipases dont 1'activité
catalytique peut €tre exploitée sans aucune purification dans les réactions d’estérification des

D-glucose avec 1’acide stéarique.

Mots clés : tensioactif, ester de sucre, estérification, lipase.
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Abstract

Abstract

The enzymatic catalysis of esters of sugars and fatty acids has several advantages over
the conventional chemical route. This study is devoted to the extraction of lipases from plant
biomass and their use as biocatalysts to replace expensive lipases mainly of microbial origin.
The raw plant extracts of germinated corn and flax seeds are tested as biocatalysts in the
synthesis of D-glucose stearate, a nonionic biosurfactant, from renewable resources. The
results of this work have shown that these crude extracts contain lipases whose catalytic
activity can be exploited without any purification in the esterification reactions of D-glucose

with stearic acid.

Keywords: surfactant, sugar ester, esterification, lipase
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Introduction générale

Introduction générale

Le marché des tensioactifs a connu une croissance réguliere au cours des derniéres
années avec un taux de croissance de 3 a 4% par an et devrait atteindre une valeur de 40
milliards de dollars dans les années 2020 [1]. Les tensioactifs jouent un réle important dans
plusieurs domaines industriels et le type d'applications dépend notamment de leur structure

(anionique, cationique, amphotere et non ionique) [2, 3].

Au cours des derniéres décennies, la forte demande de tensioactifs a induit un intérét
croissant pour les tensioactifs renouvelables, en raison de leur faible impact environnemental
et de leur faible consommation de ressources fossiles. Les esters d'acides gras et de sucre,
tensioactifs non-ioniques, entrent dans ce contexte, car ils sont produits a partir de ressources
renouvelables telles que les sucres et les acides gras. Ils sont donc biodégradables, inodores,
non toxiques et non allergénes et de vastes applications dans les industries alimentaire,

cosmétique, pharmaceutique et I’industrie des détergents ont été trouvées [4-8].

Des efforts continus sont faits pour le développement de nouveaux procédés de
production d’esters de sucres techniquement solides et surtout respectueux de
I’environnement. La catalyse lipasique est le procédé le plus simple qui répond a ces
exigences. Cependant le colit ¢levé des lipases commerciales principalement d’origine
microbienne limite 1’expansion de ce procédé a 1’échelle industrielle. La biomasse végétale
représente une source potentielle de lipases peu cheres, trés abondantes et facilement

exploitables.

L’objectif du travail présenté dans ce mémoire est de tester la synthése du stéarate de
glucose, tensioactif non ionique, par estérification enzymatique en utilisant des extraits bruts

d’enzymes issues de graines. Ainsi ce manuscrit s’articule autour de :
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» Chapitre I qui est dédié a une mise au point bibliographique sur les notions de base
concernant les tensioactifs et les esters de sucres, leurs définitions, classifications et
applications.

» Chapitre II qui est consacré a des essais de synthése du stéarate de glucose via une
réaction d’estérification catalysée par des extraits bruts de lipases d’origine végétale.
Les résultats obtenus sont présentés et discutés.

» Conclusion générale et perspectives.

» Partie expérimentale qui regroupe le matériel et les méthodes utilisés.
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Chapitre I : Geénéralités sur les tensioactifs

et les esters de sucres

A. Généralités sur les tensioactifs

I. Définition des tensioactifs

Les molécules tensioactives, communément appelées tensioactifs, sont des composés a
caractére amphiphile. Ils sont constitués de deux parties dont 1’affinité avec ’eau est
différente : la partie polaire et soluble dans 1’eau est désignée comme « téte hydrophiles »

tandis que la partie apolaire est appelée « chaine lipophile » [9].

Chaine polaire hydrophile Chaine apolaire hydrophobe

Figure 1: représentation schématique d'une molécule tensioactive

I1. Classification de tensioactifs

Les tensioactifs sont classés selon la nature de leur pole hydrophile en quatre grandes
familles: les tensioactifs anioniques chargés négativement, les cationiques chargés
positivement, les zwitterioniques ou amphoteres possédant a la fois une charge positive et une

charge négative et les non-ioniques, non chargés [9].

I1.1 Tensioactifs anioniques
Les tensioactifs anioniques portent une charge nette négative localisée sur la téte. Ils

sont les plus représentés car ils moussent et se rincent bien mais ils sont irritants (Figure 2).

[10].
D

Figure 2: structure générale d'un tensioactif anionique
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Ces composés possedent un ou plusieurs groupes fonctionnels s’ionisant en phase
aqueuse pour donner des ions chargés négativement. Ces composés peuvent étre subdivisés en

trois principaux groupes [11] :

» Les savons dont la partie hydrophile est un sel de sodium ou de potassium d’un
acide carboxylique.
» Les composés sulfonés de formule générale RSO; Na" qui constituent la

premicre matiere tensioactive la plus utilisée dans les formulations détergentes.
» Les composés sulfatés proviennent de la sulfatation d’un alcool. Ils ont un pouvoir

moussant tres €levé mis a profit dans la préparation des shampoings et des bains

moussants. Les alcools gras sulfatés ont pour formule générale ROSO; Na'.

I1.2. Tensioactifs cationiques

Les tensioactifs cationiques portent une charge nette positive localisée sur la téte

(Figure 3).
&

Figure 3: structure générale d'un tensioactif cationique

Ces composés possedent un ou plusieurs groupements s’ionisant en solution aqueuse
pour donner des ions tensioactifs chargés positivement. Les plus répandus sont les dérivés
des amines quaternaires aliphatiques (Figure 4) [12] :

CHs
I+ -

CH;— N—R;, X
|
Ro Ry, R, = alkyle, aryle

Figure 4: structure générale de dérivés d’amines quaternaires

I1.3. Tensioactifs amphoteres ou zwitterioniques
La recherche de nouveaux produits a naturellement conduit le chimiste a associer les
charges anioniques et cationiques dans une seule et méme espéce chimique «zwitterionique »

(Figure 5). Selon le pH, elles peuvent libérer un ion positif ou négatif.

DD

Figure 5: structure générale d'un tensioactif zwitterionique
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Les tensioactifs amphotéres ont une balance hydrophile-lipophile (HLB) ¢levée. Ils
sont donc utilisés comme détergents. Ils présentent un caractére moins agressif que les

tensioactifs anioniques et sont recommandés pour les peaux fragiles [13].

