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INTRODUCTION

Titulaire d’'un DEA « Chimie des biomolécules : dygde, structure et réactivité » de
I'Université des Sciences et Technigues Montpelliejintégre en septembre 1992 I'actuel
laboratoire de Lipotechnie du CIRAD (Monpellieryigé par Monsieur Jean Graille. La, sous
la direction de Monsieur Michel Pina, je débute tuavail de thése dont le but était de
développer une méthode permettant de mieux caisatées comportements catalytiques des
lipases et en particulier leurs sélectivités d@attide maniere a disposer d’un outil performant
pour sélectionner ces enzymes et les utiliser @nsdians diverses opérations de

biofaconnement des corps gras.

Aprés l'obtention de mon Doctorat en juin 1995,p@ursuis pour Six mois mes
travaux de recherche dans ce méme laboratoireldaasire d’'une collaboration menée avec
un industriel francais du secteur cosmétique.dgis’alors de produire par voie enzymatique

des molécules du type amides gras.

Puis, a partir de janvier 1996 et pour une péribeld8 mois, j'effectue alors un stage
post-Doctoral au sein de la Hides, Lipids and Weasearch Unit de I'United States
Department of Agriculture (USDA) a Philadelphie.uSola tutelle du Directeur de ce
laboratoire, Monsieur Tom A. Foglia, je travailler $a synthése enzymatique de substituts de
matieres grasses a faible calorie du type triaggtgbls restructurés ainsi que sur la
production biocatalysée de précurseurs de biopalgsad®e plus, jinterviens également pour
caractériser le comportement catalytique d’'uneskpenicrobienne génétiquement modifiée

mise au point dans ce méme laboratoire.

En juillet 97, je retourne au laboratoire de Lipmbieie et ce jusqu’en octobre 98. En
collaboration avec un industriel européen, je mdii&rents projets de recherche sur la
lipophilisation enzymatique de molécules hydropmhilkk s’agit alors de greffer des chaines
grasses sur des dérivés de sucres ou d’acides aupow I'obtention de principes actifs
pouvant entrer dans la formulation de cremes cagoes.

Début 1999, je rejoins le groupe agroalimentairendd&, en tant qu’ingénieur de

recherche. La, pendant deux ans et demi, jintes/iglans un vaste programme de



développement visant a substituer les matieresgsasaturées entrant dans la composition de
produits biscuitiers par des matieres grassesurézd nutritionnellement plus recherchées.
J'interviens alors plus précisément sur des proegdioxydation liés a l'utilisation de ces
huiles insaturées et sur la mise en ceuvre d’ardexxg naturels pour éviter ces phénomeénes

de dégradation organoleptique des produits.

Enfin, en mai 2001 je réintegre pour la troisieroes fle laboratoire de Lipotechnie
désormais dirigé par Michel Pina a la suite du dépda retraite de Jean Graille en juillet
2001. De plus, dans un contexte de regroupementodaebreuses équipes de recherche
montpelliéraines, le laboratoire fait dorénavanttipade 'UMR IATE (Ingénierie des
Agropolyméres et Technologies Emergentes) dirigée NMonsieur Stéphane Guilbert. A
I'heure actuelle, j'interviens donc sur des projasiés entrant dans les différents themes de
recherche sur lesquels le laboratoire de Lipotechwsivaille depuis plusieurs années, mais
également dans de nouveaux projets liés au dévatogmt de nos activités UMR. En
particulier, je suis impliqué dans la valorisatides enzymes d’origines végétales dans le
cadre du biofaconnement des corps gras et suntdidmnalisation douce d’agro-ressources

principalement par lipophilisation enzymatique.

Le présent mémoire décrit donc une période d’'wn pas de dix ans et couvre les
différentes activités de recherche que j'ai mertsess les equipes de recherche dont jai fait

partie au CIRAD, a 'USDA et dans le groupe Danone.

Apres un premier chapitre décrivant plus en détadn curriculum vitae et mon

parcours professionnel, mes activités de rechesetant declinées sur trois chapitres :

- Le premier concerne le biofagonnement des corps @rglus spécifiquement la
caractérisation des lipases végétales puis leus Brisoeuvre dans des opérations
du biofaconnement des corps gras pour I'obtentemauvelles huiles d’intérét

nutritionnel.

- Le second chapitre traite de la biocatalyse poliptgphilisation de biomolécules

afin d’obtenir de nouveaux produits multifonctiotse



- Le troisieme chapitre regroupe mes diverses agiiees a la chimie des lipides,
dans lequel sont traités notamment mes travaux!|'antioxydation d’huiles
insaturées entrant dans la formulation des prodcéiealiers ainsi que mes
activités de recherche récentes dans le cadrepiajet franco-brésilien de relance

de la culture du ricin au Brésil.

Enfin, ce mémoire se termine sur une partie « emah et perspectives » concernant

prioritairement les perspectives de recherche ‘gneisage pour les années qui suivent.

Pour finir, je souhaite remercier ici chaleureusati’ensemble de mes collegues que
jai eu la chance de coétoyer dans les équipes deerehe dont jai fait partie. Que tous,
stagiaires, secrétaires, techniciens et ingénigorsvent ici I'expression de ma profonde
gratitude. En particulier, je voudrais remercievevnent pour toute leur aide, leurs

encouragements et leurs précieux conseils Messiears Graille, Michel Pina et Tom Foglia.



A - INFORMATIONS GENERALES

CHAPITRE 1

Nom :
Prénom :
Date et lieu de naissance

Situation de fanmille :

Adresse professionnelle :

Tél :

Fax :

E-mail :

Adresse personnelle :
Tél :

E-mail :

Langues :

Poste actuel :

Villeneuve

Pierre

: 11 Juin 1969, Montpellier (Hérault)

Célibataire

Laboratoire de Lipotechnie

UMR IATE

CIRAD AMIS

TA 40/16

73, rue Jean-Francgois Breton
34398 Montpellier cedex 5

04 67 61 5518
04 67 61 55 15

villeneuve@cirad.fr

Résidence Le Carignan

71, Cour Watt
34000 Montpellier

04 671507 97 ou 06 10 62 18 84

pierre.villeneuve @libertysurf.fr

Anglais : courant

Allemand : connaissances scolaires

Depuis avril 2002, Chercheur au Laboratoire de

Lipotechnie, Programme Agroalimentaire CIRAD
Montpellier



B - DIPLOMES ET FORMATION

1995 Doctorat de I'Université Montpellier Il (UM II)

Spécialité : Chimie organique, minérale, analytigandustrielle
Formation Doctorale : Chimie des biomolécules :tBggse, structure et réactivité
These soutenue le 13 Juin 1995 & L'UM I
Directeur de Thése : M.P. Geneste (ENSCC, Mongpgll
Rapporteurs de These : M.D. Legoy (Université balille)

B. Waegell (Université St Jérbme, Marseille)
Membres du Jury : J. Graille (CIRAD, Montpellier)

M. Pina (CIRAD, Montpellier)

G. Renard (ENSC, Montpellier)

R.Verger (CNRS, Marseille)

1992 Dipléome d’Etudes Approfondies :Chimiedes Biomolécules :

synthese, structure et réactivité a I'Universiténtpellier 1

1991 Maitrise de Chimie (Spécialisation Chimie Organique), Université Mailipr 11




C - ACTIVITES PROFESSIONNELLES

Depuis mai 2002 :
Chercheur CIRAD, Laboratoirede Lipotechnie (Montpellier).
UMR IATE
- Divers travaux et projets de Recherche sur Huite€a@ps Gras
(Caractérisation analytique, technologie lipidigb@faconnement
des corps gras)
- Fonctionnalisation douce des agro-ressources pigol@chnie

De février 1999 a mai 2002 :
Ingénieur de Recherche/Chef de projetGroupe DANONE, Centre
de Recherche Danone-Vitapole (Région parisienne).
- Mise au point de nouveaux produits céréaliersé&@tnutritionnel
- Travaux multiples dans le domaine des alimentstioneels
- Expertise Chimie des Lipides, Nutrition lipidique

De juin 1997 a novembre 1998 :
Chercheur CIRAD, Laboratoirede Lipotechnie (Montpellier)
Contrats privés avec le groupe Goldschmidt (Allenggg
- Production de dérivés de type lipo-amino acides pohtention de

molécules a propriétés multifonctionnelles

De janvier 1996 a Juin 1997 :

Post-Doctorant Hides, Lipids and Wool Research Unit (USDA,

Philadelphia, USA)

- Utilisation de préparations enzymatiques pour ladifigation
d’huiles végétales afin d'en améliorer les propsétutritionnelles

- Production de corps gras a faibles calories (elalotation avec le
groupe Nabisco)

- Polymérisation de dérivés du glycérol et obtentin nouveaux

produits a activité antimicrobienne



De juin 1995 a décembre 1995 :
Chercheur CIRAD, Laboratoirede Lipotechnie (Montpellier)
Contrat privé avec le groupe Expanchimie (régiarmspnne)

- Production de tensioactifs par voie enzymatique

De septembre 1992 a Juin 1995 :
Thésard CIRAD, Laboratoirede Lipotechnie (Montpellier)
- Synthese chimique chirale de triglycérides mixtes
- Etude des mécanismes et spécificités d’actionpdesdis
- Madification enzymatique d’huiles tropicales (hsilauriques)

D - BILAN DE L'ACTIVITE SCIENTIFIQUE

+ Publications dans des revues a comité de lecture :

« Manuscrits soumis a revues a comité de lecture :

« Publications dans des revues sans comité de lecture
« Reédaction de chapitre pour ouvrage scientifique :

« Conférences invitées dans congres internationaux :

« Communications orales avec actes publiés :

« Communications par voie d'affiche avec actes publg:

« Synthése de rapports de recherches partenariat indiriels/laboratoires publics :

ENCADREMENT ET CO-ENCADREMENT SCIENTIFIQUES
o Theses de Doctorat :

o DEA, DESS ou Stage de fin d’étude ENSCM :
o Stagiaires niveaux IUT, IUP, Maitrise :

19
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E - RESULTATS SCIENTIFIQUES

These de Doctorat

« Intérét des triglycérides modeéles chiraux pour Léte des spécificités des lipases. ».
Soutenue le 13 juin 1995. Université MontpellieDIrecteur de thése : Pr P. Geneste.

- Publications dans revues a comité de lecture : 21

Chiral synthesis of a triglyceride : example of 1-btyroyl 2-oleoyl 3-palmitoyl sn
glycerol.

Villeneuve P., Pina M., Montet D., Renard G., Geall.

Chem. Phys. Lipids, 7235-141, 1994

Determination of lipase specificities through the se of chiral triglycerides and their
racemics.

Villeneuve P., Pina M., Montet D., Graille J.

Chem. Phys. Lipids, 76.09-113, 1995

Carica papaydatex lipase :sn3 Stereospecificity or short chain selectivity ? Modl chiral
triglycerides are removing the ambiguity.

Villeneuve P., Pina M., Montet D., Graille J.

J. Am. Oil Chem. Soc., 7Z53-755, 1995

Chiral synthesis of a given triglyceride to charaarise lipase specificities.
Villeneuve P., Pina M., Montet D., Ozenne C., Rdrar, Graille J.
Malaysian Oil Science and Technology141-174, 1995

Determination of pregastric lipase specificity in yung ruminants.
Villeneuve P., Pina M., Graille J.
Chem. Phys. Lipids, 8361-168, 1996

Mise en évidence des sélectivités des lipases ertenmstérification a l'aide d'un
triglycéride chiral modele.

Villeneuve P., Pina M., Graille J.

Oléagineux, Corps gras, Lipides,459-464, 1996

Specificity of Carica papaydatex in interesterification reactions.
Villeneuve P., Pina M., Skarbeck A., Graille J.gka T.A.
Biotech. Tech., 1191-94, 1997

Additive effects of mutations on the specificity ofR. delemarlipase for medium chain
length fatty acids.

Klein R.R., King G., Moreau R.A., Villeneuve P., &aM.J.

J. Am. Oil Chem. Soc., 74401-1407, 1997



Catalytic behavior of Carica papaydatex in transesterification reactions.
Villeneuve P., Skarbeck A., Pina M., Graille J.gka T.A.
Biotech. Tech, 11637-639, 1997

Carica papaydatex-catalyzed synthesis of structured triacylglgerols.
Foglia T.A., Villeneuve P.
J. Am. Oil. Chem. Soc., 74447-1450, 1997

Synthesis of polyfunctional glycerol esters : lipascatalyzed esterification of glycerol
with diesters.

Villeneuve P., Foglia T.A., Mangos T.J., Nunez A.

J. Am. Oil Chem. Soc., 78545-1549, 1998

Customizing lipases for biocatalysis : a survey othemical, physical and molecular
biological approaches.

Villeneuve P., Muderhwa J., Haas M.J., Graille J.

J. Molec. Cat : B Enz.,,913-148, 2000

Lipase activity and fatty acid typoselectivities ofplant extracts in hydrolysis and
interesterification.

Caro Y., Villeneuve P., Pina M, Reynes M., Graillle

J. Am. Oil Chem. Soc., 7849-354, 2000

Investigation of crude Ilatex from various Carica papaya varieties for lipids
bioconversion.

Caro Y., Villeneuve P., Pina M., Reynes M., Grallle

J. Am. Oil Chem. Soc., 7B03-909, 2000

Providing biocatalysts or processes through customming lipases or other acyltranferases
and specially engineered reactions.

Graille J., Pina M., Villeneuve P.

Recent Res. Devel. Biotech. Bioeng. 7424, 2001

Lipase-catalyzed synthesis of quinate or glucuronatfatty esters.

Villeneuve P., Hills G., Bachain P., Pina M., Carg Barea B., Griining B., Guyot B.,
Graille J.

Eur J. Lipid Sci. Technol., 10894-401, 2002

Plant lipases and their applications in oils and fes modification.
Villeneuve P.
Eur. J. Lipid Sci. Technol., 10808-317, 2003

Synthesis of pyroglutamic acid fatty esters througHipase-catalyzed esterification with
medium chains alcohols.

Villeneuve P., Barea B., Sarrazin P., Davrieux HFoulanger R.,Caro Y.,
Figueroa-Espinoza M., Pina M., Graille J.

Enz. Microb. Technol., 339-84, 2003



Lipase activity in alcoholysis and esterification eactions of crude latex from babaco
fruit ( Carica pentagona

Dhuique-Mayer C., Villarreal L., Caro Y., Ruales\illeneuve P., Pina M.

Oléagineux, Corps gras, Lipides,, AB32-234, 2003

- Manuscrits soumis a revues a comité de lecture : 6

Toward the synthesis of pyroglutamate O-lauroyl esrs: Biocatalysis versus chemical
catalysis.

Villeneuve P., Barea B., Barouh N., Turon F., Fig@eEspinoza M., Piombo G.,
Dhuique-Mayer C., Pina M.

