Synthése d'aromes et désacidification d'une huile acide en milieu sans solvant

Synthesizing natural flavours and reducing oil acidity level in a solvant-free system
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Résumé : La neutralisation partielle de I'huile de grignon a été réalisée par estérification des acides
gras libres, catalysé par le lipozyme™ en milieu sans solvant organique et a 40 °C. Le taux d'acidité de
cette huile est passé alors de 30 a 13 %. Le méme enzyme a été utilisé pour synthétiser des arbmes
naturels en absence de solvant organique.

Summary : Acid olive oil was partially neutralized using the esterification procedure catalysed by
lipozyme™ in a solvent-free system at 40° C. The oil acidity level was reduced from 30 to 13%.
Natural flavours were also synthesized, in a system free of organic solvent, using lipozyme™ as a
catalyser.
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ARTICLE

Avec le développement de I'emploi des enzymes en biotechnologie, de nouvelles molécules
complexes, difficiles a obtenir par voie chimique classique, ont été produites par voie enzymatique
surtout avec l'orientation vers la biocatalyse en milieu organique peu hydraté dit non conventionnel.
Les propriétés (physiques, chimiques, rhéologiques, diététiques...) de ces molécules permettent de
les utiliser dans divers domaines, tels que : la cosmétologie, la pharmacologie, I'oléochimie et dans
les industries agro-alimentaires. Ces produits portant le label naturel sont de plus en plus recherchés.

Les lipases (triacylglycérol acylhydrolase EC 3.1.1.3) constituent une classe importante d'enzymes
possédant un large potentiel d'applications industrielles. Elles sont de plus en plus disponibles grace
a I'amélioration continue des techniques de purification, d'immobilisation et a la connaissance de
leurs propriétés biochimiques et structurales. Les micro-organismes constituent une source
importante de production de lipases a grande échelle. Plusieurs lipases bactériennes et fongiques ont
été purifiées et caractérisées.
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Les lipases sont utilisées pour la production de monoglycérides et d'acides gras, employés comme
émulsifiants [1], et pour la valorisation de certaines graisses [2, 3]. De plus, elles sont capables de
produire des esters d'acides gras, tels que les esters d'alcools terpéniques, qui sont des molécules
trés recherchées pour leurs propriétés aromatisantes dans les industries alimentaires, cosmétiques
et pharmaceutiques [4, 5].

Parmi les procédés de catalyse non conventionnels utilisés pour la synthése d'esters par des lipases,
on peut citer les milieux a solvants organiques [6], et systéemes micellaires [7]. D'autres systemes
comme |'utilisation de fluide supercritique [8] et la catalyse en phase gazeuse ont été aussi utilisés
[9]. Un autre type de procédé utilisé pour la synthése d'esters, il s'agit de |'estérification en absence
de solvant. La réaction est catalysée par la lipase en présence de deux substrats généralement non
miscibles. Ce systeme permet d'éviter les problémes reliés aux solvants organiques [10].

Dans ce travail, nous avons effectué des réactions d'estérification en milieu sans solvant organique,
en utilisant une lipase immobilisée de Mucor miehei (le lipozyme™). D'abord, nous avons étudié la
possibilité de neutraliser une huile trés acide par estérification entre acides gras libres et glycérol,
cette opération est tres importante pour baisser l'acidité. Enfin, nous avons synthétisé des esters
d'alcools terpéniques et d'hexanol qui peuvent étre utilisés comme arémes dans divers domaines.

Matériel et méthodes
Réactifs

L'acide oléique (Cis-9-octadécénoique, 97 %) est de Prolabo (France) ; I'acide butyrique (99,5 %),
I'acide caproique (hexanoique, 98 %), I'acide valérique (98 %), le 1-hexanol (99 %), le géraniol (96 %)
et le citronellol (90-95 %) sont de Fluka (Suisse) ; le glycérol (98 %) est de la pharmacie centrale
(Tunisie).

Matériel

Le pH-stat est de Metrohm (Suisse) ; |'agitateur (Certomat) est de B. Braun. Biotech. International
(Allemagne).

Enzyme

Le lipozyme™ est gracieusement fournie par Novozyme Industry A/S (Danemark). C'est une lipase 1,3
spécifique de Mucor miehei immobilisée sur une résine macroporeuse échangeuse d'anions. Elle est
fournie avec une teneur en eau comprise entre 5 et 10 % (w/w) et est stable a des températures
élevées (80 °C).

Dosage de l'activité lipasique

L'activité lipasique a été mesurée par titrage des AG libres avec NaOH 100 mM a pH 8 et a 37 °C en
utilisant un pH-stat. Le test contient 250 mul de tributyrine dans 30 ml de Tris-HCI 2,5 mM [11]. Une
unité lipasique correspond a la libération de 1 mumole d'acide gras par minute.