I1.4 Tensioactifs non-ioniques
Ces agents de surface ne donnent aucun ion en solution aqueuse. Leur caractére

hydrophile provient de la présence, dans leur molécule, de groupement polaire de type éther,

-

Figure 6: structure générale d'un tensioactif non-ionique

alcool, carbonyle ou méme amine.

90% de ces tensioactifs sont obtenus par polycondensation de molécules d’oxyde

d’éthyléne sur un composé a hydrogéne mobile, selon la réaction générale (Schéma 1) [14] :

RH + n A R(CH,CH,0) H

Schéma 1 : polycondensation d'oxyde d'éthyléne sur un composé a hydrogéne mobile

Les autres produits tensioactifs non ioniques sont principalement :

» Des esters de polyols : esters de sorbitanne, de glycérol, de polyglycérol, de
sucre. ..

» Des éthers de polyols : éthers de glucose

» Des alcanolamines

» Des alkylpolyglucosides (APG).

I11. Propriétés physiques des tensioactifs
Un agent tensioactif permet d’abaisser les tensions de surfaces aux interfaces.
L’efficacit¢ d’un tensioactif peut €tre évaluée a travers plusieurs propriétés : la balance
hydrophile-lipophile -en anglais: hydrophile-lipophile balance- (HLB), la concentration
micellaire critique (CMC), la tension de surface (TS) et la température de Krafft (TK).

I11.1. Balance hydrophyle-lipophile (HLB)
L’¢équilibre hydrophile—ipophile (HLB) est I’équilibre entre la taille et la force des fractions
hydrophiles et lipophiles d’une molécule de surfactant. L'échelle HLB va de 0 a 20, sa valeur

est une fonction directe de ’importance de la partie hydrophile dans la molécule : elle est
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¢levée lorsque la fraction hydrophile est importante et faible si la molécule est

majoritairement lipophile.

Par conséquent une valeur de HLB proche de 1 caractérise un produit trés peu soluble
alors qu’une valeur supérieure a 20 indique que le produit est trés soluble. Les composés dont
la HLB se situe entre 15 et 18 sont les plus efficaces pour détergence puisqu’ils sont
relativement solubles dans 1’eau tout en possédant un caractere lipophile important, favorable
a I’émulsifcation (Figure 7). Il est nécessaire de préciser que la HLB est déterminée a une
température donnée et qu’elle peut varier de fagon considérable lorsque les conditions

changent [15].

Non-solubilisants Emulsionnants solubilisants
- B S i B -« >
----------- > Valeur

| | |— de HLB
1 10 15 18

- -

Mouillants Détergents

anti-moussants moussants

Figure 7: propriétés des tensioactifs selon leur HLB

I11.2. La concentration micellaire critique (CMC)

La CMC est définie comme étant la concentration au-dela de laquelle les molécules de
tensioactifs s’auto associent et s’arrangent sous forme d’agrégats particuliers appelés micelles.
La valeur de la CMC mesurée varie 1égeérement suivant la méthode retenue pour la déterminer

[16].

I11.3. Tension de surface (TS)

La tension de surface ou tension superficielle est la tension qui existe a I’interface entre
un gaz et un liquide. La tension interfaciale est la tension qui existe a l'interface entre deux
liquides non miscibles ou entre un liquide et un solide. De par leur structure amphiphile, les
tensioactifs sont capables de s’adsorber et de s’accumuler sur tous les types d’interface et

d’abaisser la tension a l'interface [17]

I11.4. Température de Krafft (TK)
Le point de Krafft est un parameétre caractéristique des tensioactifs ioniques : il s’agit de
la température au-dessous de la laquelle aucune micellisation n’intervient. Il correspond

également a la température a laquelle la solubilité des tensioactifs ioniques atteint la valeur de
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la concentration critique pour la formation de micelles. A partir de cette température, la

solubilité¢ augmente brusquement tandis que la CMC reste pratiquement constante [17].

IV. Les pouvoirs des tensioactifs

Le pouvoir d’un tensioactif est sa faculté et sa capacité de faire quelque chose. Les
tensioactifs sont des agents : solubilisant, moussants, mouillants, dispersants, émulsifiants,

détergents ou anti-moussants.

IV.1. Le mouillage
Grace au phénomene d’adsorption, les tensioactifs améliorent le mouillage qui est
déterminé par la valeur appelé aussi angle de mouillage. Ce dernier diminue avec la tension

superficielle de la solution tensioactive [18].

IV.2. Le moussage
La mousse est un ensemble de cellules gazeuses séparées par des lames fines de liquide

et forment par juxtaposition des bulles qui donnent un gaz dispersé dans le liquide [19].

IV.3. L’émulsion
Ce phénomene d’adsorption fait également baisser la tension interfaciale. Cet effet

favorise I’émulsification qui est la dispersion colloidale de deux liquides non miscibles [20].

IV.4. La dispersion
Pour maintenir des particules dispersées, deux techniques sont possibles : on les enrobe
d’un film colloidal protecteur ou on utilise un ¢électrolyte qui produit leur répulsion

mutuelle [21].

IV.5. La détergence
La détergence est le processus selon lequel des salissures sont enlevées et mises en
solution. La majorité des opérations de la vie courante concernant le lavage mettent en jeu un

antagonisme existant entre les contaminants et I’eau [19].

IV.6. La solubilisation
La solubilisation consiste en une dissolution spontanée d’une substance grace a des
interactions réversibles avec les micelles d’un tensioactif présent dans un solvant donné, afin

de former une solution isotrope et thermodynamiquement stable [21].
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IV.7. L’anti-moussage
Les anti-mousses sont des produits susceptibles de se rassembler aux interfaces et de

désorganiser les films superficiels en faisant chuter leurs propriétés mécaniques [22].

B. Généralités sur les esters de sucres

I. Introduction

Les esters de sucres constitués d’un groupement osidique hydrophile et d’une chaine
grasse hydrophobe, ils possédent un caractére amphiphile. Cette caractéristique leur confére
une affinité particuliére pour les interfaces de type air/eau et eau/ huile et, en ces interfaces.
Ce phénomene est a la base de la stabilisation de systémes dispersés. Les esters de sucre sont
des tensioactifs non ioniques et présentent des propriétés pertinentes telles que la diversité

structurelle et la sécurité¢ environnementale et sanitaire [23].