Soumis & Biotech. Lett.

A comparison of lipase-catalyzed reaction versus emical catalysis for the synthesis of
phytosterols fatty esters.

Villeneuve P., Turon F., Caro Y., Barea B., Pina, Migueroa-Espinoza M., Lago R.,
Graille J.

Soumis a J. Am. Oil Chem. Soc.

Effect of temperature on crude preparation ofCarica papayalipase activity catalyzed
esterification and transesterification reactions

Turon F., Caro Y., Villeneuve P., Pina M., Gralle

Soumis a Biotech. Lett.

Antioxidant effect of soya lecithins on vegetable ils stability and their synergism
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CHAPITRE 2
SYNTHESE DES ACTIVITES DE RECHERCHE
BIOFACONNEMENT DES HUILES ET CORPS GRAS
A L'AIDE DE LIPASES VEGETALES

| - Introduction

La mise en ceuvre d’enzymes dans divers procédesndeastries agroalimentaire,
pharmaceutique, cosmétique ou textile représente marché global en perpétuelle
augmentation depuis le début des années 80. Saa@nce moyenne est d’environ 8% par an.
A titre d’exemple, en 1992, date a laquelle j'abdi& mes travaux de thése, le total des ventes
mondiales d’enzymes représentait environ 500 milid’Euros. Pour 2004, on estime que ce

chiffre atteindra 1,7 milliard.

Ces protéines a activité catalytique sont attvastinotamment en raison de leurs
spécificités d’action trés pointues, qui permettoimc de catalyser une réaction de maniere
beaucoup plus sélective que les catalyseurs chesiglassiques. Par conséquent, I'utilisation
d’enzymes favorise la conception de procédés immswvet I'obtention de nouveaux produits.
Ainsi, malgré leur colt généralement supérieurt Euaploi est indéniablement avantageux
par rapport a de nombreux procédés chimiques udbelplus, dans bien des cas, la mise en
ceuvre d’enzymes permet généralement de travadles des conditions plus respectueuses de

I'environnement et donc moins polluantes.

Les secteurs industriels pour lesquels des enzywoes employées sont nombreux.
Citons par exemple, I'industrie des détergentdesales textiles, de I'amidon et des produits
laitiers ou encore la boulangerie, I'industrie sresle, les jus de fruits et arbmes, la papeterie
et enfin la chimie fine pharmaceutique. Concernannature des enzymes utilisées, les
hydrolases représentent la grande majorité aves gee 95%. Parmi ces dernieres, les
protéases comptent pour environ 60% a 70%, leobgdrases pour prés de 25% tandis que
les lipases (Triacylglycérol Hydrolases E.C. 33)1ne représentent que 5 a 10%. Ces
derniéres sont principalement utilisées en tanadplitifs dans la formulation de détergents,
en tant que biocatalyseurs dans la production diasbou dans des opérations de chimie fine
(notamment pour la résolution de meélanges racem)qeteenfin dans le biofaconnement des

corps gras.
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On qualifie de « biofagonnement », I'utilisatioa tipases (ou enzymes lipolytiques)
en tant que biocatalyseurs pour modifier la contposiet distribution en acides gras d’un
corps gras en vue d'en améliorer les propriétésitimmnelles et/ou rhéologiques. Cette
technologie s’est développée a partir du milieu desées 80 et depuis connait un essor
considérable comme en témoigne le nombre de ptiblisa sur le sujet en croissance
constante depuis presque vingt ans désormais @-igut.e nombre de brevets industriels sur
le sujet est aussi de plus en plus important etegour, il existe quelques produits
commerciaux correspondant a des triacylglycéradsrueturés obtenus par des technologies
enzymatiques. Citons par exemple la Saldttjran substitut de matiére grasse a faible calorie
commercialisé par la société Nabisco aux Etats-Ustisobtenu par interestérification
enzymatique d’huile de colza ou soja hydrogénée des triacylglycérols a chaines courtes
tels que triacétine ou tributyrine. De méme, lai&@écLoders-Croklaan, filiale d’Unilever aux
Etats-Unis, commercialise le Betapbl(substitut de lait maternel), le Marifblou le
Clarino™, des huiles respectivement enrichies en acides mply-insaturés oméga 3 (DHA
et EPA) ou en acides linoléiques conjugués (CLA)gat sont utilisées en tant que

compléments alimentaires.

99

Figure 1: Bilan des publications (hors Brevet) parues gatmgier 1985 et juin 2003 et

portant sur l'utilisation des lipases dans des afjp@mns de biofaconnement des corps gras.
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En effet, il est vite apparu que l'utilisation dmcatalyseurs lipasiques présentait des
avantages indéniables par rapport a 'usage déysatas chimiques classiques tels que ceux
couramment employés dans les opérations de la efdes corps gras. Outre le fait que les
lipases permettent d’opérer dans des conditiongmeératures et de pressions plus douces,
les réactions enzymatiques sont plus lentes, doiwxmcontrlables d'un point de vue
cinétique, et beaucoup moins polluantes que cedlasées avec des catalyseurs chimiques
classiques. De plus, leurs spécificités d’actiom sgpront décrites plus en avant dans ce
chapitre, permettent I'obtention de nouveaux cayas aux propriétés nutritionnelles et/ou
rhéologiques prédéfinies. On sait en effet quepcepriétés sont déterminées non seulement
par la composition en acides gras du corps grasid@m® mais également par la
régiodistribution de ces mémes acides gras sumlelstte triglycéridique. Sur un plan
rhéologique, un corps gras est liquide (huile) olide (graisse) a température ambiante en
fonction de la nature et de la place occupée paadales gras sur les différentes positions du
glycérol. Sur un plan nutritionnel, les acides gragosition centrale sur le glycérol n’ont pas
le méme devenir apres digestion pancréatique. teh ekux situés en positions externes des
triacylglycérols sont hydrolysés préférentiellemegitpeuvent étre éliminés par I'organisme
lorsqu’ils forment avec le calcium intestinal defssnsolubles. En revanche, les acides gras
en position centrale de la molécule sont préféetlathent et efficacement absorbés au travers

de la paroi intestinale, sous formefenonoacylglyceérols.

Il - Spécificités d’action des lipases

Les triesters de glycérol et d’'acides dénommexcythglycérols (TAG) ou encore
triglycérides, sont les substrats naturels desdipaAinsi, ces enzymes agissent sur les TAG
en libérant des acides gras libres (AGL), ainsi @@s diacylglycérols (DAG) et des
monoacylglycérols (MAG).

Ces substrats triglycéridiques sont insolublessd@&au. L'enzyme, quant a elle, agit
en milieu aqueux. Ce paradoxe confere a la lipolysecaractére tout a fait particulier. En
effet, elle se produit a I'interface lipide/eau. Siéstrat lipidique s’organise spontanément au
contact de l'eau, principalement sous forme de dilmonomoléculaires, de feuillets
multimoléculaires, d'émulsions ou de micelles [\érget Riviere, 1987]. Cette organisation
particuliere de la matiére lipidique a linterfacend possible la catalyse par la lipase. Ce

phénomene interfacial est propre a la lipolyse sratigue.
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Les lipases comportent dans leur structure spatiaé zone hydrophobe au niveau du
site actif, ce qui leur permet de s’adsorber aeaivde l'interface eau/lipide et d'augmenter la
vitesse de la réaction (Verger & Riviere, 1987x’#git d’'enzymes a sérine dont le site actif
est composé d’'une triade catalytique constituéeaie acides aminés : la sérine, I'histidine et
'acide aspartique. Dans certains cas, l'acide rigpa peut étre remplacé par l'acide

glutamigue comme par exemple pour la lipas&detrichum candidum

De plus, la détermination des structures tersaide diverses lipases a montré
I'existence d’un volet qui recouvre le site ac@fe volet, placé au-dessus du site catalytique
peut étre comparé a un long couvercle stabilisé g@s interactions hydrophobes et
électrostatiques. Durant la lipolyse enzymatiques imteractions vont étre progressivement
modifiées, induisant ainsi la réorientation du valecouvrant le site actif de la lipase.
L'ouverture de ce volet va ainsi permettre le rappement du substrat et de la triade
catalytique. La lipolyse enzymatique se poursuitr pa formation d'un complexe
enzyme-substrat. Le groupement acyle d'un TAGrasstére sur le site actif de la lipase, au
niveau de I'hydroxyle du résidu sérine. Lors d'seeonde étape, cet intermédiaire réactionnel
subit une attaque nucléophile de la molécule d'eagendrant la libération d'un AG et la

régénération de lI'enzyme.

Pour définir la spécificité d’action des lipasesslde la lipolyse des triglycérides, il
faut avoir a I'esprit que les triacylglycérols salets molécules prochirales pour lesquelles une
nomenclature propre a la chimie des lipides (starembered nomenclature) permet de
distinguer les positionsnl, sn2 et sn3 du squelette triglycéridique en fonction de la
configuration du carbone asymétrique représenf@@ection de Fisher (Figure 2).

Dés lors, ces spécificités d’action des lipasessq traduisent par des différences au

niveau des vitesses de réaction, peuvent étreéelasn plusieurs groupes.

Spécificité de substrat Les substrats naturels des lipases sont les edtergycérol. Par
conséquent ces enzymes sont non seulement caplblestalyser I'hydrolyse des triesters
(triacylglycérols) mais également celle de glycésid partiels (diacylglycérols,
monoacylglycérols) et méme celle des phospholiprsg le cas des phospholipases. Ainsi,
la spécificité de substrat est définie comme laaca@ de la lipase a hydrolyser
préférentiellement un type d’esters de glycérol.régle générale, les TAG sont les substrats

préférentiels de la grande majorité des lipasescaéniraire, les MAG sont bien souvent des
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substrats sur lesquels l'activité des lipases édtite. Cependant, quelques lipases sont
connues pour leur spécificité de substrats tresicpéére. Citons, par exemple celle de
Penicillium camembertiqui est décrite comme étant strictement spécifdgge DAG et qui

ne montre pas d’activité sur les TAG.
sn1 CH,OCOR
R,COO——H

sn2

sn3CH,COOR,

Figure 2: Représentation et nomenclatsred’un triacylglycérol

Les autres types de spécificités sont directentiést & I'hydrolyse de substrats
triglycéridiques.

Spécificité de position ou régiosélectivit®es lipases sont dites régiosélectives lorsqesell
sont capables de distinguer les positions extednesquelette triglycéridique de la position
centrale. Par conséquent, lors de la lipolyse dikG, une lipase 1,3 régiosélective
hydrolysera préférentiellement les positisrsl et sn3 (esters primaires) au dépend de la
position centralsn2 Un mélange équimolaire de DAG 1,2 et DAG 2,3aésénu qui conduit
alors a la formation d@ monoacylglycérols. La lipase pancréatique de paprime ce type
de spécificité. Il en est de méme pour de nombeeliigases microbiennes telles que celles de
Mucor miehei Aspergillus nigerou Rhizopus arrhizusA notre connaissance, a ce jour,

aucune lipase exprimant usr2régioseélectivité n'a été identifiée.

Typosélectivité ou acyl sélectivitdes lipases peuvent également étre spécifiques atide
gras donné ou plus généralement d’'une famille d&xigras donnée. Par conséquent, elles
hydrolyseront préférentiellement cet acide grasette famille quelle que soit sa position sur
le squelette triglycéridique. Ainsi, la lipase @eotrichum candidunest trés spécifique des
acides gras présentant une double liaige®n 9. De nombreuses lipases d’origines diverses
sont spécifiques des acides gras a chaines caar@ase par exemple de nombreuses lipases

gastriques de mammiferes ou encore cellBe@cillium roqueforti.
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Stéréospecificité Cette spécificité décrit la capacité de certainpasks a distinguer les
positions snl et sm3. Ainsi, les lipases deHumicola lanuginosa Pseudomonas
fluorescenseraientsnl stéréospécifiques tandis que celle @endida antarctica Bou la

cutinase lipase deisarium solanprésentent une préférence marquée pour la position

Absence de spécificité ou non sélectivit€ertaines lipases ne montrent absolument aucune
sélectivité ou spécificite. On parle alors d’enzgnmen sélectives. Elles hydrolyseront donc
n'importe lesquelles des positions du substratyr#@ridique et ce sans distinction aucune
quant a la nature des acides gras présents sguddette triglycéridique. Des exemples de
telles lipases concerneRenicillium expansumAspergillussp. ou encoreCandida rugosa

(anciennement nommeéandida cylindracep

(Les spécificités d’action des lipases ainsi quen@thodes pour les mettre en évidence ont
été décrites plus en détails dans un de mes astaderevue Lipases specificities: potential
application in lipid bioconversions.Villeneuve P., Foglia T.A., INFORM,,&40-650, 1997.

Article référenceé n°7.

lIl - Méthodes de détermination des spécificités delipases

Afin de pouvoir sélectionner la lipase que I'orulaite mettre en ceuvre pour le
biofagonnement recherché, il est nécessaire deshsgl’'une méthode fiable permettant de
caractériser précisément la spécificité d’actioelezyme concernée.

Plusieurs méthodes de détermination existent perdent notamment du type de
spécificité que I'on veut mettre en évidence. Despil faut comprendre que la caractérisation
des spécificités doit étre effectuée en conditiatisydrolyse limitée afin d'éviter les
difficultés d’interprétation des résultats lieesxgghénomenes de migrations d’'acyle ou a

I'attaque par les lipases des produits de la réacte lipolyse.

lIl - 1 Hydrolyse de Triacylglycérols homogénes

Les triglycérides homogenes, c’est a dire constitliun seul et méme acide gras, sont
souvent utilisés pour déterminer des typoséleésviin comparant les cinétiques des réactions
d’hydrolyses enzymatiques effectuées avec la m@masd sur des substrats triglycéridiques

variant seulement par la nature de leur acide dlasgueur de chaine, nombre et
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configuration des doubles liaisons). De nombrelipases végétales ont été testées suivant ce
protocole puisque celles-ci présentent souventtymasélectivité marquée pour I'acide gras
majoritairement présent dans la plante dont etbes issues. C’est ainsi qu’il a été démontré
que la lipasé&/ernonia galamensigossédait une sélectivité pour I'acide vernoligNeubeet

al, 1995), que celle issue du riciRi¢inus commun)shydrolysait préférentiellement I'acide
ricinoléique ou encore que la lipase du mais étpiisélective pour I'acide linoléique (Lt

al, 1986). De méme, Giordast al. (1991) ont étudié la lipase du latex @arica papayaet
montré que celle-ci exprimait sa plus forte acfivilur les TAG a chaines courtes et en

particulier la tributyrine.