Détermination de l'acidité d'une huile

L'acidité est le pourcentage d'acide gras libre exprimé conventionnellement en milligrammes d'acide
oléique libre dans 1 g de corps gras. Elle est dosée selon la norme francaise NF T60-204 (déc. 68), par
une méthode titrimétrique. Les fonctions carboxyliques libres sont titrées a I'aide d'une solution de
soude, en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré. Les pourcentages d'esters formés
sont déterminés a partir de la mesure de I'acidité.

Détermination de I'indice de peroxyde

L'indice de peroxyde permet d'apprécier les premieres étapes d'une détérioration oxydative de
I'huile. Par définition, I'indice de peroxyde (Ip) est le nombre de mug d'oxygene actif de peroxyde
contenu dans 1 g de corps gras et susceptible d'oxyder l'iodure de potassium avec libération d'iode. Il
est dosé selon la norme frangaise NF T60-220 (déc. 68).

Conditions de I'estérification dans un milieu sans solvant
* Désacidification d'une huile trés acide

La réestérification est réalisée en milieu ouvert, contenant 19,7 g d'huile, 0,644 g de glycérol et
I'équivalent de 400 Ul de lipozymes, maintenu a 40 °C sous agitation.

* Synthése d'arémes

La synthése d'esters est effectuée dans un systéme fermé afin d'empécher I'évaporation de |'alcool
et de l'acide au cours de la réaction. Les réactions sont mises en ceuvre en présence de quantité
stoechiométriques des deux substrats (17,1 mmoles d'AG et 17,1 mmoles d'alcool). Apres
homogénéisation, I'équivalent de 400 Ul de lipozymes sont ajoutées au milieu réactionnel. Ces
milieux sont ensuite incubés sous agitation orbitale a 40 °C et a une vitesse de rotation de 180 rpm.
La synthese est suivie au cours de l'incubation par la détermination du pourcentage de conversion en
ester, a partir du dosage de I'acidité. Un controle est mesuré en paralléle dans les mémes conditions
et en absence d'enzyme.

Résultats et discussion
Désacidification enzymatique d'une huile trés acide

A partir d'une huile trés acide (huile de grignon a 30 % d'acidité), nous avons testé la capacité du
lipozyme™ a réestérifier les acides gras libres en présence de glycérol.

La figure 1 représente I'évolution de l'acidité de I'huile de grignon au cours de son incubation en
présence de glycérol et de lipozyme™. L'acidité de I'huile diminue de 30 a 13 %, apres 50 heures
d'incubation. L'addition supplémentaire d'enzyme dans le milieu réactionnel ne permet pas de
baisser d'avantage I'acidité de I'huile. Un état d'équilibre de la réaction, dans les conditions décrites,
a été probablement atteint. Bhattacharrya et al. (1989) [12, 13], ont montré que l'acidité d'une huile
de son de riz (30 %) peut étre baissée, apres réestérification par le lipozyme™ dans un milieu fondu a
70 °C, jusqu'a 3,5 % a condition de travailler sous pression réduite.



Dans notre cas, d'autres facteurs peuvent ralentir ou bloquer la réaction de réestérification. En effet,
en milieu ouvert, I'oxygene et la température favorisent I'oxydation des TG. L'oxydation est d'autant
plus importante que le taux d'AG libres est élevé. Pour vérifier cette hypothese, une désacidification
de plusieurs huiles présentant différents indices de peroxydes a été étudiée en utilisant le lipozyme™
comme catalyseur. La figure 2 montre que plus l'indice de peroxyde de I'huile est élevé, plus la
désacidification est difficile. La désacidification par estérification est plus efficace quand I'huile est
moins oxydée.

Synthése d'arémes
* Synthése d'esters d'hexanol

L'estérification de I'hexanol avec différents AG (I'acide butyrique, valérique ou caproique) a été
testée en utilisant le lipozyme™ comme catalyseur. Les résultats obtenus sont représentés sur la
figure 3A.

Les cinétiques de synthése des esters d'hexanol par le lipozyme™ montrent, qu'a I'équilibre, les
pourcentages d'esters formés sont de I'ordre de 60 a 75 %.

Pour étudier l'effet de la longueur de la chaine d'AG, nous avons estérifié I'hexanol avec l'acide
oléique. Le taux d'oléate d'hexyle obtenu est de 80 % aprés 10 h d'incubation, alors que celui du
butyrate d'hexyle est de 20 % pour la méme période de réaction. Ce qui suppose que le lipozyme™
catalyse mieux l'estérification d'hexanol en présence d'AG chaines longues.

Langrand et al. [14] ont étudié la synthése, par différentes lipases, d'esters d'hexanol en présence de
solvant organique, en utilisant différents AG chaines courtes. Ces auteurs ont montré que la lipase
non immobilisée de Mucor miehei devient plus active en augmentant la longueur de la chaine de
I'AG, alors que la lipase d'Aspergillus est plus active avec les AG chaines courtes.