Les premiers esters se sucres commercialisés sont les esters de saccharose (Figure 8).
o
Il

H3C— (CHy)— c-0.
n( 2) CH2

QH
0 OH OJ H
CH OH

Figure 8: structure chimique d’un ester de saccharose

III. Avantages et applications des esters des sucres

Les esters de sucres sont des tensioactifs non-ioniques présentant de nombreux

avantages [24]:

v’ Matiéres premiéres peu coliteuses et renouvelables.

v' Biodégradabilité compléte tant en aérobiose qu’en anaérobiose.

v’ Molécules ne présentant ni toxicité (lors de la digestion, les sucroesters sont convertis

en sucres et en acides gras, donc en molécules métabolisables), ni caractére irritant.

v' Certains groupes d’esters de sucres posseédent des activités biologiques intéressantes.

v’ Large gamme de structures disponibles.

Les applications potentielles des esters de sucre touchent des domaines variés tels que
I’alimentation humaine, la formulation de médicaments et de produits phytosanitaires ou

encore 1’é¢tude des protéines membranaires [25] [26].
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IV. Voies de Synthése des esters de sucres

Les esters de sucres de structures simples ne sont pas disponibles dans la nature. Leur
synthése est réalisée soit par voie chimique ou par voie enzymatique, via une réaction
d’estérification ou une transestérification entre un sucre et un acide gras ou un sucre et un

ester gras respectivement (Figure 9).

Estérification: R{COOH + R,OH R,COOR, + H,0
acide gras sucre ester de sucre
Transéstérification R{COOR, + R;OH —> R;COOR; + R,OH
ester d'acide sucre ester de sucre
gras

Figure 9 : schéma général de la synthése d’esters de sucre

IV. 1 Synthese par voie chimique

D’un point de vue général, la réaction envisagée est une estérification ou une
transestérification réalisée a haute température en présence d’un catalyseur alcalin [27]. Les
substrats nécessaires sont tout d’abord la source de sucre et ensuite un chlorure ou anhydride

d’acide gras.

Ce type de syntheése ne permet de controler ni le site de réaction, ni le nombre de
groupements hydroxyles qui seront estérifiés. Toutefois, un choix judicieux du catalyseur
alcalin et des conditions de réactions de réaction permet d’orienter la réaction. Le Tableau 1

cite quelques exemples de synthése d’esters de sucres par voie chimique.

Tableau 1: quelques exemples de synthéses d’esters de sucres par voie chimique

Sucre Agent acylant catalyseur solvant T(°C) R (%) | Réf.
Saccharose Mélt':lnge mono- di- Carbonqte de Sans solvant 140 25 [28]
et triglycéride potassium
Saccharose Méthyl palmitate Hydroxyde de | Sans solvant 135 70 [29]
potassium
2.3,4-tri-0-acetyl- chlorure d’un Triethylamine | dichlorométhane | 40 88 | [30]
D-xylopyranose décénoyle

I11.1. Synthése par voie enzymatique
Le principe de la synthése enzymatique est d’utiliser une enzyme hydrolytique (le plus

souvent une lipase, nom abrégé d’une triacylglycérol acylhydrolase) dans un milieu non
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aqueux. Dans ces conditions, ’activité¢ de la lipase est inversée, passant de I’hydrolyse a

I’estérification [31]. La biocatalyse permet d’envisager la production sélective de structures

complexes et originales.

La voie biotechnologique, exploitant les capacités d’enzymes dans la synthése des esters

de sucres, a été la plus étudiée ces dernieres décennies ; le Tableau 2 en regroupe quelques

exemples.

Tableau 2: quelques exemples de synthéses d’esters de sucres par voie enzymatique

Sucre Agent acylant Enzyme Solvant TCC) | R(%) | Réf.
D-Glucose Acide stéarique Rhizobium oryzae- Isooctane 25 87,2 [8]
FCO4
D-Fructose Acide stéarique CAL B Ethanol 40 78.13 | [32]
D-Fructose Acide stéarique CAL B Terbutanol 40 65 [33]
: : Liquide ionique [34]
D-mannose | Myristate de vinyle Novozym 435 q a 80 72
[Bmpyrr][TFO]
D-gal N-decanoylglyci - butanol 40 | 945 | I3
-galactose -decanoylglycine | |ipozyme (TLIM) tert-butano ,
D-Glucose Acide hexanoique CAL B DMSO /2- 55 >90 [36]

méthylbutan-2-ol

I11.2 Comparaison entre la synthese chimique et la synthese enzymatique

Les deux voies de synthése d’esters de sucre possédent des avantages et des

inconvénients. Le Tableau 3 récapitule les différents avantages et inconvénients des deux

voies chimiques et biotechnologiques [37].

10
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Tableau 3: comparaison entre la synthése chimique et la synthése enzymatique

Synthése chimique Synthése enzymatique

Avantages : Avantages :

v -Economique v -Sélectivité

v' -Rapide v -Conditions de réaction douces

v’ -Bons rendements v’ -Label « naturel »

v’ -Réalisable avec de nombreuses v’ -Purification aisée
molécules v -Conditions « solvant free » possibles

v -Composition du produit définie
Inconvénients : Inconvénients :

v Toxicité (solvant et catalyseur) v" Codteuse au niveau industriel

v" Faible sélectivité v" Problémes de solubilité des substrats

v’ Température élevée (caramélisation, v Rendements fort variables.
formation d’artéfacts, cyclisation...) v' Temps de réaction longs (>24 h)

v" Composition du produit non définie

Il est a signaler que malgré ses désavantages, la voie de syntheése chimique reste
actuellement la seule envisagée industriellement. Les colts de production de molécules
comme les esters de sucres par une voie enzymatique restent ¢levés et limitent les applications
envisageables a des domaines ou la valeur ajoutée de la formulation est ¢élevée comme dans

les domaines des cosmétiques et particuliérement des produits pharmaceutiques.