Ces méthodes impliquant des substrats homogenegs@énéral efficaces pour bien
caractériser les typosélectivités. Cependant, g@tésentent des inconvénients. En effet, la
spécificité d’'une réaction de lipolyse enzymatiguest pas seulement due au biocatalyseur
utilisé mais également au substrat et plus pari@ment a la structure de linterface
huile/eau. Ainsi, une hydrolyse plus rapide sutrilautyrine par rapport a la trioléine ou la
tripalmitine n’est pas forcément la conséquencae’typosélectivité de la lipase pour l'acide
butyrique mais peut étre aussi attribuée a unecrdifice fondamentale au niveau des
émulsions, micelles ou films formés par ces difiéseTAG homogenes. De plus, ces derniers
ont des points de fusions tres différents dépendaria nature de la chaine aliphatique de
I'acide gras constitutif. Ainsi, des TAG a longuelsaines saturées seront concrets a des
températures pour lesquelles les TAG homogénesameh courtes ou moyennes seront
liquides. Or on sait que les TAG a I'état cristalieront plus lentement hydrolysés par une
lipase qu’a I'état liquide. Par conséquent, pourtyqee de méthode de détermination des
spécificités lipasiques il est absolument primdrdiopérer sous des conditions pour
lesquelles tous les substrats homogenes testésdaostle méme état physique avec une
organisation a l'interface rigoureusement identigseuvent, cette difficulté est détournée en
utilisant non pas des TAG mais plutét des estekgligues (méthyliques ou éthyliques)
lesquels sont tous liquides aux températures wsudlexpérimentation (35°C <t < 60°C).
Dans ce cas, deux stratégies peuvent étre employass I'hydrolyse des esters ou soit
I'estérification d’acides gras libres par des alsopuisque les lipases sont en mesure de
catalyser les réactions inverses aux hydrolyses.

Les TAG homogenes peuvent étre également emplmyés mettre en évidence des

spécificités de position en comparant les cinétidgiéormation des DAG 1,2 et 2,3 formés au
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cours de la lipolyse Ainsi, Otat al(1996) ont hydrolysé la trioléine par différentemses

et utilisé les techniques d’HPLC chirale pour sépaet quantifier les différents DAG
énantiomeres formés. Mais une des méthodes les pausmentes utilisant des substrats
homogenes reste celle développée par I'équipe divétger a Marseille (Rogalsket al,
1990, 1993) dans laquelle la prochiralité de teftesécules est mise a profit. En effet, les
deux positions externes d'un TAG homogéne songgtflimiquement non équivalentes et
certaines des lipases testées pourront donc distirlgs positionsnlet sn3.Ce groupe de
recherche a travaillé sur la trioctanoine et laléine et quantifié la formation des différents
DG énantiomeéres formés par HPLC apres dérivatisaiocarbamates diastéréoisomeres. De

nombreuses lipases animales ou microbiennes ogtr@w@insi caractérisées.

lIl - 2 Hydrolyse d’analogues de triacylglycérols

La difficulté majeure a surmonter lorsque l'onlisé des substrats triglycéridiques
naturels pour déterminer les spécificités d’acti@s lipases est d’éviter tout phénomene de
migration d’acyle intramoléculaire. En effet, sieutelle migration a lieu, il est alors
impossible de caractériser la spécificité effectiee’enzyme étudiée. Il peut alors apparaitre
intéressant d'utiliser des analogues de TAG pasgjuels toute migration d’'acyle est limitée
voir impossible. Ainsi, Ransaet al. (1990) ont synthétisé des énantiomeres 1(3)-&ky/l
(1,2)-diacylsnglycérol, 1(3)-alkyl 2-acybn glycérol et 1(3)-acyl-alkyl 2-acylamino 2-deoxy
sn glycérol pour les utiliser en tant que substraasdl’évaluation de stéréospécificité de
lipases gastriques et pancréatiques (Figure 3)mBme, Manneset al. (60) ont évalué le
comportement de la cutinase Basarium solani pisen hydrolyse de triglycérides analogues
pour lesquels une fonction acyle est remplacéeuparfonction alkyle et ou la positiam2

correspond a une fonction acyl amino.

— OCgHyy —OCOGH g
C,H;CO0——H CgHifCONH——H
“—OCOGHs ~—OH
1-octyl-2,3-dioctanoy sn-glycerol 1-decanoyl-2decanoylamino-2-deosyrglycerc

Figure 3: Analogues de TAG utilisés par Ransda@l (1990)

23



De tels substrats ne contiennent alors qu’une esdidison potentiellement
hydrolysable sous l'action d'une lipase. Les demandiomeres sont mis en oeuvre pour
étudier lI'influence de la longueur de chaine entmos snl, 2 et 3 sur I'activité de la lipase
et sa stéréospecificité. Enfin, citons Zandonadla al. (1995) qui ont synthétisé des
énantiomeres 1-O alkyl 2,3- diacyth glycérol et 3-O alkyl 1,2-diacydn glycérol contenant
des résidus pyrene et trinitrophenylamino commegoeurs fluorescents chacun situé sur la
chaine acylée en positiorss2 et snl (3) (Figure 4). Durant la lipolyse enzymatique, la
cinétique de la réaction peut étre évaluée pagitisntation de I'intensité de la fluorescence.
Ces deux énantioméres ont été alors employés pstartles lipases dehromobacterium

viscosumCandida rugosaPseudomonasp. etrhizopus arrhizus

&K

= OCyeHz3
s 02N N02
(CHy)oCOOm:= H
=— 0CO(CHy)1NH
NO,

R)-3-trinitrophenylaminolauroyl-2-pyrenedecanoyl-1- 0-hexadecyl- sn-glycerol

Figure 4 : Analogues de TAG utilisés par Zandonneltaal (1995)

Bien que ces analogues de TAG permettent I'élitonade tout phénomeéne de
migration d’acyle, ils présentent I'inconvénient ke pas étre de véritables substrats naturels
des lipases et par conséquent subsiste toujoutsute quant au comportement réel qu’aurait

la lipase sur de véritables TAG.

lll - 3 Hydrolyse de TAG de synthése

Quelqgues méthodes de détermination des spédfidipsiques sont basées sur
I'utilisation de TAG hétérogenes de synthése. Bjaa la synthese de ce type de substrats soit
difficile, ils constituent un outil efficace pouratire en évidence les modes d’action des
lipases testées puisque leur composition en agdas ainsi que la distribution de ces
derniers sur le squelette triglycéridique sont giggfment connus. Ainsi, Sonnet et Gazzillo
(1991) ont utilisé un meélange racémique de triggas mixtes, en l'occurrence les
1(3)-palmitoyl 2-oléoyl 3(1)-stéaroylac glycérol pour évaluer la spécificité de multiples

lipases commerciales.
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De méme citons les récents travaux d’'un groupecleerche d’Unilever (Chandlet
al, 2001) qui a synthétisé un substrat triglycéridiguarqué au deuterium (trioléine deutérée).
Aprés son hydrolyse enzymatique, les produits dédation sont alors analysés par RMN
et en raison du marguage isotopique, il est alossiple de différencier les DAG 1,2 des 2,3.
Ainsi il a été possible de mettre en évidence léséespécificités des lipases Mricor

miehei, Rhizopus niveus, Candida rugosa et Caragzapa.

IV - Travaux de These : Mise au point d’'une méthodaele détermination de
spécificités lipasiques

Nous avons vu précédemment que les méthodes @estincaractériser les spécificités
des lipases sont variées mais présentent pourirastdes inconvénients. Celles impliquant
des substrats triglycéridiques de synthése appardisavantageuses. En effet, bien que
I'obtention de tels substrats soit difficile, l&sultats obtenus éliminent toute indétermination

relative a l'influence de la composition et dedaairtition en acides gras d’un substrat naturel.

Nous avons imaginé une méthode de déterminationsistant a hydrolyser
conjointement un triglycéride chiral mixte (consétde trois acides gras différents) et son
équivalent racémique. Par cette approche, I'analgseroduits réactionnels obtenus en début
de réaction (taux de lipolyse < 10%), permet deméner avec beaucoup moins d'ambiguité
tous les types de sélectivités d'action des bibssars mis en ceuvre : non sélective,

typosélectivité, régiosélectivite, stéréoséleativditombinaison de deux sélectivités.
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i

sn-1 A A C
C A

-3 C
50 % 50 %
2 3
N A + C
50% 50%
Hydrolyses Sélectivité
let3 sn-3 stéréosélectivité
letd C typosélectivité
2et3 sn-1,3 régiosélectivité
3eth sn-1 stéréosélectivité
5et6 A typosélectivité

Figure 5 : Stratégie de mise en évidence des sélectivitébpdeses en hydrolyse

Le principe de la méthode est le suivant (Figure rius procédons dans un premier
temps a I'hydrolyse enzymatique du substrat chitaht les résultats seuls nous conduisent
généralement a deux hypothéses possibles quansgéddficité de I'enzyme mais ne nous
permettent pas encore de conclure. En effet, ssultstrat chiral de type 1-A 2-B 34D
glycérol, si I'hydrolyse montre une libération d@e C, il est impossible de déterminer si la
lipase est C typosélective ou stéréospécifiguagmsitionsn3en raison de la position de cet
acide sur la positiorsn3 C’est dans un second temps que I'hydrolyse dylytéride
racémique permet en fait d'opter pour I'une desxdbypotheses formulées. En effet, ce
substrat correspond a un meélange en proportionstestrent égales de 1-A 2-B 3-C
snglycérol et 1-C 2-B 3-Anglycérol. De ce fait, si I'hydrolyse du mélangeémique libere
préférentiellement I'acide C, nous concluons a néyposélectivité de I'enzyme ; si au

contraire la lipase libére dans des proportionbaEment équivalentes les acides A et C, cela
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signifie que la lipase manifeste use3 stéréospécificité, puisque cette position est péeu
par les acides A et C.

Dans ce contexte, la synthése d'un TAG chiralememiint un AG court ean-1 et un
AG long ensn3, a savoir le 1-Butyroyl-2-Oleoyl-3-Palmitogn glycérol (BOP), peut
permettre de lever I'ambiguité récurrente en hydmkntre typosélectivité pour les chaines
courtes etsr3 stéreospécificité des lipases. En effet, bon mende déterminations de
spécificités lipasiques ont été effectuées surdéiare grasse laitiere. Cette matiere grasse est
riche en acides gras courts et présente une ceraglymeétrie puisque la grande majorité de
ces acides gras est localisée en posgiBdu squelette triglycéridique. Ainsi, si les réatst
obtenus montrent une libération préférentielle @esdes courts lors d'une hydrolyse
enzymatique de la matiére grasse laitiere, il egbossible de savoir si cette libération
provient d’'une typosélectivité réelle vis a vis @esdes gras a chaines courtes ou dami
stéréospécificité. Ainsi les TAG que nous avonstig$tisés sont uniques et non rencontrés
dans la nature puisqu’ils possédent un acidesagnaid (acide butyrique) non pas en position
sn3 mais en positiorsnl De tels substrats, nous le verrons plus en adam$é ce chapitre,
nous ont permis notamment de démontrer que I'aétlipasique du latex déarica papaya
exprimait en fait unesn3stéréospécificité bien plus marquée que ne petne I$a préférence

pour I'hydrolyse des acides gras courts.

La premiére partie du travail a donc consisté @athatiser par voie chimique les
substrats modeles souhaités. La procédure de sgnttigimique asymétrique permettant

I'obtention des substrats désirés est décrite i@sap

IV - 1 Synthése chirale des substrats triglycéridiges hétérogenes
(Cette synthése chimique asymétrique a fait I'obdjehe publication :Chiral synthesis of a
triglyceride: example of 1-butyroyl 2-oleoyl 3-palnitoyl sn glycerol. Villeneuve P.,
Pina M., Montet D., Renard G., Graille J., Chemy®H.ipids, 72 135-141, 1994. Article

référencé n°).

La méthode proposée de détermination des spéesfitipasiques n'a de sens que Si
les triglycérides substrats utilisés sont parfagetrdéfinis sur les trois positions du glycérol.
En effet, il est absolument impératif d’obtenir deiglycérides du type 1-A 2-B 3Gn
glycérol (ou A, B et C représentent trois acidessgtifférents) de pureté élevée, pureté que
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nous avons choisie au préalable de fixer arbitmaérg a une valeur minimale de 95%. En
effet, la mise en ceuvre de substrats insuffisammeanst dans notre méthode de détermination
des spécificités lipasiques suivant le principeritlén figure 5 conduirait inévitablement a

des interprétations erronees.

A I'époque de nos travaux sur la mise au poirtadg/nthése des substrats chiraux, les
syntheses chimiques de triglycérides mixtes étamrgues et fastidieuses. La plupart d’entre
elles étaient basées sur la préparation d’énantesrig2 et 2,3 d’isopropylidersa glycérol.
Ainsi, elles nécessitaient l'introduction de grooqemts protecteurs pouvant ultérieurement
étre éliminés de fagon sélective et en principe sswmérisation. Malheureusement, la pureté
des produits est insuffisante et cette stratégiesyighese ne permet pas d’obtenir des
triglycérides parfaitement définis par rapport anois positions du glycérol. Par ailleurs, ont
été également décrites des réactions d’'estérificatirigée qui sont fonction de la plus grande
réactivité des hydroxyles primaires en positisnl et sr3, mais des phénomenes de
migrations d’acyles importants sont en général mése Quant aux synthéses enzymatiques,
qui semblent plus accessibles d’'un point de vuerpent opérationnel, elles sont peu utilisées
pour la synthese de triglycérides mixtes et sontdplmises en ceuvre dans l'obtention de

glycérides patrtiels.

En raison de la grande réactivité des époxydest apparues conjointement des
propositions de synthése de triglycérides a pdhister de glycidol. Cependant, la non plus,
la plupart d’entre elles n'aboutissaient qu’a desdpits finaux ne présentant pas une pureté
suffisante pour étre utilisés dans notre méthoddédermination. Seule une méthode décrite
par Sonnet (1991) semblait permettre la synthes€Alé de haute pureté. L'étape la plus
importante de cette synthése correspondait a Iiune régiosélective du pont époxy d’'un
énantiomere du glycidyl butyrate formant un produaitermédiaire de type bromodiacyl
glycérol lequel subissait ensuite une substitutiooléophile pour remplacer le brome par un
carboxylate Malheureusement, bien qu’ayant suivi a la lettrentede opératoire décrit, il ne
nous a jamais été possible d’obtenir des TAG migtesc des puretés équivalentes a celles
mentionnées dans cette publication. Nous avons nabseotamment d'importants
phénomeénes d’isomérisation se produisant probalpletoes de I'ouverture de I'époxyde ou

au cours des étapes d’extraction et purificatichmteduits.
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Nous avons donc adapté la méthode de Sonnet eawvailant son protocole
opératoire (élimination de tout lavage basique dmiare a ne pas favoriser les migrations
d’acyles) mais surtout en modifiant significativarthé&étape d’ouverture du pont époxy du
glycidyl butyrate. Notamment, nous avons vu que dasalyseurs de type ammonium
guaternaire pouvaient étre avantageux pour dirggemméliorer la régiosélectivité de cette
étape (Jin, 1993). Nous avons pu dés lors montoer ltutilisation d'un tel catalyseur
permettait par un mécanisme d’assistance anchioeriglenatet al, 1980) d’obtenir une
ouverture de I'époxyde hautement sélective (FigbyeAinsi, si I'on part d'un glycidyl
butyrate chiral de configuration R, le bromure dazyltributylammonium ((Br) permet
d’obtenir un 1,2-acyl bromo glycérol ou I'atome lol®me est placé en nomenclataresur la

positionsn3du squelette triglycéridique.