* Synthese d'esters d'alcools terpéniques

Ces esters sont obtenus par estérification directe entre un alcool terpénique, le géraniol ou le
citronellol et I'acide butyrique.

Les résultats obtenus sont portés sur la figure 3B, ils montrent que les cinétiques et les pourcentages
de butyrate de citronellyle sont similaires a ceux obtenus lors de la synthése du butyrate de géranyle.
Cela est d( au fait que les deux alcools utilisés présentent une structure analogue. Le pourcentage de
butyrate de géranyle obtenu est de 52 % apres 50 h d'incubation. Le doublement du nombre d'unités
lipasiques utilisées, permet d'améliorer le rendement de cette synthése. On passe alors de 52 a 70 %.
Ce résultat suggere que l'enzyme est probablement inhibé par I'eau produite au cours de
|'estérification réalisée en milieu fermé.

Pour vérifier I'hypothése de l'inhibition du lipozyme™ par I'eau formée au cours de l'estérification,
des expériences ont été conduites dans les mémes conditions décrites précédemment mais en
ajoutant au préalable dans les milieux réactionnels différentes quantités d'eau. La figure 4
représente le taux d'ester formé aprées 120 h d'incubation en fonction du pourcentage d'eau ajoutée.
Cette figure montre que la capacité de synthése du lipozyme™ diminue en augmentant la quantité
d'eau initiale.



Plusieurs techniques ont été mises au point pour éliminer, en continue, I'eau produite au cours de la
réaction de synthese. La pervaporation sélective sépare I'eau du mélange réactionnel en utilisant une
membrane polymérique non poreuse d'acétate de cellulose [14-16]. Lors de la synthése du n-butyl
oléate par le lipozyme™, le pourcentage d'ester obtenu sans ['utilisation de cette technique est de
61,1 % aprées 140 min, ce taux atteint 92 % en présence de cette membrane [17].

Abréviations

AG : acide gras

BG : butyrate de géranyle

Ip : indice de peroxyde

TG : triglycéride

Rpm : rotation par minute

Ul : unité internationale d'activité enzymatique
CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous avons montré que le lipozyme™ est capable de baisser I'acidité de I'huile
de grignon de 30 a 13 % a 40 °C. Ces résultats sont comparables a ceux décrits par Ducret et al. [18]
qui ont baissé l'acidité d'un corps gras reconstitué de 45 a 34 % a 60 °C, en utilisant le lipozyme™
comme catalyseur. Le raffinage des huiles trés acide par la lipase peut remplacer I'estérification
chimique qui engendre généralement d'autres opérations de raffinage (blanchiment,
désodorisation).

Nous avons montré que le lipozyme™ est capable de produire des esters d'hexanol et d'alcools
terpéniques utilisés comme arébmes dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires et
cosmétiques. Parmi ces esters on cite le butyrate de géranyle qui est une molécule parfumante
caractérisée par une odeur douce fruitée rappelant la pomme verte acide. Ces biomolécules
synthétisées sont considérées naturelles, puisqu'elles sont obtenues par voie enzymatique et en
systeme sans solvant organique.
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Illustrations
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Figure 1. Désacidification enzymatique d'une huile de grignon (acidité initiale 30 %). Le
milieu réactionnel contient 19,7 g d'huile, 0,644 g de glycérol et 400 Ul de lipozymes.
L'incubation a été faite en milieu ouvert a 40 °C et sous agitation (180 rpm).
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Figure 2. Influence de I'état d'oxydation de I'huile sur le rendement de désacidification.
La désacidification de plusieurs huiles ayant différents indices de peroxydes, est faite
dans un milieu ouvert contenant 19,7 g d'huile, 0,644 g de glycérol et 400 Ul de
lipozymes. L'incubation a été faite a 40 °C et sous agitation (180 rpm).
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Figure 3. Synthése d'arémes. A. Synthese d'esters d'hexanol (butyrate d'hexyle,
valérate d'hexyle, caproate d'hexyle et oléate d'hexyle). Le milieu contient 17,1
mmoles d'AG, 17,1 mmoles d'hexanol et 400 Ul de lipozyme. L'incubation a été faite
en milieu fermé a 40 °C et sous agitation (180 rpm).
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Figure 3. Synthése d'arémes. B. Synthése du butyrate de géranyle et du butyrate de
citronellyle. Le milieu réactionnel contient 17,1 mmoles d'acide butyrique, 17,1
mmoles d'alcool (géraniol ou citronellol) et 400 Ul de lipozymes. L'incubation a été

faite en milieu fermé a 40 °C et sous agitation (180 rpm).
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Figure 4. Effet de I'ajout initial d'eau sur le synthése du butyrate de géranyle aprés 120
h d'incubation. Le milieu réactionnel contient 17,1 mmoles d'acide butyrique, 17,1
mmoles d'alcool (géraniol ou citronellol) et 400 Ul de lipozymes. L'incubation a été
faite en milieu fermé a 40 °C et sous agitation (180 rpm).