C. Conclusion

Les tensioactifs sont des composé€s a caractere amphiphile. Selon la nature de leur téte
polaire ils sont classés en quatre types: cationiques, anioniques, zwitterioniques et non
ioniques. Par ailleurs, les esters de sucre d'acides gras sont des tensioactifs non ioniques issus
de ressources renouvelables, de plus ils sont biodégradables, non toxiques, non irritants et
présentent une vaste gamme de structures avec de larges applications dans les industries
alimentaire, cosmétique, pharmaceutique et détergente. Leur synthése par voie enzymatique

présente plusieurs avantages par rapport a la voie chimique classique.

11
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Chapitre II: Essais de biocatalyse d’un tensio-

actif non ionique

I. Introduction

Les esters de sucres et d’acide gras sont des tensioactifs non-ioniques présentant de
nombreux avantages dont notamment la diversité des structures disponibles et le caractére
inoffensif, tant pour la santé que pour I’environnement. Leur synthése se fait par voie
chimique ou enzymatique, cependant malgré ses désavantages, la voie de synthése chimique
reste actuellement la seule envisagée industriellement a cause du colt élevé des lipases

commerciales principalement d’origine microbienne.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la synthése d’un ester de sucre, le
stéarate de glucose, en estérifiant le glucose par ’acide stéarique en présence d’extrait brut de
lipase issue de la biomasse d’origine végétale comme alternative aux enzymes d’origine
microbiennes onéreuses. Avant d’accéder a nos résultats, nous allons présenter un bref apercu

sur les lipases et spécifiquement les lipases d’origine végétale.

I1. Généralités sur les lipases

Encore appelées triacylglycérols acyl hydrolases (EC.3.1.1.3), les lipases
appartiennent a la famille des hydrolases d'esters carboxyliques. Le role physiologique des
lipases est d'hydrolyser les triglycérides en diglycérides, monoglycérides, acides gras et
glycérol (Schéma 2). L'hydrolyse des liaisons esters des substrats lipidiques insolubles dans
I'eau se produit a l'interface entre lipide et eau. Ces enzymes, présentes chez tous les

organismes vivants, jouent un réle clé dans la biochimie des lipides.

HzCI‘O“CO‘R1 Lipase Hz(‘:*OH
_HC-0-CO-R; + 3H0 ~ 3R-COOH *+ HC-OH_
H,C-0-CO-R3 H,C-OH
Trialycéride Acide gras Glycérol

Schéma 2: réaction d'hydrolyse de triglycéride catalysée par une lipase en milieu aqueux

12
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Les lipases ont également la capacité de catalyser des réactions de synthése telles que
l'estérification (réaction entre un acide et un alcool), la transestérification (ester et alcool) et
l'interestérification (ester et ester) ainsi que les réactions de transfert du groupement acétyle

d'un ester sur d'autres nucléophiles tels que des amines ou des thiols. [38]

III.1. Origines des Lipases
Les lipases sont largement répandues dans la nature ou elles ont un réle physiologique
important dans le métabolisme des graisses. On les retrouve dans le régne végétal, dans le
régne animal et également chez de nombreux micro-organismes, principalement sous forme

de protéines extracellulaires. [39]

I11.1.1. Lipases de mammiféres
Les lipides constituent pour les mammiféres une source énergétique essentielle et
avantageuse de par leur faible densité. Chez I’homme, ainsi que chez d’autres vertébrés, les
lipases interviennent dans le controle de la digestion, de 1’absorption et de la reconstitution

des graisses. Les lipases de mammiféres peuvent étre classées en trois groupes :

» Le premier est constitué par les lipases associées a la digestion, telles que les lipases
linguale, pharyngale, gastrique et pancréatique.

» Le second groupe correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les
arteéres, les reins, la rate, la langue, le foie et les tissus adipeux.

» Le troisiéme groupe correspond aux lipases produites par les glandes galactogénes

produisant le lait maternel.

I11.1.2. Lipases microbiennes
Les lipases sont largement répondues chez les bactéries, les levures et les
champignons filamenteux. Elles sont aussi bien produites chez les bactéries Gram (+) telles
que celles de genres Bacillus et Staphylococcus que par des bactéries Gram (-) telles que
Pseudomonas. Elles sont ¢galement largement répondues chez les levures du genre Candida
ou Geotricum ainsi que chez les champignons filamenteux tels que Rhizopus ou

Thermomyces.

I11.1.3. Lipases végétales
Les lipases végétales se trouvent dans les différentes parties de la plante telles que les

feuilles, les tiges, les huiles, les graines des plantes oléagineuses et des céréales. En théorie,
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Les lipases végétales constituent un potentiel alternatif aux lipases microbiennes pour leur
faible cott, la forte disponibilité de la biomasse végétale source de lipases et leur forte

spécificité de substrat.

Les lipases sont largement répandues au sein de la plante et on les retrouve
principalement dans les graines ou les triglycérides sont stockés dans des structures
intracellulaires appelées oléosomes (ou oil bodies). Sous 1’action des lipases, ces triglycérides
sont hydrolysés sous forme d’acides gras dont le role est de fournir 1’énergie nécessaire a la

germination de la graine et au développement de la jeune plante.

Les lipases végétales peuvent €tre classées en trois grands groupes :

» Le premier groupe est constitué par les triacylglycérol hydrolases qui sont
principalement présentes dans les graines. Leur étude revét une importance
économique capitale puisqu’elles sont responsables en grande partie de I’altération des
graines pendant le stockage.

» Les constituants du second groupe, dénommés acylhydrolases, 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 transestérification (Hills et al. 1990). Les principales
acylhydrolases sont les phospholipases A et B ; les glycolipases, les sulfolipases et les
monoglycérides lipases.

» Le troisiéme groupe est constitué par les phospholipases C et D [39].

La polyvalence des lipases végétales pour catalyser différentes sortes de réactions
associées a leurs différentes spécificités, conférent a ces enzymes un potentiel d'application

important et vaste. Dans ce contexte, nous prenons les deux exemples suivants :

R. Tambun et coll. ont étudiés 1'hydrolyse des triglycérides directement a partir des
graines d'avocat en activant I'enzyme lipase présente dans les graines pour produire des acides
gras et du glycérol. Cette recherche est effectuée en ajoutant de 1’eau a la poudre de graines,
puis le mélange est agité a 35°C pendant 12 h pour obtenir une teneur en acides gras de 67%

[40].
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F. SFHA et coll. ont réalisé l'estérification enzymatique du glucose avec l'acide
palmitique dans le tert-butanol en présence d’une lipase immobilisée des graines de ricin a

40°C pour obtenir le palmitate de glucose avec 65% de conversion [41].