O
2Q+BI’_+ /\ CH,OCOR / N\ C’H2

OCOR Br
Q'Br + RCOOCH——Cror %(;;_ R
|
Qo © 0qQ'
rcooch—char <RC9B  rcooch- L char +o'Er

Figure 6: Mécanisme d’ouverture de pont époxyde avec assist@anchimérique

Puis la réaction de substitution de I'atome demwade type SN2, s’effectue par
'action d’'un sel de césium d'un acide gras. Damstelles conditions, compte tenu de
I'encombrement important de I'ion césium, I'anicarleoxylate est un bon nucléophile. En fin
de réaction, en utilisant les techniques usueliegéermination de la répartition des acides
gras sur un squelette triglycéridique, nous avaigl® le fait que notre synthése permettait
d’obtenir des triacylglycérols chiraux mixtes d’'upareté en adéquation avec les valeurs
minimales fixées (> 95%) de maniere a pouvoir sgilices substrats pour déterminer la

spécificité d’action des lipases.
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OCOR —OCOR

. RCOY0 LiBr/ Q *X-
+ (R' > I '
@) Benzene, 90min, 40°*C OCOR
—Br
sni—OCOR
5 \THF/DMPU, 50°C
SNa—OCOR R"'COOCs
sn3l—OCOR"

Q+X-= Bromure de benzyltributylammonium

Figure 7 : Schéma de synthese pour la production de triagégbls chiraux mixtes de type
1-R 2-R’ 3-R” snglycérol (ou R, R’ et R” représentent trois acidgas différents)

Concernant la synthése des équivalents racémidgeglycidyl esters racémiques
n'étant pas commercialement disponibles, il noutala ajouter une étape préliminaire
supplémentaire correspondant a la synthése de rehiifs a partir d’épichlorohydrine
racémique. En présence d’iodure de tétraethylammomeit d’'un acide gras sous forme de sel
de sodium, la réaction permet d'obtenir I'esterglgcidol désiré avec un rendement tres

satisfaisant (> 85%).

Pour conclure, rappelons qu'un des principaux aiiige de notre étude sur la
spécificité des lipases était, a partir de notré¢hiode de détermination, de lever I'ambiguité
pouvant exister entre stéréoseélectivité et typaseled pour certaines enzymes. Nous avons
donc synthétisé des triglycérides chiraux dansulelsgla positionsnl est occupée par un
acide a chaine courte en l'occurrence l'acide lgig. Ainsi, le 1-butyroyl 2-oleoyl 3-

palmitoyl snglycérol a constitué I'un des principaux substate nous avons mis en ceuvre.

IV - 2 Exemple de déterminations des spécificités'attion de différentes lipases
d’origines animale, microbienne ou végétale.
(Cette partie a fait I'objet de quatre publication®etermination of lipase specificities
through the use of chiral triglycerides and their macemics Villeneuve P., Pina M.,
Montet D., Graille J., Chem. Phys. Lipids., 169-113, 1995. Article référenceé n°2.

30



Carica papaydatex lipase:sn3 Stereoselectivity or short-chain selectivity ? Modl chiral
triglycerides are removing the ambiguityVilleneuve P., Pina M., Montet D., Graille J., J.
Am. Oil Chem. Soc., 72753-755, 1995. Article référencé n°3.

Chiral synthesis of a given triglyceride to charaatrise lipase specificitiesVilleneuve P.,
Pina M., Montet D., Ozenne C., Renard G., Graille Malaysian Oil Science and
Technology, 4171-174, 1995. Article référencé n°4.

Determination of pregastric lipase specificity in yung ruminants. Villeneuve P., Pina M.,
Graille J., Chem. Phys. Lipids, 8B61-168, 1996. Article référencé n°5.)

Une fois la voie de synthése de nos substratawhiet racémiques finalisée, nous
avons pu mettre en oeuvre notre méthode de détationindes spécificités lipasiques pour
caractériser un nombre important de lipases dioggianimales, microbiennes ou végétales.
Dans un premier temps, la méthode a été validdestant des lipases de spécificité déja bien
connue : Ainsi nous avons pu confirmer les résultbautres équipes de recherche sur la
lipase deMucor mieheien montrant, nous aussi, que cette enzyme étadtestient
1,3 régiosélective. De méme, nous avons évalu@rieportement de la lipase dgandida
rugosa et conclut a une non spécificité exprimée par cetteyme comme cela a été
également observé par d'autres auteurs. Une foredthode validée sur des enzymes au
comportement bien caractéris€, nous avons pu @odser des enzymes de spécificité peu ou
pas encore décrites. Ainsi, par exemple, nous ayomnsmettre en évidence ursnl
stéréospécificité pour la lipase Beeudomonas aeruginogeette lipase a été étudiée dans le
cadre d'une collaboration avec le Pr. K.E. Jaedtuhr Universitat, Allemagne), une
sn3stéreospécificité pour la lipase gastrique de lapite acides gras courts typosélectivité

pourCandida antarctica Bu une 1,3 régiosélectivité poGandida parapsilosis

Concernant les lipases prégastriques de jeunemanta (veau, agneau, chevreau),
nous avons montré que ces enzymes présentaiersr@retéréospécificité associée a une
acides gras courts typosélectivité. Par aillelas;dmparaison des résultats obtenus avec la
composition et lasn distribution en acides gras des laits maternelsatetrois especes a
révélé des corrélations tres intéressantes. Il Eraiben effet que pour les trois espéces
étudiées, la lipase prégastrique a sirstéréospécificité et typosélectivité d’autant gdhuse
que la concentration et distribution en positoB des acides gras courts du lait maternel est
faible. L'importance de la spécificité de la lipgsermettrait donc de favoriser I'assimilation

métabolique des acides gras courts lesquels sanedrés grande importance énergétique
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d’un point de vue nutritionnel, compte tenu de lpluis grande rapidité d’assimilation que les
acides gras a chaines plus longues.

Enfin, a l'aide du 1-butyroyl 2-stéaroyl 3-palmjtasn glycérol et de son équivalent
racémique, nous avons pu étudier avec précisiatélgospécificité de la lipase du latex de
Carica papayaEn effet, la localisation en positienld’un acide gras a chaine courte nous a
permis de lever I'ambiguité qui pouvait existerrentyposélectivité pour les acides gras
courts etsn3 steréospécificité. L’hydrolyse du substrat chiral gette lipase a un taux de
lipolyse de I'ordre de 10%, a montré une forted#ti®n d’acide palmitique (85%) alors que
I'acide butyrique quant a lui ne représentait gh&lConjointement, nous avons observé que
I'hydrolyse du substrat racémique, pour lequel ahacdes positionsnletsn3est occupée a
50% par de l'acide butyrique et 50% par du palmagig conduisait a une libération
globalement similaire des deux acides gras, I'agids court étant trés Iégérement majoritaire
(55%).

De cette étude, nous avons pu rigoureusement déenajue la lipase d€arica
papayaexprimait une fortesr3 stéréospécificité qui était largement prépondérpataapport
a sa typosélectivité pour les chaines courtes.

Nous verrons plus en avant dans ce document cotriegepropriétés catalytiques de
cette lipase végétale ont été valorisées danspiations de biofagonnement des corps gras
permettant d’aboutir & la production de triacyl@sals restructurés a intérét nutritionnel.

V - Opérations du biofagconnement des corps gras etvantages potentiels

des lipases végétales

V - | Type de réactions du biofagonnement des corggas

Dans des conditions proches de celles de la ofadi référence qu’elles catalysent
in vivo, les enzymes peuvent catalyservitro les mémes réactions, souvent avec la méme
spécificité d’action et quelques fois avec des salsbeaucoup plus variés. De hombreuses
enzymes hydrolytiques peuvent aussi, lorsque Ieditons du milieu le permettent, catalyser
des réactions "inverses" a celle pour laquellesedlent "programmeéesti vivo. Par exemple,
de nombreuses lipases dans certaines conditioal/sent des réactions d'estérification (a

l'inverse de la réaction d'hydrolyse) et d'integéedication. Elles agissent ainsi comme des
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acyltransférases au méme titre que certaines geR&i peuvent étre également employées
comme biocatalyseur dans des réactions de syntipegtisliques, en présence d'une phase

agueuse limitée.

L'application de chague enzyme pour une réactiomnde nécessite donc une
connaissance parfaite des parametres optimauxesaaels 'enzyme exprime ces propriétés
catalytiques maximales. Cela concerne entre auggs;l, la température, la teneur en eau,

l'activité de I'eau &y).

Les lipases ont toujours été moins utilisées gagtotéases dans l'industrie, car leurs
modes d’action étaient moins bien connus. Le Jdet@ssor de l'utilisation des lipases ne
s’est produit qu'a partir des années 1970, dasgaelle le mode d’action de ces enzymes
(Naudet, 1976 ; Verger et Riviere, 1987), ainsi ¢ge méthodes analytiques a mettre en

ceuvre (Beissoat al, 2000) commencaient a étre mieux maitrisés.

Les toutes premieres utilisations des lipases at essentiellement sur des
hydrolyses de TAG en milieu aqueux. Apres la mise é&vidence de leurs activités
catalytiques dans les réactions d'estérificatioml'igterestérification en solvant organique,
leurs applications pour le biofaconnement des caas se sont alors trés rapidement
développées. En effet, selon la nature du substilas conditions de la réaction enzymatique
mise en ceuvre, elles peuvent catalyser soit desioga d'hydrolyse, soit des réactions de
synthése (estérification) ou de transfert d'adylefestérification).

Ces reéactions sont schématisées ci-apres :

- Réactions d'estérificatioentre un AG libre et un alcool :

RiCOOH + R-OH =R,COO-R + H,0O

- Réactions d'interestérificatioftransfert d'acyle entre un TAG et un autre donneu

d'acyle), lesquelles peuvent étre réparties ers sous catégories suivant la nature du
donneur d’acyle :
1- Réaction de transestérification (TAG + TAG ou est&G)

RiICOOR + R;:COO-R, =R,COO-R, + R;COO-R
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2- Réaction d'acidolyse (TAG + AG libre)
RiCOOR + R;COOH =R,COOH + RCOO-R
3- Réaction d'alcoolyse (TAG + alcooby glycérolyse lorsque I'alcool est le glycérol]

RiICOOR + R3-OH =R,COO-R + R-OH

L'interestérification est l'une des réactions @mdformation industrielles courantes
des corps gras pour créer des produits restrucawes de nouvelles propriétés physiques,
rhéologiques et nutritionnelles. Si linterestéafion chimique et sa variante,
l'interestérification dirigée a basse températwantinuent a étre employées depuis tres
longtemps dans l'industrie, actuellement les ndesehpplications ont tendance a utiliser

beaucoup plus des interestérifications biocatak/sée

Les avantages de l'utilisation des lipases seksten interestérification enzymatique

sont multiples en comparaison avec les catalysgunsiques classiques.

Ces avantages sont listés ci-dessous :

1- L'interestérification se fait dans des conditionsicks de température et de pression.

2- Il n'est plus nécessaire de travailler sur des teatisscompletement anhydres, ni
d'utiliser un solvant organique.

3- Suivant la sélectivité de la lipase utilisée, desdpits aux propriétés prédéfinies
peuvent étre synthétisés, car la répartition dess@Q@es trois positions du glycérol ne
se fait pas au hasard comme lors des interestérifits chimiques.

4- Enfin, il n'est plus nécessaire de retraiter lesdpits pour éliminer toutes traces

nuisibles de catalyseurs chimiques.

L'avantage majeur réside cependant dans le fdit et possible de choisir le
biocatalyseur adéquat suivant le type de biofacmemé désiré. Tout un choix de lipases
sélectives est effectivement possible désormaisassant par les lipases 1,3-régiosélectives,

les lipases stéréosélectives, et les lipases tigmises.
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V-2 Conditionnement des lipases et facteurs influgrant leurs activités de catalyse
(Plusieurs de mes publications concernent cetteigoarLa plupart correspondent a des
articles de revue sur les difféerentes techniques amditionnement des lipases,
immobilisation, modification chimique, modificatiopar biologie moléculaire : -
Customizing lipases for biocatalysis: a survey of hemical, physical and molecular
biological approaches Villeneuve P., Muderhwa J., Haas M.J., GrailleJJ.Molec. Cat. B:
Enz., 9 113-148, 2000. Article référencé n°13.

Providing biocatalysts through customizing lipasesdy different processes. |. Lipases:
environment effects-selectivitiesGraille J., Pina M., Villeneuve P., Agro Food Inttys
Hightech, July/August6-9, 2000. Article référencé n°16.

Providing biocatalysts through customizing lipasesby different processes. |l.
Physico-chemical modifications of lipases and relatl enzymes Graille J., Pina M.,
Villeneuve P., Agro Food Industry Hightech, Septem®ctober 40-43, 2000. Article

référencé n°17.

Providing biocatalysts or processes through customming lipases or other acyltranferases
and specially engineered reactiongGraille J., Pina M., Villeneuve P., Recent Res. &ev
Biotech. Bioeng., 47-24, 2001. Article référencé n°18.)

Les divers travaux réalisés dans le domaine dta¢gmonement des corps gras ont
démontré que l'eau du systeme est le parametriudeimpportant a maitriser. En effet, un
pourcentage élevé en eau favorise I'hydrolyse alo'ts faible pourcentage est favorable a la
réaction d'interestérification. En réalité, c'astaut I'activité thermodynamique de I'eaa,}
qui conditionne I'état de la structure spatiale ldelipase et donc, oriente son activité
enzymatique plutdt vers la synthese ou plutét Véngdrolyse ; les deux réactions étant
toujours en compétition. Muderhved al (1988) furent probablement les premiers a étudker
facon approfondie l'influence de I'environnementeax des préparations lipasiques sur le
rendement des réactions d'interestérification gséals par ces dernieres en « milieu fondu »,
c'est-a-dire sans solvant organique. lls ont déréaqie I'état d'’hydratation du biocatalyseur,
régit par sora,, et sa teneur en eau, est le parametre crucialitéisea En effet, lors de ces
réactions d'interestérification menées sans solearavec des substrats lipidiques exempts
d'eau, la phase aqueuse est limitée et exclusiveapportée par la préparation enzymatique.
La stratégie qu'ils ont mise en ceuvre consistealiset la réaction d'interestérification pour
toute une gammeay, entre 0 et 1. L'évolution du rendement de la réaan fonction ded,

du biocatalyseur permet de déterminay bptimale pour des conditions de réaction données.
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Ces auteurs ont aussi démontré la nécessité der tfgsotherme de sorption du
biocatalyseur afin de déterminer la teneur en eaivélente a I'optimum a,. lls furent donc
les premiers a tracer l'isotherme de sorptionais préparations lipasiques microbiennes afin
de définir leur état optimal d'hydratation pouratgder des réactions d'interestérification

enzymatique en milieu fondu.

La tres grande majorité des lipases mises en eedans les opérations du
biofagconnement des corps gras sont d’origine mierote. D’'une maniere générale, ces
lipases sont au préalable conditionnées afin d’ameElleurs propriétés biocatalytiques et en
particulier leur stabilité (domaine de pH, thernabdité), leur activité catalytique et leur
sélectivité ou leur capacité a étre plusieurs fet/clées. Ce conditionnement correspond a
une transformation du biocatalyseur qui peut éwedde physique, chimique ou biochimique.
La modification physique correspond a la fixatiom dlenzyme par adsorption ou
microencapsulation sur un support inerte. Les nieatibns chimiques consistent en général a
greffer par liaisons covalentes des synthons lipeplsur des groupements fonctionnels de la
protéine enzymatique de maniere a en modifier larpé et rendre plus efficace la lipase en
milieu organique. Enfin, les modifications d’ordsechimique font appel aux techniques de

la biologie moléculaire et du génie génétique.

Au sujet des ces derniéeres techniques, ellesdsoptus en plus utilisées pour la mise
au point de biocatalyseurs trés performants en eteda thermostabilité et d’activité
catalytique. A titre d’exemple, j'ai travaillé lode mon séjour post-doctoral sur la création
d’'une lipase mutante de lipase Rbizopus delemaafin de modifier la typosélectivité par

rapport a 'enzyme initiale

Additive effects of acyl-binding site mutations onthe fatty acid selectivity of
Rhizopus delematipase. Klein R.R., King G., Moreau R.A., Mc Neill G.P. \éheuve P.,
Haas M.J., J. Am. Oil Chem. Soc.,, 14101-1407, 1997. Article référencé n°9.

En effectuant les modifications suivantes, Val203F Phe95Asp, dans la séquence
d’acides aminés de la lipase Bhizopus delemait a été possible d’obtenir une nouvelle
enzyme lipolytique de typosélectivité trés pointtedont la sélectivité est tres fortement
dépendante du pH choisi pour la réaction d’hydmalysinsi & pH neutre, 'enzyme marque

une typosélectivité importante pour les acides giea<C8:0 a C14:0 et trés faible pour les
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acides a chaines plus courtes. Aux valeurs de ple®cette typosélectivité est alors moins
prononcée et une hydrolyse des acides gras a shadnges est également observée.

V - 3 Valorisation et applications des lipases vétpes
(Cette section a fait I'objet d’'un article de revu@®lant lipases and their applications in
oils and fats modificationVilleneuve P., Eur J. Lipid Sci. Technol, 10308-317, 2003.

Article référence n°20.)

A l'échelle industrielle, nous notons une exptmta quasi dominante des lipases
microbiennes (Lipozyme™, Novozyme™...). Cependans eazymes microbiennes sont
cheres a produire (multiplication des bactériesgdpction des enzymes en conditions

contrdlées, purification des lipases produitessgunégocient a 500 €/kg).

Les sources de lipases végétales et leur potisdgiadn tant que catalyseurs pour le
biofagconnement des corps gras on été revues notaimpae Murkherjee (1995). On trouve
des enzymes lipolytigues dans de nombreuses graléagineuses ainsi que dans certaines
céréales. En regle générale, I'activité lipasigiestnpas détectée dans la graine non germée
mais plutdt aprés germination. Par ailleurs, ilieressant de noter que beaucoup de lipases
de graines oléagineuses présentent une typosé&qiour I'acide gras majoritaire dans la
plante concernée. C’est le cas par exemple dpdadi dé/ernonia galamensidaquelle est
typosélective de l'acide vernolique (Ncube, 199%) celle decuphea qui hydrolyse
préférentiellement I'acide caprique (Hellyer, 1999)

Les lipases végeétales les plus étudiées a cesonir sans doute celles issues de
I'avoine, du colza et du ricin. Cette derniere paemple constitue une exception puisqu’elle
est détectée avant germination de la graine. Qlestipase active dans des conditions acides
(pH optimum = 4,1) et qui présente une typosélé@étigour I'acide ricinoléique, acide gras
majoritaire de I'huile de ricin (Lin, 1986). La hge de colzaBfassica napusa également été
largement étudiée et discriminerait les acidesgmiasnt une double liaisaris A4 oucis A6
(Hills, 1990). Enfin d’autres lipases de graineSagfineuses ont été décrites telles que celles

de I'arachide, du soja ou du lin.

Concernant les céréales, la lipase d’avoine elniablement celle qui a été la plus

étudiée. Citons par exemple, Piaztaal (1992), lesquels ont évalué en hydrolyse de TAG
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homogenes la typosélectivité et la régiosélectidiéécette enzyme. Ces auteurs ont alors
observé que la lipase ne présentait pas de sptcifie position mais que I'étude de sa
typosélectivité montrait une hydrolyse préféretdighour les acides oléique, linoléique et
linolénique alors que les acides palmitique, péigsque ou stéarique étaient beaucoup

moins attaqués.

La présence d'enzymes lipolytiques a égalementé&télée dans d’autres types de
préparations végétales, a savoir celles issueextests de cannelle (Haslbeek al, 1985),
de poivre blanc (Wermaat al 1995), des rachis Ahhanas comosu@Mukherjee et Kiewitt,
1998), et des tubercules de pomme de terre (Pdwma Parkin, 1999).

L'intérét porté par ces lipases végeétales vientagtuque celles-ci sont généralement
employées sous leur forme "brute", c'est-a-direclips ne sont pas purifiées de I'extrait
végétal qui les contient. L'extrait végétal (lepkouvent séché ou lyophilisé) est utilisé en
globalité comme préparation lipasique végétale,cestie derniére exprime une forte activité
lipasique en I'état. Ces poudres enzymatiquesdispbnibles en grande quantité et a un colt
treés compétitif par rapport a celui des lipasesohiennes.

Cependant, dans la pratique, les choses peuvepasétre si aisées car les lipases
végétales sont généralement présentes dans desrtogp tres faibles dans la graine
oléagineuse et ce parametre peut donc limiterdélisation a plus grande échelle que celle
du laboratoire. Cependant, nous verrons plus l@nsdce document comment certaines
lipases végétales non issues de graines oléagmeesesent étre considérés comme des
biocatalyseurs prometteurs dans le cadre de futpégtions du biofagconnement des corps

gras.

Il apparait que les potentialités des lipases tedge dans le cadre de la
biomodification des lipides sont de plus en pluglies. Ainsi, Piazzat al (1991a, 1991b)
ont évalué l'intérét d'utiliser la lipase d’avoipeur produire de 'acide ricinoléique a partir
d’huile de ricin ou pour la production d’acides gnaoly-insaturés par hydrolyse sélective
d’huiles diverses. Concernant la lipase de ri@icihus commun)selle a été mise en ceuvre
en estérification du glycérol (Piazad al, 1989) ou dans diverses réactions d’hydrolyse
(Tater, 1998 ; Rao, 1992).
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L’équipe de Kumar Muhkerjee de I'Université de Mter en Allemagne a, quant a
elle, beaucoup travaillé sur la lipase de colzahfairolyse d’huiles végétales, cette équipe a
notamment montré que la lipase n’attaquait que s les acides gras comportant une
double liaisoncis A4 ou cis A6 et que par conseéquent cette enzyme pouvait étreon
biocatalyseur pour enrichir des huiles en acidergantinolénique (Hillset al, 1989). De
méme, il a été possible d’exploiter la typosélatdivde cette lipase dans des réactions
d’alcoolyse sélective d’huile de foie de morue afiiobtenir des fractions glycéridiques
enrichies en DHA (Hillst al, 1990b).

Enfin, dans le domaine des phospholipases, desy@&s d’utilisation d’enzymes
végétales sont aussi connus, le plus important@esux étant sans aucun doute les travaux
réalisés avec la phospholipase D du choux. Beaud@uficles décrivent 'utilisation de cette
enzyme dans des réactions de transphophatidylgponr une revue exhaustive voir
Mukherjee, 1995).

Les nombreux exemples donnés ci-dessus confirgeet les lipases végétales
apparaissent dans certains cas comme de sérieliseratives a l'usage des enzymes
d’origine microbienne. Leur isolation et leur pigétion partielles sont effectuées a l'aide de
techniques simples, elles sont issues de matieéessigres tres bon marché et les spécificités
gu’elles exhibent (en général des typosélectivism)vent étre avantageusement mises en
ceuvre pour I'enrichissement spécifique en un agrds donné ou une famille d’acides gras.
Cependant, bien que de nombreux procédés a I'éctiellaboratoire ont été décrits pour des
lipases ou phospholipases végétales, il apparaitlgdransfert a plus grande échelle peut
s’avérer problématique. Ceci est principalemenaddait qu’il peut s’avérer parfois difficile
d’obtenir une quantité suffisante de lipase lorsqake-ci est issue d’'une graine ou d’une

plante dans laquelle elle n’est présente qu’endaiproportions.

Par conséquent, afin de surmonter cette difficliltdus est apparu tres judicieux de
cibler notre recherche de nouvelles sources d’epsynegétales et leur valorisation en
étudiant plus spécifiguement des matieres premagsutilisées a I'échelle industrielle pour
d’autres propriétés que leur activité lipolytique. principal exemple sur lequel nous avons
développé cette stratégie concerne le vaste pidejeecherche que nous avons mené sur le
latex de Carica papayaafin de définir ses potentialités en tant que halgaeur du
biofagconnement des corps gras et valoriser lesltaésuobtenus pour I'obtention de

triacylglyceérols restructurés a haute valeur ajeuté
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VI - Caractérisation de I'activité biocatalytique du latex de Carica papaya
pour le biofagonnement des corps gras

VI - 1 Valorisations industrielles de l'activité protéolytique du latex deCarica

papaya

Le papayerCarica papayaappartient a la famille deSaricaceae et fait I'objet de
cultures assez répandues dans les régions éqledomh tropicales (Antilles, Brésil,
Amérique centrale...). Son latex, localisé dans &saox laticiferes, est récolté en effectuant
une série de fentes longitudinales a la surfaciuduvert. L’ensemble du latex frais récolté
doit étre tamisé afin d’en éliminer les impuretgsis séché soit en couche mince dans des
compartiments fermés, soit a I'étuve, ou soit spusssion réduite (en laboratoire). La
méthode couramment employée dans les exploitadshse séchage par air chaud avec un
séchoir fermé. Ces modes de séchage permettenterdiolun produit blanc crémeux,

granuleux et non collant.

Le latex brut d&. papayacontient des protéines enzymatiques, des résieesacides
gras, de l'albumine, de la globuline, des peptatepectines, du glutathion et du benzyl
isothiocyanate (qui contribue a la mauvaise odauratex). Les protéines enzymatiques
peuvent représenter plus de la moitié de la temeuprotéines totales. Les composants
enzymatiques majoritaires sont des protéases @dosbsat actuellement identifiées : papaine
(ou papayapeptidase I), chymopapaine A, chymopapaines-BltE3, efpapayapeptidase
Des carboxypeptidases ainsi que d’autres enzynmsmtyaussi présentes, mais en moindre
proportion : lipase, lysozyme, amylase, pectinérase, thioglucosidase, phosphatase acide,
invertase, catalase, peroxydase, lipoxydase,... (EatlCayqgill, 1985).

La papaine [EC 3.4.22.2] est la plus connue depcetases, car la plus étudiee
jusqu’alors. Le latex brut et séché @epapayaest commercialisé sous le nom générique de
"préparation de papaine". Dans ce cas, le termpafpa” se réfere donc a un latex brut
commercial renfermant divers constituants enzymasget non enzymatiques. L’ambiguité
vient du fait que ce terme "papaine” est égalersemtloyé pour nommer les préparations
enzymatiques obtenues apres purification des mesédu latex d€. papaya ne contenant
plus qu’'un mélange d’enzymes protéolytiques. Dé&pgrrations a des niveaux différents de

purification sont donc généralement commercialis®es la méme appellation "papaine".
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Le marché mondial des préparations de papainepmstipalement situé aux
Etats-Unis, Japon et Corée du Sud et a un degrédmoien Europe, Afrigue du Sud et

Australie. Le prix moyen des préparations brutepajine oscille autour de 27 Euros/kg.

Actuellement, toutes les préparations de papafjuel que soit leur niveau de
purification, sont exploitées industriellement pdeurs activités protéolytiques. Le secteur
agroalimentaire est la premiere industrie consomogatles préparations de papaine. Elles
sont majoritairement utilisées pour la clarificatiaddes biéres. D’autres applications
concernent la production d'hydrolysats protéiqugsidir de déchets de viandes, de poisson
ou de soja pour l'alimentation humaine ou animalesocore l'attendrissement de la viande
dans les pays qui l'autorisent ainsi qu’en partifica Dans le domaine non-alimentaire, pour
lequel, un latex d€. papayaplus ou moins brut peut étre utilisé, cette powaireymatique
est employée dans l'industrie textile, pour le dégwge de la soie ou le cardage de la laine,
dans le domaine des détergents ou encore en tanrgémdustrie cosmétique utilise
eégalement la protéase papaine comme agent additf des cremes cosmeétiques pour
ameéliorer les propriétés de la peau, lutter cobaené, les problemes de cicatrices ou de
rides... Le secteur de la Pharmacologie, qui utitles préparations de papaine hautement
purifiées, est en pleine expansion. La faculté agdlion des protéines par la protéase
papaine, proche de celle des enzymes présentgsateniormal dans le tube digestif, est mise a
profit dans de nombreuses applications : fabricatite médicaments offrant une aide
digestive pour les patients souffrants de problégeesdriques, la fabrication de préparations
pour le nettoyage des plaies.

De plus, la papaine est également employée enesafieptidique.

VI- 2 Activité lipolytique du latex de Carica papaya

Bien que le latex d€. papayasoit principalement connu et utilisé pour sesviés
protéolytiques, il faut noter que des 1935, unenpéee publication parait dans laquelle une
activité lipolytique (capacité a hydrolyser des TAG'interface eau/lipide) exprimée par ce

latex est suspectée (Frey-Wyssling, 1935).