II1. Résultats et Discussions

Ce travail est réalis¢é au niveau du laboratoire de chimie a 1’universit¢ Chadli-
Bendjedid El Tarf. Il a pour objectif de tester 1’activité catalytique d’extraits végétaux issus de
graines oléagineuses dans la synthése d’un ester de sucre et d’acide gras, le stéarate de
glucose. D’aprés la littérature, 1’estérification du glucose et d’acide gras se fait

préférentiellement en position 6 du sucre (Schéma 3).

OH 00C—(CHy);5 CH;
o Enzyme brute o)
HO \ +  HC—(CHy-COOH === HO |
HO oI’ "\ OH 40°C, Solvant o OH

Solvant: hexane
Acétone

Schéma 3: estérification enzymatique du D-glucose avec I'acide stéarique

Il est a signaler que le stéarate de glucose est un bio-tensioactif non ionique, il est
utilisé comme agent émulsifiant alimentaire et cosmétique. De plus il posséde une activité

antibactérienne €levée contre E. coli estimée a 50 % d’inhibition [8].

Quatre types de gaines sont sélectionnés pour cette étude a savoir, les graines de mais,
les graines de lin, les graines de lupin et les graines de moutarde blanche, comme source de

lipase. Ces graines sont présentées dans la Figure 10 suivante :

(@) TS) O @

Figure 10: les graines sélectionnées pour 1’étude

(a) : graines de mais ; (b) : graines de lin ; (¢) : graines de lupin doux ; (d) : graines de

moutarde blanche
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II1.1. Préparation de I’extrait enzymatique
Les graines choisies sont utilisées a I’état germé car l'activité de la lipase est €levée
pendant la germination. En effet, les graines sont généralement riches en triacylglycérols, qui
servent de source d'énergie pour les nouvelles plantes émergentes. Lors de la germination de
la graine, les triacylglycérols en réserve sont hydrolysés par les lipases pour libérer les acides

gras dont I’oxydation fournit de 1'énergie. [42]

La préparation de 1’extrait lipasique se fait selon les étapes les étapes suivantes :

» Trempage dans I’eau
» Germination
» Séchage et broyage
» Délipidation

a- Trempage des graines dans I’eau
Afin de faciliter la germination, les graines sont mises a tremper dans 1’eau pendant 12

heures a température ambiante (Figure 11).

(b)

Figure 11: trempage des graines dans I'eau

(a) : graines de lin ; (b) : graines de lupin ; (¢) : graines de mais ; (d) : graines de moutarde blanche

b- Germination des graines
Apres 12 h de trempage dans 1’eau, les graines sont récupérées et sont mises a germer
a température ambiante sur un plateau recouvert de papier absorbant imbibé d’eau (voir partie
expérimentale). La germination des graines est aboutie apres un temps variant entre 40 et 56

heures selon la variété (Figure 12).
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(a) (b)

Figure 12: graines germées
(a) : graines de lin ; (b) : graines de lupin ; (¢) : graines de mais ; (d) : graines de moutarde blanche

Il est a rappeler que La germination est la phase de développement d'un embryon
présent dans une graine. Pour borner temporellement la elle débute au moment ou la graine
est mise en contact avec de I'eau et se termine quand la radicule perce le cuticule. Le Tableau 4

indique le temps de germination pour chaque variété. Les graines de moutarde ont germé en

premier (40 h) ensuite les graines de lin (48 h).

Tableau 4: durée de germination des graines étudiées

graines Mais Lupin Lin Moutarde

Durée de germination (h) 56 50 48 40

c- Séchage et broyage des graines germées
Le séchage assure le bon stockage et un bon milieu non aqueux favorisant 1’estérification au

lieu de I’hydrolyse.

Afin d’éviter la dénaturation des lipases par les hautes températures du four, les graines
germées sont séchées a I’air libre pendant 48 heures a température ambiante, le séchage des
quatre variétés de graines s’est donc bien déroulé. Des pesées a des intervalles de temps sont
faites pour vérifier et controler le séchage. Le Tableau 5 suivant montre le changement des

masses au cours du séchage :

Tableau 5: suivi des masses des graines germées lors du séchage des graines a l'air libre

graines Avant germination | Aprés germination Aprés 24 h Aprés 48 h
Mais 50g 75g 70g 57.2g
Lupin 50g 120g 115¢g 97g
Moutarde 50g 90g 85¢ 80.8g
Lin 50g 105¢g 103g 76.7¢g
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Les graines sont ensuite séchées dans I’étuve a 40°C pendant 22 heures avec un suivi

de changement de la masse comme indiqué dans le (Tableau 6) :

Tableau 6: suivi des masses des graines lors du séchage dans 1'étuve

Graines 2h 22h

Mais 55.9¢ 52.8¢g
Lupin 94.4¢g 76.6g
Moutarde 78.6g 69.6g
Lin 73.9¢ 63.8g

Par manque de temps a cause de la situation sanitaire (confinement a cause du Covid-
19), nous nous sommes limités a tester I’activité des lipases issues de deux variétés de graines
seulement. Les deux graines les mieux germées et les mieux séchées (les graines de mais et

les graines de lin) sont choisies.

Les deux variétés de graines sélectionnées sont broyées a 1’aide d’un moulin a café
puis placées dans 1'étuve une deuxieme fois pendant 2 heures pour €liminer les traces d'eau.

Les poudres ainsi obtenues sont ensuite stockées au frais dans des boites pétries.

(a) (b)

Figure 13: poudre des extraits des graines de lin et de mais

(a): poudre des graines de mais, (b) : poudre des graines de lin

d- Délipidation
La délipidation constitue une des étapes clé dans le processus de préparation des
extraits végétaux. Cette étape importante permet 1’¢limination des lipides et les acides gras
présents dans les extraits végétaux bruts a 1’aide d’un solvant organique, car ces lipides
peuvent réagirent avec notre substrat (le sucre). Les solvants les plus efficaces pour la

délipidation d’extraits végétaux sont 1’éther diéthylique, I’acétone et le n-hexane. [43]
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20 g de poudre des graines de mais et des graines de lin sont délipidées de deux
manicres différentes et en présence d’un des deux solvants, I’acétone pour les graines de mais

et I’hexane pour les graines de lin (voir partie expérimentale).