Bien plus tard, Giordaret al (1991) ont caractérisé plus précisément cett@igcen
utilisant la tributyrine comme substrat d’hydroly§ses auteurs ont pu montrer que les deux

protéases majoritaires du latex @epapaya a savoir la chymopapaine (EC 3.4.22.6) et la
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papaine (EC 3.4.22.2), purifiée a partir de ce méabex, n'expriment aucune activité
lipolytique ; de méme que pour tous les constitsia@rtizymatiques du latex d& papaya
solubles en phase aqueuse. Ainsi, ils ont pu déerogue I'activité lipolytique était bien due
a la présence d'une lipase et que par ailleure catzyme était tres vraisemblablement

immobilisée « naturellement » dans la fraction hgdrosoluble du latex.

Par la suite, comme cela a été décrit précédemdaar® ce document, notre équipe a
pu montrer en utilisant des triacylglycérols chxacomme substrats que cette lipase
exprimait une fortesn3 stéréosélectivité en hydrolyse et que cette stégdimence était
prépondérante par rapport a la courte typosélégtiie 'enzyme par ailleurs existante.
(Carica papayalatex lipase: sn3 Stereoselectivity or short-chain selectivity ? Mdel
chiral triglycerides are removing the ambiguity. Villeneuve P., Pina M., Montet D.,

Graille J., J. Am. Oil Chem. Soc.,,7253-755, 1995. Article référencé n°3.).

VI - 3 Caractérisation de I'activité acyltransférasque du latex deCarica papaya

Muderhwaet al (1988) ont mis en évidence qu'il était possiblé&igg préparation
lipasique présente un comportement différent endet'activité et/ou de sélectivité suivant le
type de réaction mis en ceuvre (interestérificatonhydrolyse). Ces auteurs ont montré
effectivement qu'une préparation lipasique peutirauoe forte activité hydrolytique et
présenter, indifferemment, une faible ou forte\aigiacyltransférasique en interestérification,

et inversement.

Dans le but de valoriser 'activité lipasique dteix deCarica papaya il nous a donc
été nécessaire de caractériser avec précision ivitact de biocatalyse (activité
acyltransférasique) de cette poudre enzymatiqueésfier notamment si les sélectivités
démontrées en hydrolyse étaient conservées dangalgsons d'échanges d’'acyles. Dans ce
contexte, cette caractérisation a été effectuée ldacadre d’une réaction d’interestérification
ou un triglycéride chiral préalablement synthéjs# nos soins (1-butyroyl 2-stéaroyl, 3-
palmitoyl-snglycérol (noté BSP)) a été opposé a un triglycéhdmogene (trimyristine) en
milieu fondu (sans solvant) en présence du lateRat&ca papayaDans de telles conditions,
le fait que le substrat chiral soit parfaitementimdésur les trois positionsn du squelette
triglycéridique (un seul acide gras par ailleurfédent des deux autres positionné sur une
seule positiorsn) permet d’évaluer la sélectivité de 'enzyme édediEn effet, a I'aide de

techniques chromatographiques en phase gazeussutién des échanges d’acyles au cours
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de la réaction biocatalysée peut étre suivie auscdu temps en quantifiant notamment la
formation de triacylglycérols néoformés dont la pasition en acides gras differe de celle
des triglycérides initiaux. L’analyse apporte defimations significatives quant a la stéréo
préférence manifestée par I'enzyme. Ainsi, chagqiieaiége entre 'une des positicsisdu
triglycéride chiral et un acide gras du substrahbgene est caractérisé par la formation d’'un
nouveau triglycéride dont le nombre total d’atongecérbone des trois chaines grasses est
bien défini. Dans notre étude, nous avons oppo&S&u(38 C) la trimyristine MMM (42 C).
Tout au long de la réaction, la diminution des d@ios initiaux est directement liée a
I'apparition de nouveaux triglycérides dont cha@sh représentatif d'un échange particulier
(Figure 8).
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Figure 8: Mise en évidence en CPG des difféerents typesamhsfierts d’acyles lors de
I'évolution d’'une réaction d’interestérificationdmatalysée entre
le BSP chiral et la trimyristine (MMM).
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Par exemple, la paire BSM et MMP correspondarnteets/ement & 36C et 44C est
issue d'un échange entre la positsm8du BSP et un des acides myristiques de MMM. Il en
est de méme pour BMM a 32C et MSP a 48C qui cooradgnt quant a eux a un échange sur
la positionsnldu substrat chiral. De plus, si 'on considere seéchanges avec la position
sn2ne sont pas possibles compte tenu de ce que libpagaailleurs du comportement de la
lipase testée, on peut considérer que les TAG ndéf® contenant 34C et 46C, a savoir BMP
et MSM apparaissant au cours de la réaction carretgnt trés probablement a des TAG de
deuxieme génération ayant subi un premier transfextyle, ce qui signifie en d’autres
termes, que le comportement du biocatalyseur ne ezl jugé qu’'en début de réaction, les
échanges réactionnels permettant ensuite de nosgmezombinaisons jusqu’a I'équilibre.
Dans de telles conditions expérimentales, il nouété possible de caractériser I'action
biocatalytique deCarica papayaen interestérification. Nous avons pu en effet nleseque
d’'une part cette enzyme présentait une tres bootiété de transfert d’acyles puisque les
TAG néoformés apparaissent des la premiéres minigtda réaction et que par ailleurs, au
cours du temps, cette lipase favorise fortemene@mnges avec la positisn3de BSP et

par conséquent que latex deCarica papayaconserve san3 stéréosélectivité en réaction

de transfert d’'acyle.

(Cette étude a été I'objet d’une publication dord téférences sont les suivantedise en
évidence des sélectivités des lipases en interegiéation a I'aide d’un triglycéride chiral
modele. Villeneuve P., Pina M., Graille J., Oléagineux, @omras, Lipides, ,3459-464,
1996. Article référencé n°6).

De méme, nous avons essayé d’évaluer la consamvagdi la courte typosélectivité de
cette enzyme en interestérification. Dans ce butprésence du latex dearica papayala
tricapryline (Tri C8) a été opposée séparémentfardnts autres triacylglycérols homogenes
variant suivant la nature et la longueur de chai@d’acides gras constitutifs (de Tri C4 a
TriC22). En suivant les cinétigues réactionnelleourp chacune des réactions
d’interestérification, nous avons observé que leagges d'acyles étaient d’autant plus
rapides que les triglycérides opposés a la trimitenétaient a chaines courtes (figure 9).

Ainsi ces expérimentations ont également permisdetrer qude_latex deCarica papaya

conserve sa courte typosélectivité en réaction dehsfert d’acyle.

(Cette étude a été I'objet d’une publication dorst iéférences sont les suivantedpecificity
of Carica papayalatex in lipase-catalyzed interesterification reattons. Villeneuve P.,
Pina M., Skarbek A., Graille J., Foglia T.A., Bioke Techn.,_1191-94, 1997. Article

référencé n°8.)
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Par ailleurs, nous avons également étudié I'déticatalytique de la lipase de.
papayavis-a-vis de la nature du donneur d'acyle (acidess dibres, alkyl esters, vinyl
esters...) en réaction de transestérification. Leslta@s démontrent que le rendement de la
transestérification est optimum avec des AGL oualdsrs vinyliques, mais qu’en revanche,

peu d'échanges d'acyles sont observés avec desrasthyliques ou éthyliques.
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Figure 9: Cinétique de formation des nouveaux TAGs au coerdmterestérification de la
tricapryline contre des TAG homogénes de différeldagueurs de chaines

(Conditions expérimentalesratio molaire substrat Tri C8/TAG homogéne = 2dlyvant =Hexane, T°= 60°C,

Quantité d’enzyme 10% p/p)

(L’étude de l'influence de la nature du donneur ¢lacen transestérification a été 'objet
d’'une publication dont les références sont les anties : Catalytic behavior of Carica
papaya latex in transesterification reactions. Villeneuve P., Skarbeck A., Pina M.,
Graille J., Foglia T.A., Biotech. Techn.,,1837-639, 1997. Article référencé n°10.)

Nous avons ensuite étudié les activités biocatplgs de latex de différentes variétés
de papaye®n évaluant notamment les activités protéolytiquips]ytiques et de transfert
d’acyles (en interestérification) suivant l'origirggographique de la plante. Les activités
enzymatiques de ces poudres enzymatiques brutestémitgalement comparées a celles de
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préparations commerciales de papaines purifiéesis Nwons pu alors observer que les
préparations purifiées n’exprimaient qu’'une seutdivdé protéolytique, toute activité de
lipolyse étant totalement absente. Pourtant, tdetepoudres enzymatiques brutes quelle que
soit leur origine présentaient quant a elles aola fes trois activités testées. Par ailleurs,
aucune relation directe entre activité protéolyigt aptitude a hydrolyser les triacylglycérols
n'a été mise en évidence ce qui a permis de coefimue les deux activités étaient bien
distinctes et que I'activité lipolytique observémup ce latex était bel et bien due a la présence
d’'une lipase et non pas a une protéase susceptinjdrolyser des TAG a chaines courtes
dans des conditions expérimentales données. Qdtatéont par ailleurs été confirmés par le
fait que nous avons également observé que lesitastipolytiques et d’interestérification
étaient parfaitement correlés.

(Pour des données plus détaillées relatives a étttee :Investigation of crude latex from
various Carica papayavarieties for lipid bioconversions.Caro Y., Villeneuve P., Pina M.,
Reynes M., Graille J., J. Am. Oil Chem. Soc., 903-909, 2000. Article référencé n°15)

Enfin, toujours dans le cadre de la caractérisadi® I'activité biocatalytique du latex
de Carica papayaet méme si je n'y ai participé qu’indirectememtest crucial de citer les
importants récents travaux de Catoal (2002) qui ont permis de déterminer l'influence de
I'environnement aqueux de ce latex sur son actoéédiocatalyse. Cette étude trés novatrice
a permis de déterminer les isothermes de sorpti@@sorption du latex et définir ainsi ses
différents niveaux d’hydratation (activité thermodynique de I'eau (@ et teneur en eau)
tout en corrélant ces données avec son activiteéydthése dans des réactions de transfert
d’acyle (estérification ou alcoolyse). Ces résaltant mis en évidence une importante
corrélation entre activité de synthese et nivednydfratation initial de 'enzyme (Figure 10).

Il a été en effet observé que le rendement optiteaynthese est obtenu pour une préparation

enzymatique stabilisée a ung=a0,22 ce qui correspond a une teneur en eau de 2%

Ce taux d’hydratation optimal de I'enzyme se |@mldans la partie linéaire de
I'isotherme de sorption c’est a dire celle poundelte la quantité d’eau présente au sein de la
matrice protéique est optimale et liée par desefoe nature intermédiaire de type Van der
Waals. Au contraire, pour les valeurs gdteop élevées, I'eau se trouve en exces et comribu
donc au déplacement de I'équilibre réactionnel Varstaction inverse d’hydrolyse. Enfin,
pour les valeurs diyatres faibles, trop peu d’eau est présente dasgst&me pour permettre a

'enzyme de présenter une activité biocatalytigaéisfisante. L'eau est alors liée a la
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structure protéique par des liaisons hydrogenesehgmt probablement 'enzyme d’adopter

sa structure tridimensionnelle optimale.
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Figure 10 : Influence du taux d’hydratation du latex @arica papayda, et teneur en eau)
sur le rendement d’alcoolyse entre la trilaurinkeet-butanol

(conditions réactionnelles: 55°C, 10 p/p % de hialgaeur, milieu fondu).
Activité de biocatalyse optimale aw = 0.22 (teneur en eau 2%). (Cataal, 2002).

Enfin, ces auteurs, dans cette méme étude, ofigséu’importance du stockage du
biocatalyseur avant toute opération de biofaconm¢ahes corps gras. En effet, en étudiant les
phénomenes de transitions structurelles de ce kxtebui faisant subir artificiellement des
phases d’adsorption et de désorption d’eau, il éa aiiservé que ces transitions étaient
irréversibles et que I'état pulvérulent du catalyseonstaté a son activité de I'eau optimale,
n'était plus retrouvé une fois que le latex a gtératé jusqu’a des valeurs ¢'@levées. En
effet, pour des teneurs en eau supérieures a Hbatek se gélifie. Cette transformation en

gel est alors irréversible et aboutit & un matédant I'activité biocatalytique est totalement

perdue (Figure 11).
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(A) Etat initial (g,0,1) ;

(B) Etat du biocatalyseur §20.40 durant la sorption en eau ;

(C) Etat du biocatalyseur 4=0.70 durant la sorption en eau ;

(D) Etat du biocatalyseur 320,80 durant la sorption en eau ;

(E) Etat du biocatalyseur §=0,90 durant la sorption en eau ;

(F) Etat du biocatalyseur §=0,80 durant la phase de désorption ;
(G) Etat du biocatalyseur §=0,70 durant la phase de désorption ;
(H) Etat du biocatalyseur 330,60 durant la phase de désorption ;

(1) Etat du biocatalyseur §a0,50 durant la phase de désorption

Figure 11 : Photographies microscopiques d’'une préparatiotelste poudre de papaine a
différentes valeurs dygau cours de phases d’adsorption et désorptionen ea
(D’aprés Careet al, 2002).
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VII - Exemples de valorisation de l'activité lipolytiqgue du latex de Carica

papayadans des opérations de biofagonnement des corpag
VII - 1 Production de substituts de matiéres grasse de type triacylglycérols
structurés a faibles calories
(Pour un article de revue, sur le theme des sultstde matieres grasses, voiLes deérivés
de lipides acaloriques et bathicaloriques : substits de matieres grasse¥/illeneuve P.,
Lipides et Corps Gras Alimentaires. Ed J. Graillayoisier Paris, 355-377, 2003. Article

référencé n°22.)

Dans la plupart des pays occidentaux, la consoimmakcessive de matieres grasses
demeure un sujet de préoccupation majeur. En efifééyentes enquétes ont montré que si au
cours des derniéres décennies la consommationpaiedi en valeur absolue n’avait pas
significativement augmenté, en revanche le pouagentle calories apportées par ces derniers
S’était trées nettement accru. Ainsi, on estime paemple que dans les populations
d'’Amérique du Nord ce pourcentage atteindrait gésws de I'ordre de 35 a 37% alors que
les nutritionnistes recommandent que cet appooricaie ne soit pas supérieur a 30%. Un tel
exces dans la surconsommation de matiéres grasseSiem entendu directement lieé a
'augmentation de la fréquence de maladies telle®hbgsité, cancers et problemes

cardiovasculaires.

Afin de lutter contre cette surconsommation ligice et retrouver un eéquilibre
alimentaire en accord avec les recommandationsjepits pistes sont envisageables dont la
plus nutritionnellement satisfaisante serait évioemt de travailler a la modification des
habitudes alimentaires des consommateurs. Biencgaederniers soient de plus en plus
sensibles a des notions telles que « bons acidess gratieres grasses saturées, insaturées
acides gras omega 3 », la «rééducation » desuldabitalimentaires s'avere étre une

entreprise longue et difficile en raison du réé&refdemandé.

Enfin, une derniere alternative pour limiter laccansommation de lipides est d’utiliser
des produits pouvant remplacer les matieres grastsdsnt I'apport calorique est minimal,
voire nul. On parle alors de substituts de matigiesses. De tels produits doivent étre en
mesure de remplacer les matiéres grasses usualiesrt conservant leurs principaux réles

fonctionnels (agent de texture, vecteur d’ardmtes,)anais sans en avoir les caractéristiques
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nutritionnelles. Alors que les protéines et carlubshtes apportent environ 4kcal/g , les lipides
en ameénent plus du double avec prés de 9kcal/gc#améquent on attend d’'un produit
potentiellement capable de remplacer la matieresgraque son apport calorique, pour une
méme quantité pondérale consommeée, soit signieent inférieur a celui d’'un corps gras
classique. Ainsi, certains triacylglycérols restanés répondent a ces attentes ; comme par
exemple la Salatrim produite par la société Nabetcqui ne représente que 55% de l'apport
calorique de corps gras classiques (5 kcal/g céhkeal/g). Ce produit est donc qualifié de

substitut de matiéres grasses a faible calorie.

Plus précisément, Salatrim est le nom génériqueedfamille de triglycérides
structurés produits par Nabisco et dont I'appetatorrespond a la contraction Seort and
long chainacid tri acylglycerolmolecules. Les acides gras a chaines courtes psédams ce
substitut sont I'acide acétique et/ou l'acide moigjue et/ou I'acide butyrique. Les acides gras
a chaines longues sont quant a eux issus d'huitgtales totalement hydrogénées telles que
le soja ou le colza. Le produit est commercialispuis 1995 aux Etats-Unis par Cultor Food

Science sous le nom de Benefat.

Les différents types de Salatrim sont obtenus ipéerestérification chimique
randomisée entre des triglycérides homogenes twéstdes acides gras courts mentionnés
ci-dessus et les triglycérides de I'huile végétatalement hydrogénée. Le procédé typique
d'obtention implique donc une réaction catalysée lpaméthoxyde de sodium a des
températures pouvant varier de 100° & 150°C etadeps de réaction allant de 5 minutes a
une heure. Le mélange obtenu correspond donc andiscules triglycéridiques contenant
chacune un ou deux acides gras a chaines coudésq(ee, propionique, butyrique). Par
ailleurs, l'acide gras a chaine longue présermprastipalement l'acide stéarique en raison de
I'nydrogénation compléete des huiles végétales eydpl (soja ou colza). On trouve
également en faible quantité les acides palmitigagchidique et béhénique. Les
fonctionnalités des différents mélanges Salatrimt sgustées en contrdlant leur composition
en acides gras a chaines courtes ainsi que lea@ties gras a chaines courtes/acides gras a

chaines longues.

Par le procédé d'obtention des mélanges Salateux dypes de triglycérides sont
formés. Le premier correspond a un triglycéridetenant deux acides gras a chaine courte et

un a chaine longue et le second a un acide grhaiaeccourte et deux acides gras a chaine
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longue. Ces deux types sont communément appelédrig8icérides (Short Long Long) et

SLL triglycérides (Short Long Long).

En termes d'applications, il est apparu que letamyés de SSL et SLL obtenus
avaient des propriétés physiques tres proches uluebge cacao notamment au niveau de leur
point de fusion toujours compris entre 33 et 38t&l@ue soit le ratio SSL/SLL. De plus, les
différents mélanges Salatrim présentent un centambre d'avantages pour leur utilisation en
tant que substituts de beurre de cacao. En efietaison du fait que les mélanges Salatrim
persistent a garder la forme cristalline alphgHénomene de blanchiment bien connu pour le
chocolat n'est pas observé pour ce substitut.ebtrdonc pas nécessaire de procéder au
tempérage des Salatrim.

Benefat 1 a constitué le premier type de Salat@mmercialisé. Ce produit contient
des chaines stéariques acétiques et propioniquisspar d'acide butyrique. Ses applications
les plus récentes correspondent surtout a la suisti de matiéres grasses dans des biscuits.

A ce jour, l'utilisation de Salatrim n'est autoasgi'aux USA et au Japon et ce depuis 1994.

En raison du comportement catalytique du latexG#gica papayaen réaction
d’interestérification, et plus particulierement fdit que nous ayons démontré la conservation
de sa courte typosélectivité pour ce type de r@actious avons considéré que cette poudre
enzymatique pouvait s’avérer étre un biocatalysgeirchoix pour la synthese de TAG
restructurés équivalents a la Salatrim et permedinsi la mise au point d'un procédé
enzymatique alternatif & la voie chimique utiligésqu’alors.

Ainsi, en opposant en milieu fondu a 60°C de ldude soja completement
hydrogénée a de la tributyrine en présence de A% me poudre de latex préalablement
équilibrée a son activité de I'eau optimale, nousna pu suivre la réaction par des techniques
chromatographiques et montrer ainsi que cette dipggétale était en effet parfaitement
adaptée a la synthese de tels TAG restructurésffBn nous avons pu observer la formation
tres rapide de nouveaux triacylglyceérols de typ& 8L SLL parallelement a la disparition de
substrats initiaux (Figure 12). Aprés 24 heuresédetion, plus de 70% de TAG néoformés
sont obtenus, le type SLS étant majoritaire (408@.plus, nous avons montré qu’il était
possible d’ajuster le ratio des différents typesTé&s formés (SLS et SLL) en fonction du
temps de réaction choisi. Ainsi, suivant la duréelal réaction il est possible d’obtenir de

nombreux mélanges de triacylglycérols restruct@irémibles calories chacun d’entre eux
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caractérisé par sa proportion de SLS et SLL. Enfys avons également montré que la
poudre enzymatique employée pouvait étre recycliéguja huit fois dans le procédé avant

une perte significative d’activité (> 50% de l'aat# initiale).

70 T —&— Tributyrine
—— SSL

60 A
—&—SLL

50 + —>— Soja hydro

_g—n

% molaires

0 20 40 60 80 100 120

Temps de réaction (heures)

Figure 12: Evolution de la composition triglycéridique deréaction d’interestérification
entre de I'huile de soja hydrogénée (Soja hydrda &ibutyrine
(conditions opératoires : Rapport molaire des satsst 1, t°= 60°C, 10 p/p d’enzyme, milieu fon@8L =
Short Short Long TAG ; SLL Short Long Long TAG)

(Cette étude a été l'objet d’'une publication pour article de revue, sur le theme des
substituts de matiéres grasses, vdtarica papaydatex-catalyzed synthesis of structured
triacylglycerols. Foglia T.A., Villeneuve P., J. Am. Oil. Chem. So¢4, 1447-1450, 1997.

Article référencé n°11.)

VII - 2 Production de triacylglycérols restructurés a chaines moyennes
(Cette partie fait I'objet d’'une publication en caude rédaction Selective production of
medium-chain fatty acid esters from triacylglycerot via a papaya lipase-catalyzed
alcoholysis reaction. Application to copra oil bioonversion and medium-chain
triglycerides synthesis.Caro Y, Turon F., Villeneuve P., Pina M, Graille Bur J. Lipid Sci.

Technol, en cours de rédaction. Article non réfééen
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Les triacylglycérols a chaines moyennes (TCM) cemumaux, utilisés en nutrition
thérapeutique, sont synthétisés industriellemeragir des acides caprylique (C8:0) et
caprique (C10:0), isolés dhuile de coprah. Deupety de TCM sont principalement
commercialisés, le plus courant comprenant 60% 8® €t le deuxiéme environ 70% du

méme acide.

L’'obtention de ces TCM se fait en plusieurs étagfemiques successives necessitant
I'utilisation de conditions assez rudes de tempieaet de pression. Dans un premier temps,
une huile de coprah subit une hydrolyse chimiqu®e l{@rs, 250°C). Les acides gras libres
formés sont alors distillés et les acides caprg#get capriques sont isolés et purifiés. Ces
acides gras purs ainsi isolés servent ensuite mitiants de base pour la synthése des TCM
par estérification chimique avec du glycérol. Cefjmthése chimique nécessite aussi un
milieu réactionnel complétement anhydre. La réactlie ré-estérification a lieu sous "vide
partiel* (pression réduite d'environ 20 mm Hg), discontinu, sous agitation, a une
température comprise entre 150 et 230°C. L'eaiélesinée en continu afin d'accroitre le
rendement de synthese. Les catalyseurs chimigsgsus utilisés sont des chlorures d'étain et
de zinc ; mais des catalyseurs plus classiquesiéspar exemple) peuvent aussi étre utilisés.
Apres réaction, les TCM sont récupérés par ditbtaet souvent décolorés par passage sur
terre décolorante pour garantir la conformité awigences pharmaceutiques (normes

européennes).

La nature des acides gras et leur distributionlessquelette triglycéridique régissent,
entre autres, les propriétés rhéologiques et munelles des corps gras. Il est ainsi connu
que les TAG renfermant une forte teneur en acidas g chaines moyennes possedent des
propriétés nutritionnelles particulieres. Ces agigeas conferent a ce type de TAG un fort

potentiel énergétique.

En nutrition thérapeutique, lorsqu’un apport égdgye utilisable rapidement est
nécessaire, comme dans les cas de dénutrition aglintétion, I'emploi des TCM est
pratiguement systématique. Ces TCM présentent dastages de par leur digestibilité,
absorption et métabolisme. Leur hydrolyse intefimst nettement plus rapide que pour les
TAG constitués majoritairement d'acides gras a uesgchaines. Les acides gras issus de
I'hydrolyse de ces TCM traversent facilement la gpaintestinale et sont transportés

directement au foie, ou ils sont trés rapidemertabwisés.
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Les utilisations de ces TCM couvrent diverses iappbns médicales et
nutritionnelles : alimentation des prématurés, fadation des aliments diététiques de I'effort,
traitement de la malabsorption des lipides danschks d’insuffisances pancréatiques et
biliaires, d’atteinte de la paroi intestinale, dadse cystique, de cirrhose, d’anorexie... (Bell
et al, 1997).

En raison du mode actuel de synthese des TCM,ousnest apparu qu'un
biofaconnement sélectif des huiles lauriques aéimétupérer sélectivement les AG a chaines
courtes pour une re-synthése enzymatique de TCknaiait d’'une part d'accroitre le
caractéere "naturel" des produits obtenus et d’'apdmt de simplifier le procédé d’obtention

des TAG restructurés désirés.

Le procédé qgue nous avons alors imaginé est coasté deux étapes :

- Dans un premier temps, desactions d’hydrolyse ou d’alcoolysedu coprah catalysées
par la papaine lipase, sont réalisées pour sébaetnt recupérer le maximum d'AG courts
(£ 10 C). Ces deux corps gras étant riches en AGgeur la positiosn-3 du glycérol, la
papaine lipasen-3 stéréoseélective nous est naturellement appammneoun catalyseur

de choix.

- Dans un second temps, umerestérification enzymatique de 'huile de coprah, déja
riche en TCM sous sa forme native, contre des A@tscest réalisée pour directement

accroitre la proportion en TCM dans l'huile.

Concernant la premiéere étape, en réaction d’hydeplnous avons observé que méme
s'il est possible d’obtenir une libération préfdrelle des acides gras courts, les taux de
lipolyse sont faibles et ne permettent pas d’em@saine extrapolation industrielle a cette
étape. En effet, ce taux de lipolyse n'excéde paslb% et la quantité d’acides gras courts
récupérés en fin d'étape s’avere insuffisante ¢envil2 g d'AG récupérés pour 100 g
d'huile). Concernant la réaction d’alcoolyse daaguetlle les triacylglycérols de coprah
étaient opposés a du butanol, nous avons pu maqieeson rendement était bien meilleur
que celui de la réaction d’hydrolyse. Par ailleunsus avons suivi I'évolution de la

composition molaire en AG (Tableau 1) des proddisla réaction, tels que les esters
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butyliques d'acides gras synthétisés et les acgglys (TAG résiduels, 1,2-DAG, 2-MAG...)
et observé un enrichissement de la fraction ebtésdiques en acides gras courts.

Temps - 1h 4h 8h 24h 72h
AG TAG |Acylg. : Esters| Acylg. : Esters| Acylg. : Esters| Acylg. : Esters| Acylg. : Esters
6:0 06| 04 1,3 | 05 14 | 05 15 | 06 1,6 | 06 1,2
8:0 86| 61 | 408| 42 | 389 | 39 {284 | 25 286 24 | 22,4
10:0 64| 54 1 130| 52 | 128 52 | 116 | 51 | 113| 54 | 91
12:0 479| 575 263| 586/ 248 592 286 585 291 584 31,7
14:0 182 15,35 12,3 14,85 13,3 14,%1 17,2 135,2 16,2 1(5‘),5 18,1
16:0 87| 70| 40| 76! 46| 79 66 83 67 83 90
18:0 25| 221 09| 23i 10| 23 16 32 16 5% 23
18:1 57| 48 | 13| 54i 25| 52 39 66 40 67 54
18:2 14] 131 01| 14 06| 14 o6 18 08 13 ol

Y AGcourts | 156| 11,91 551 | 9,9 | 532 | 96 | 415| 82 | 415 | 84 | 32,7

Rendement de | : : ' '

réaction (%) - 9% 17% 26% 31% 420

Tableau 1 : Compositions molaires des AG dans l'huile de dopiative et dans les produits

de la réaction d'alcoolyse (en bat@yultats exprimés en % molaires par rapport tatiité de 'AG

considéré dans l'huile). Le rendement de la réaagt exprimé en moles d'esters butyliques pourri6les
initiales d'huile (1 mole de TAG donnant 3 molessters).