Les deux schémas (Figure 14 et Figure 15) suivants résument I'opération de
préparation des extraits lipasiques bruts a partir des graines de lin et des graines de mais du

trempage jusqu’a I’obtention des poudres des extraits lipasiques bruts.

Germination
——

Séchage

1
1

f Récupér.er ! . Délipidation
i d'extrait et filtration - Broyage |
\" h 7 _ h ':

LGM

Germination
———

Séchage

|
Récupérer | Délipidation
d'extrait '_ ’ et filtration
| — i af—

Figure 15: schéma résumant la préparation de I'extrait lipasique des graines de lin (LGL)
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Les deux extraits de lipase bruts obtenus sont utilisés comme biocatalyseur dans la

synthése du stéarate de glucose.

I11.3. Estérification en présence de LGM (lipase de graine de mais)

La réaction d’estérification du D-glucose avec I’acide stéarique est réalisée en
présence de I’extrait brut de la lipase des graines de mais LGM comme biocatalyseur dans
I’acétone sous agitation magnétique a 40°C (Schéma 4). Un suivi cinétique des réactions
cibles est effectué¢ par dosage acido-basique (voir partie expérimentale) et une analyse par

CCM est également réalisée.

OH 00C—(CH,);5 CH;
(0] LGM (0]
HO \ +  HC—(CHyrgCOOH  —= HO
HO OH Y\ OH 40°C, Acétone [0) OH
D-glucose Acide stéarique Stéarate de glucose

Schéma 4: estérification du D-glucose par I'acide stéarique en présence de LGM
Conditions réactionnelles : 2mmol de D-glucose, leq d’acide stéarique, 1g de LGM, dans 30 ml d’acétone a

40°C.

Cette estérification enzymatique est une réaction réversible qui se produit entre un acide gras
et un alcool en présence d’une enzyme brute pour donner un ester et de 1’eau. Pour favoriser
la formation de 1’ester il faut éliminer 1’eau produite au cours de la réaction. En générale, un
agent adsorbant est ajouté au milieu réactionnel pour éliminer cette eau. Dans nos essais, la
réaction est menée sans tamis moléculaire afin de tester le pouvoir adsorbant de la poudre

LGM et celui de la LGL pour le prochain essai.

Il est a noter qu’une réaction a blanc (sans biocatalyseur) est réalisée, cependant aucune

conversion n’a été observée.

Au cours de la réaction des échantillons du mélange réactionnel ont été prélevés a des
intervalles réguliers, afin d’évaluer la conversion (C). Ces échantillons sont dosés par une
solution basique pour déterminer la quantité d’acide stéarique qui n’a pas réagit, et les

résultats obtenus sont donnés dans le Tableau 7 suivant :

20



Chapitre 11 Essais de synthése d’'un ester de sucre

Tableau 7 : résultats de la conversion du D-glucose en présence de 1’extrait brut de LGM

Temps (min) 0 16 60 90
Conversion C (%) 0 30.61 42 48.97

Le graphe ci-dessous illustre mieux le suivi cinétique de la conversion de la réaction

d’estérification obtenue en présence de LGM (Figure 16).
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Figure 16: suivi cinétique de la conversion du D-glucose dans le cas de I’extrait brut de LGM
Conditions réactionnelles : 2 mmol de D-glucose, leq. d’acide stéarique, 1g de LGM, 30 ml

d’acétone a 40°C.

Il ressort de I’analyse du graphe de la Figure 16 que la réaction démarre avec une
bonne vitesse initiale de 30 % de conversion, puis la vitesse de la réaction continue a croitre

pour atteindre une conversion maximale de 49 % apres seulement 3h de réaction.

L’analyse qualitative du mélange réactionnel par CCM révele la formation d’un
nouveau produit de Ry = 0,75 attribué a I’ester attendu. La tache avec un Rf = 0.45 correspond

a I’acide stéarique alors que le glucose reste sur la ligne de dépot car il est le plus polaire.
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0.75 Stéarate de glucose

0.5 Acide stéarique

Figure 17: analyse CCM de la réaction d'estérification catalysée par la LGM
G : glucose, R : Mélange réactionnel.
Eluant : Hexane/DDE/acide acétique (7/3/0.1). Révélateur : solution de KMnO, (50mL de
solution KMnOy a 2%+ 50 ml de solution Na,CO; a 4%)

Le résultat obtenu est satisfaisant pour un premier essai, car 1’extrait brut de LGM se
révele capable de catalyser D’estérification enzymatique du glucose dans les conditions

utilisées. L optimisation des conditions réactionnelles pourrait améliorer I’activité¢ de LGM.

Par ailleurs, il a signaler les difficultés rencontrées lors des pesées des échantillons prélevés,
et ce a cause de la volatilité de I’acétone, c’est pourquoi ce solvant de la réaction est remplacé

par I’hexane dans le prochain essai de synthese catalysée avec 1’extrait de LGL.

I11.4. Estérification en présence de LGL (lipase de graine de lin) :

La réaction d’estérification du D-glucose par I’acide stéarique en présence de 1’extrait
brut de LGL est réalisée dans I’hexane comme solvant sous agitation magnétique a 40°C
(Schéma 5). La réaction est suivie par dosage volumétrique (voir partie expérimentale) et une
analyse CCM est effectuée systématiquement pour confirmer la formation du produit attendu,

le stéarate de glucose.

OH 00C—(CH,)5CH;4
HO/&O\ +  HC—(CH)COOH =—== yo °
HO OH"VW\ OH 40°C, Hexane HO %) oH
D-glucose Acide stéarique Stéarate de glucose

Schéma 5: estérification du D-glucose avec acide stéarique en présence de LGL

Conditions réactionnelles : 2mmol de D-glucose, leq. d’acide stéarique, 1g de LGL, 20 ml d’hexane a 40°C
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Comme pour la réaction faite avec l’extrait brut de LGM, les conversions sont

calculées apreés dosage acido-basique de 1’acide stéarique qui n’a pas réagit contenu dans le

mélange réactionnel. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 8 suivant :

Tableau 8: résultats de la conversion du D-glucose en présence de LGL

Temps

0

16 min

lh

3h

Conversion C (%)

0

4.08

8.16

12.24

La représentation graphique suivante (Figure 18), affiche mieux les résultats obtenus

en présence de 1’extrait brut de LGL :

14

12

10

conversion %

1,5 2

Temps( h)

2,5

3,5

Figure 18: suivi cinétique de la conversion du D-glucose dans le cas de LGL

Conditions réactionnelles : 2mmol D-glucose, 1eq d’acide stéarique, 1g de LGL, 20 ml d’hexane a 40°C

D’aprés I’analyse de la Figure 18, une conversion modeste (C=12.24%) est obtenue

apres 3 h de réaction. L’extrait brut de LGL posseéde une modeste activité lipasique pour la

réaction d’estérification du D-glucose par 1’acide stéarique dans les conditions utilisées.

L’analyse des plaques CCM réalisées pour suivre ’avancement des réactions de

syntheése du stéarate de glucose révele la formation d’un ester de sucre avec un Ry de 0.75.
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0.75 Stéarate de glucose

0.5 Acide stéarique

Figure 19: analyse CCM de la réaction d'estérification catalysée par la LGL

G : glucose ; R : Mélange réactionnel ; M= G + R
Eluant : Hexane/DDE/acide acétique (7/3/0.1). Révélateur : solution de KMnO,4 (50mL de solution KMnO, a

2%+ 50 ml de solution Na,COj3; a 4%)
Il est a noter que 1I’obtention du stéarate de glucose peut étre vérifiée par analyse infra-
rouge (IR). En effet, I’apparition de la bande 4 1703 cm™ caractéristique de la liaison C=0

indique la formation de I’ester [8].

Comme pour les lipases microbiennes ou d’origine animale, la température, le temps
réactionnel, la présence d’eau, le solvant, la quantité d’enzyme ainsi que, le type et la
concentration de 1’agent acylant sont des facteurs qui affectent les mécanismes mis en jeux et

donc les performances des procédés d’estérification enzymatique.

Pour ce premier essai de catalyse par la LGL, le résultat obtenu est satisfaisant, car cet
extrait brut d’origine végétal posseéde une activité¢ lipasique pour catalyser la réaction
d’estérification cible, il suffit de trouver les bonnes conditions opératoires. A cet effet, il faut,
dans un premier temps, augmenter le temps réactionnel, puis chercher les autres conditions

réactionnelles optimales dans un deuxieme temps.

IV. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis en ceuvre la synthétise du stéarate de glucose par
estérification catalysée par des extraits de lipases brutes d’origine végétale issues des graines
de mais et des graines de lin. Deux solvants, ’hexane et 1’acétone ont été utilisés, Les

résultats obtenus sont :

s C=48.97 % obtenue avec I’acétone apres 3 h de réaction (dans le cas de la LGM).

s C=12.24 % obtenue avec I’hexane apres 3h de réaction (dans les cas de la LDL).
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Conclusion générale

Ce projet a été réalis¢ dans le but d’identifier une ou plusieurs biomasses végétales
locales sources de lipases et leur mise en ceuvre comme biocatalyseurs pour la production
d’ester de sucre. A cet effet, quatre types de graines oléagineuses issues de la biomasse (mafs,
lin, lupin et moutarde blanche) ont ét¢ germées et séchées. Faute de temps (confinement a
cause de la pandémie du Covid 19), seulement les graines de mais et de lin ont été broyées
puis délipidées pour tester la capacité des extraits végétaux bruts obtenus a catalyser
I’estérification du D-glucose par I’acide stéarique pour produire le stéarate de glucose a

potentialité tensioactive et surtout respectueux de 1I’environnement.

Le suivi cinétique de la réaction cible par dosage volumétrique a permis de déterminer
les conversions obtenues pour les deux extraits bruts de lipases. En effet, ’extrait brut de
LGM a montré une activité lipasique appréciable avec 49 % de conversion au bout de
seulement 3 h de réaction dans 1’acétone a 40°C. Tandis qu’une conversion trés modérée

(12%) est obtenue avec I’extrait brut de LGL dans I’hexane a 40°C.

Les résultats de cette étude permettent de conclure que les extraits bruts LGM et LGL
renferment une ou plusieurs lipases dont I’activité catalytique peut étre exploitée sans
purification préalable dans les réactions d’estérifications des sucres. Néanmoins des travaux
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les conditions réactionnelles optimales de

cette synthése a commencer par augmenter le temps réactionnel.

La biomasse végétale représente une source de biocatalyseurs peu chere, trés
abondante et facilement exploitable et peut par conséquent substituer les biocatlyseurs

d’origine microbienne ou animale trés onéreux.
Dans les perspectives de développement ultérieur, nous envisageons de:

» Optimiser les conversions de cette réaction en étudiant 1’effet des différents facteurs

réactionnels, a savoir le temps, la température, le solvent, la quantit¢ de solvent, la
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quantit¢ d’extrait brut de lipase d’origine végétale et le rapport molaire sucre/agent
acylant.

» Identifier de nouvelles lipases d’origine végétale a partir d’autres graines oléagineuses
issues de la biomasse locale capables de catalyser des réactions d’estérification ou

d’hydrolyse.
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Partie expérimentale

I. Biomasse végétale et produits chimiques

I.1.Biomasse végétale
Les graines oléagineuses ¢tudiées sont achetées du commerce local : les graines de
mais, les graines de lin, les graines de lupin doux et les graines de moutarde blanche (Figure

20)

Figure 20: les graines oléagineuses étudiées[originale]

(a) : graines de mais ; (b) : graines de lin ; (c) : graines de lupin doux ; (d) : graines de moutarde blanche

1.2. Produits chimiques :

Les solvants employés pour les extractions et la chromatographie possédent un degré
de pureté « analytique » et sont utilisés sans purification préalable. Les produits commerciaux
(réactifs, solvants) employés lors de la synthése organique proviennent essentiellement des

sociétés Sigma-Aldrich, Fluka et Acros.

¢ Réactifs : le D-glucose et I’acide stéarique.
++ Solvants: Hexane, DEE, MeOH, acétone, EtOH.
¢ Autres : Phénolphtaléine, NaOH, Na,COs, KMnQO4, H,SOy, acide acétique.

I1. Matériels

I1.1. La chromatographie sur couche mince (CCM)
L’évolution des réactions et la formation des produits sont suivies par
chromatographie sur couche mince analytique (CCM), sur des feuilles d’aluminium

recouvertes de gel de silice (Merck 60 F254).
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I1.2. Agitateur magnétique

Pour réaliser la syntheése enzymatique d’ester de sucre, nous avons utilisé une plaque
chauffante munie d’agitateur magnétique de type VELP SCIENTIFICA (Figure 21). Un

barreau magnétique est joint au systeme réactionnel.

Figure 21: agitateur magnétique et barreaux magnétiques

I1.3. Balance analytique

Toutes les pesées ont été réalisées sur une balance 1%. ; ||
analytique de type OHAUS d’une précision de 0.0001 g (Figure | ‘
22). |

- |
\?Q' S - ‘
I1.4. Etuve

Pour le séchage des graines germées et poudres des extraits
bruts issus des graines, une étuve de type Memmert a été utilisée

(Figure 23).

Figure 23: étuve utilisée
I1.5. Dessiccateur

Pour la protection des poudre des gaines contre 1”’humidité,

un dessiccateur contenant du selica gel a été utilisé (Figure 24).

Figure 24: dessiccateur utilisé
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II1. Méthodes

II1.1 Préparation des extraits végétaux
a- Germination
Cinquante grammes (50g) de chaque variété des graines sont mises a tremper dans

I’eau pour une période de 12 heures.

(a) (b) (©) (d)

Figure 25: trempage des graines dans I'eau

(a) : graines de lin ; (b) : graines de lupin ; (c) : graines de mais ; (d) : graines de moutarde blanche

Les graines sont mises aprés a germer sur un plateau recouvert de papier absorbant
imbibé d’eau pour faciliter la germination. Les graines sont étendues uniformément et
recouvertes avec un autre papier absorbant. Les graines sont maintenues humides par
pulvérisation d’eau quotidiennement. La germination est réalisée a une température ambiante

pendant une période allant de 40 h a 56 h.

b- Séchage et broyage de la biomasse végétale étudiée
Les graines sont séchées dans des assiettes et recouvrées avec un papier film perforé
pour permettre a I’aire d’entrer, et faciliter le séchage, et laisser a 1’air libre 48 h avec le suivie
de changement des masses. Les graines sont, par la suite, placées dans I’étuve a 40 °C

pendant 22 heures avec le contrle de la masse des échantillons (Figure 26).

Figure 26: séchage des graines germées a l'air libre
(a) : graines de lupin doux ; (b) : graines de mais ; (c) : graines de moutarde blanche ; (d) : graines de lin
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Apres le séchage les graines sont broyées a 1’aide d’un moulin a caf¢, et sont placées
une autre fois dans I’étuve pendant 2 heures. Les poudres obtenues sont ensuite stockées dans

des boites pétries.

c- Délipidation
La délipidation est faite de deux manicres différentes pour les graines de lin et les

graines de mais.

» 20 g de poudre des graines de mais sont broyés dans un mortier avec 25 ml d’acétone,
le mélange est filtré a travers un papier filtre de 150 um de diamétre puis lavé quatre
fois avec 10 ml d’acétone jusqu’a ce que 1’acétone devienne claire (Figure 27). Les

poudres récupérées ont été séchées a température ambiante.

Figure 27: filtration des graines délipidées

» 20 g de poudre des graines de lin sont mis dans 50 ml d’hexane pendant 2 heures, le
mélange est filtré a travers un papier filtre de 100 um de diamétre et lavé deux fois
avec 20 ml d’hexane jusqu’a ce que 1’hexane devienne clair (Figure 27). Les poudres

récupérées ont été séchées a température ambiante.

IIL.2. Procédure d’estérification du D-glucose

Dans un ballon 02 mmol (0.568g) d’acide gras (acide stéarique) et 02 mmol (0.360g)
de D-glucose sont dissouts dans un volume (20 mL a 30mL) de solvant a 40°C. Le mélange
est mis sous agitation magnétique pendant 02 heures. Aprés, on ajoute 1g d’enzyme brute
(Figure 29). Des échantillons sont régulierement prélevés dans le milieu réactionnel, afin
d’évaluer la conversion par dosage. La réaction est stoppée une fois elle n’avance plus. Le

produit majoritaire obtenu est le stéarate de glucose.
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Formule brute: C,,H,,O,

00C—(CHy)16—CHj;

0 M= 446g/mol

R{[Hexane/DEE/acideacétique(7/3/0.1)]=75

Bollon contenant le
mélange réactionnel

Plaque chauffante
avec agitateur

Figure 29: montage expérimental de 'estérification enzymatique

I11.3. Mesure de la conversion (C %)
La conversion (C %) est mesurée par la quantité d’acide gras non réagit dans le milieu

réactionnel selon le mode opératoire suivant :

0.1 g de mélange réactionnel est dilué¢ dans 10 ml d’une solution de phénophtaléine
dans I’éthanol 0.1M. Une solution de NaOH est ensuite ajoutée goutte a goutte jusqu’a

I’obtention d’une coloration rose persistante (Figure 30).

ard

P

Figure 30: dosage du mélange réactionnel par une solution de NaOH (0,1 M)

La conversion est calculée par I’expression suivante:
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C (%)= VNao H(avant sjout de l'enzyme _VNEOHI:EP rés un temps t de réaction)

VNaO H(avant]'ajout del'enzyme}

IIL.4. La chromatographie sur couche mince (CCM)
L’évolution des réactions et la formation des produits sont suivies par
chromatographie sur couche mince analytique (CCM), sur des feuilles d’aluminium

recouvertes de gel de silice).

L’¢lution est réalisée dans le mélange hexane /DEE/acide acétique (7/3/0.1). Les

plaques ont été révélées au moyen de 1’un des deux révélateurs suivants:

» Solution d’acide sulfurique 30%, puis chauffage. Solution KMnO4 (50mL de solution
KMnOj4 a 2%+ 50mL de solution Na,COs a 4%) puis chauffage.

» Le rapport frontal (Ry), qui représente le rapport de la distance parcourue par le produit

(h) a la distance parcourue par le solvant (H), est spécifique a chaque substance.
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