Nous avons ensuite poursuivi I'étude en évaluantfdisabilité de la réaction
d’alcoolyse a plus grande échelle en travaillamtsdan bioréacteur a lit catalytique fixe dans
lequel le substrat subit plusieurs cycles de t@anshtion successifs. L'évolution de la
composition molaire en AG de la fraction estérifiéiede celle des acylglycérols (TAG
résiduels, 1,2-MAG et 2-MAG) au cours de l'alcoelydu coprah et du butanol, menée en
bioréacteur avec ung, de 0,22, est indiquée en tableau 2. Nous avonsopstater que la
sélectivité diminue avec l'avancement de la réagiigisqu'au fur et a mesure que la synthese

progresse, il reste de moins en moins d'AG cousfsodibles sur la positiosr3.
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Temps - | 0,5h(Cycle 1) 1h(Cycle 2) 1,5h (Cyclg 32h (Cycle 4)
AG TAG | Acylg. : Esters| Acylg. | Esters| Acylg. | Esters| Acylg. : Esters
. AG courts 156 14,3 54,7 | 16,9 478 12,6 39,6 | 11,8 37,6
Y AG saturés
. c12: 47,9) 500 205| 480 250 508 278 50 298
- Cl4acCis: 29,4 26,7 17,6 26,5; 22,1 26,5%3 27,0 265,7 21,2
5 AG insaturés 71| 90} 72| 86) 51| 98 55 113 54
Rendementde | % 8% 1% 21%
réaction (%)

Tableau 2 : Compositions molaires des AG dans I'huile de dopetive et dans les produits

de la réaction d'alcoolyse (en réacteur)

(résultats exprimés en % molaires par rapporttatédité de I'AG considéré dans le corps gras)

De plus, il est apparu que quatre cycles d'unei-tlenre paraissent largement
suffisants pour avoir un bon compromis entre gt@rdiesters butyliques obtenus (prés de
35 g pour 100 g d'huile) et sélectivité de la riéac{toujours prés de 40 mol% d'AG courts
dans les esters contre 15,6 mol% seulement dank ltative). Aprés le quatriéme cycle, la
séparation des esters enrichis en chaines cowrtessté des acylglycérols a été réalisée avec

succes par une distillation moléculaire a coujetra

Apres avoir déterminé que pour la premiere étapeaélction d'alcoolyse était
largement avantageuse en comparaison a la lipolyge avons alors évalué la faisabilité de
la seconde étape du procédé, a savoir I'interéision enzymatique de I'huile de coprah,
déja riche en TCM sous sa forme native par lesebtdyliques a chaines courtes isolés aprées
la premiére étape d’alcoolyse. Les résultats amsahontré qu’un enrichissement sélectif en
TCM dans l'huile interestérifiée était possiblegouie apres 72 heures de réaction environ
61 mol% de TCM sont obtenus dans I'huile modifiersaque I'huile native de coprah n’en
contient que 18 mol%.

Pour conclure, si 'on compare la méthode chimigsigelle a la méthode enzymatique
gue nous proposons pour I'obtention des triacykglgts a chaines moyennes, on constate que
les mémes substrats sont nécessaires, mais géad@on enzymatique mise en ceuvre ne
nécessite pas une élimination finale des catalgseuinéraux, ni l'ajout de glycérol pour

reconstituer les TCM. Par ailleurs, on arrive arésultat quasiment similaire, a savoir une
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huile fortement enrichie en TCM, directement et alégeant fortement le processus
d'obtention.

On se rend compte aisément de tout le potentelpgurraient retirer notamment les
pays du Sud en développant davantage le procéd&ffdndisposant d'un approvisionnement
important en biocatalyseur, ils valoriseraient hasles lauriques en améliorant la valeur
éenergétique de leurs constituants. En d'autresetgriils seraient a méme de créer de
nouveaux marchés pour leur biomasse végétale aogdant en parallele des aliments-santé

(alicaments énergétiques tres en vogue actuellément

Enfin, d'un point de vue économique, en intéglargrix d'achat de I'huile de coprah
(0,76 euro/kg pour 1 tonne) et le prix de revigmpraximatif des AG courts obtenus apres
fractionnement de l'huile (2,28 euros/kg pour Ingnon se rend compte que cela demeure
de surcroit trés en deca du prix actuel des prediits, puisque les TCM se négocient aux

environs de 5 euros/kg.

VIII - Autres sources potentielles de lipases végaes

Les sources de lipases végétales sont bien engartdutiellement trés nombreuses
mais toutes n’apparaissent pas économiguementctate® lorsqu’il s’agit d’évaluer la
faisabilité industrielle d’un procédé dans lequeerviendrait de telles enzymes. Aussi, nous
avons décidé au sein du laboratoire d’orienter rexherches vers de nouvelles sources
d’enzymes lipolytiques végétales en valorisant retieres premieres qui sont soit déja
utilisées au niveau industriel pour d’autres tyjgésctivités enzymatiques, soit issues de
produits trés bon marché ou considérés comme éemtécarts de culture. Seront donc
développés a présent nos travaux sur la broméédiser une plante trés voisine de la papaye

et produite en équateuCérica pentagona

VIII - 1 Etude de l'activité lipolytique de la Brom élaine

La bromélaine fait partie des protéases végéladeglus utilisées au niveau industriel
en méme temps que la papaine et la ficdteug carica). Ses applications sont globalement
identiques a celles de la papaine et I'appellatipneparations de bromélaine » correspond en
fait a une poudre enzymatique issue de I'anaAagsrfascomusuy et contenant différentes
protéases. En raison de sa grande disponibilithi dait que cette poudre enzymatique était
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déja largement utilisée au niveau industriel poes sctivités protéolytiques, il nous est
apparu intéressant de tester, tout comme pourmplaip@, son activité lipolytique.

(Les résultats de ces travaux sont décrits en detiais :Lipase activity and fatty acid
typoselectivities of plant extracts in hydrolysis ad interesterification. Caro Y.,
Villeneuve P., Pina M, Reynes M., Graille J., J. A@il Chem. Soc., 7,7349-354, 2000.

Article référencé n°14.)

Dans un premier temps, nous avons donc évaluéastwité en hydrolyse sur de
nombreux TAG homogénes et huiles végétales et canipa résultats obtenus a ceux de la
papaine brute et d’'un autre latex extrait d'unentglaméditerranéenne laticifere de type
Euphorbia characiasDans les conditions d’hydrolyses optimales, lmgérature optimale
d’activité catalytique pour la bromélaine se situ®0°C. Cependant, en comparaison aux
deux autres latex nous avons pu constater que pettdre enzymatique présentait une tres

faible activité lipasique (Tableau 3).

Activité lipasique (1.U./qg)

Latex deE. characias Bromélaine brute Papaine brute

Tributyrine 3500* (=10295**) 64+ 3 (4.7% 1590+ 33
Tricaproine 950* (=2795**) 45+ 3 (6.7%) 1350+ 29
Tricapryline 835* (=2456**) 51+ 3 (5.9%} 1080+ 25
Tricaprine 470* (=1382**) 41+ 3 (7.3%§ 1050+ 27 (2)
TAG de coprah 220* (=647*) 42+ 3 (7.1%§ 590+ 18
Trioleine 44% (=129**) 42 + 4 (9.5%] 55+ 4 (7.2%]
TAGs d'olive 34* (=100%**) 42 + 3 (7.1% 68+ 5 (7.3%]
TAGs de tournesol 48* (=141*) 49+ 4 (8.2%§ 56+ 4 (7.1%]
TAGs de lin 27 (=79*) 632 4 (6.3% 52+ 5 (9.6%)

Les activités sont exprimées en IU/g de prépardiiae (ou *IU/mL de latex frais ; ou* 1U/g de kat
séché). Une I.U. correspond a 1umol d’acides goasds en une minute.

Tableau 3 : Typosélectivités des lipasediphorbia characiagt

des préparations brutes de bromélaine et papaine.

Par ailleurs, nous avons pu également mettre éterse une tres forte courte
typosélectivité du latex &uphorbia characiasL’étude a ensuite été poursuivie en testant
I'activité acyltransférasique de la bromélaine ddes réactions d’interestérification entre la
tributyrine et divers triacylglycérols homogénegslLrésultats ont montré que la bromélaine

n’exprimait absolument aucune activité en intergstation.

58



Ces résultats sont apparus comme étant en coitbpadavec ceux obtenus par
Mukherjee and Kiewitt (1998) lesquels ont décris déactions d’estérification, entre le
butanol et des acides gras, biocatalysées par i@panation de bromélaine. C’est pourquoi
nous avons donc poursuivi nos travaux de caraat@nmsdes activités enzymatiques de cette
poudre végétale. Dans le cadre d’'une étude mené€graet al (2001) et a laquelle je n’ai
pas directement participé, le laboratoire de Liplotée a tenté de déterminer les conditions
optimales d’utilisation de cette enzyme pour eryésason utilisation dans des opérations du
biofaconnement des corps gras. Cette étude a pdemsontrer que I'activité apparente de la
bromélaine en estérification du butanol et d’acigess n’était pas due a une réelle activité
lipasique mais plutdt a une catalyse thermique talian dans les conditions opératoires
choisies. De plus, l'influence de I'état d’hydravat de 'enzyme a été évalué en tracant les
isothermes de sorption de ce biocatalyseur. Lagtags ont indiqué que quel que soit son état

d’hydratation la préparation de bromélaine ne prigspas d’activité lipolytique.

VIII - 2 Etude de l'activité lipolytique du babaco (Carica pentagonj
(Les résultats de ces travaux sont décrits en dethaihs Lipase activity in alcoholysis and
esterification reactions of crude latex from babaco fruit (Carica pentagona
Dhuique-Mayer C., Villarreal L., Caro Y., Ruales Villeneuve P., Pina M., Oléagineux,
Corps gras, Lipides, 1@32-234, 2003. Article référencé n°23.)

Pour clore cette partie sur les applications dgmsés végétales dans le
biofaconnement des corps gras, on peut mentiomsetrdvaux que nous avons récemment
menés en collaboration avec nos collegues de kEddblytechnique de Quito sur la
valorisation du latex de babaco. Ce frutatica pentagonaHeilborn) est une papaye de
montagne originaire d’Equateur dont la productionc@nsidérablement augmenté ces
dernieres années. Ce développement peut s’explmprenne culture peu contraignante, des
rendements de production trés élevés et des casficiges organoleptiques appréciées par
les consommateurs. Néanmoins, la saturation duh@ate manque de connaissance sur le
produit ainsi que la mauvaise organisation delieré génere une surproduction du fruit. Par
conséquent, une valorisation alternative du balzgo@arait indispensable. Appartenant a la
famille desCariceae le babaco produit un latex qui a des caractgies trés voisines de
celui de la papaye. Nous avons donc initie un @nogne de recherche pour évaluer les
activités enzymatiques potentielles de ce latexléerminer si ces derniéres peuvent étre

valorisées au méme titre que celles du lateKaléca papaya
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Ainsi, les deux latex ont été comparés en progmlijpolyse et interestérification. Les
résultats ont notamment montré que le latexCdgica pentagongprésentait des activités
protéolytiques et lipolytiques équivalentes a cetleCarica papaya. En transferts d’acyle,

il semblerait méme que le latex de babaco ait gtieii@ plus probante que celle de la papaye
(Tableau 4).

TAG néoformés (% molaires)

Interestérification
Enzyme prep.

8h 24h 48h 72h  Unités (IU mg*)°
(latex bruts)
Carica pentagona 43.4 69.6 74.8 75.2 0.77
Carica papayal 19.5 37.3 54.9 56.3 0.34
Carica papaya2 16.8 44.3 61.9 62.4 0.28

? Relative standard deviation < 2%

® Les activités d'interestérification sont déterngiadar GC en quantifiant au cours du temps les TAG
néoformés. Ces activités sont exprimées en uniémlés d'interestérification (IU) par mg de
préparation enzymatique. Une U correspond a uimeomiole de TAG néoformés par heure.

Tableau 4 : Activités acyltransférasiques du latex brut @arica pentagonacomparées a

celles de deux préparations commerciales de pap@imeitions réactionnelles: quantités

équimolaires de trilaurine et tricaprine, t°= 5010,w/w % d’enzyme, solvant : hexane).

Nous continuons actuellement cette étude pour xn@uwactériser ses activités de
transferts d’acyles mais on peut d’ores et déjaick@ner que ce latex de babaco présente un
potentiel prometteur pour étre utilisé en biofagegment des lipides. A ce titre, les premiers
résultats d’'une étude de faisabilité pour la sysehde TAG restructurés enrichis en acides
gras essentiels feront I'objet d’une prochaine jgaltibn en cours de rédaction.

(Application of Babaco (Carica pentagonalatex lipase for enzymatic lipid modification.
Villarreal L., Xu X., Li D., Dhuique-Mayer C., Ruas J., Pina M., Villeneuve P., Eur J. Lipid

Sci. Technol, en cours de rédaction.)

IX - Conclusion

Le biofagonnement des corps gras s’est dévelagsé&apidement. Il y a a peine plus
de quinze ans, la mise en ceuvre de lipases pouffienokts corps gras pouvait étre
considérée presque comme utopique : pourtant @&@stnu une réalité industrielle. Il apparait

en effet que les enzymes lipolytiques présentenha®breux avantages par rapport aux
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catalyseurs classiques parmi lesquels on peut leitéait qu’elles sont utilisables dans des
conditions de températures et pressions doucesretettent ainsi de minimiser la formation
de produits secondaires. Cependant, leur proptétplus remarquable réside dans leur
spécificité d’action qui permet daccéder a de m@ux produits aux propriétés
nutritionnelles et/ou rhéologiques bien cibléesesLle cas par exemple des triacylglycérols
restructurés dont la composition et la distribugonacides gras sont parfaitement définies.

De nombreux progres ont récemment été réalisés qaactériser ces spécificités
d’action, comprendre les mécanismes d’action dipddyse enzymatique et permettre ainsi le
choix du biocatalyseur adéquat pour le biofaconmemecherché. De plus, les outils de la
biologie moléculaire ainsi que les techniqgues denditmnnement des enzymes
(immobilisation) ont permis de produire des biobataurs aux propriétés catalytiques
ameéliorées (activité, spécificité, thermostabilitBpacité au recyclage, etc...) et favoriser

ainsi leur utilisation a plus grande échelle queatu laboratoire.

Jusqu’a présent, I'immense majorité des lipasiisads est d’origine microbienne ou
animale et plus de 90% des publications sciengfsgactuelles couvrant le biofagconnement
des corps gras portent sur la mise en ceuvre ks mhzymes. Les lipases végétales sont
guant a elles beaucoup moins étudiées. Pourtamiigon de leur codt largement inférieur et
de leur grande disponibilité, ces enzymes peuvert @nsidérées comme une alternative
prometteuse a l'usage des lipases microbiennespdeticulier, nous avons vu dans ce
chapitre gu'une meilleure connaissance des adiViffasiques de poudres végétales déja
utilisées a grande échelle pour d’'autres typegtiditEs enzymatiques pouvaient permettre de
trouver de nouveaux débouchés a ces matériaux ldathiemaine de la bioconversion des
lipides. Le meilleur exemple illustrant cette apti reste celui du latex dearica papaya
exploité depuis plus d’'un demi-sieécle pour son vééti protéolytique. Nos travaux ont
confirmé que ce latex exprimait également une aétipasique caractérisée par une f@nd
stéréospécificité associée a une courte typosélectiant en hydrolyse qu’en transferts
d’acyles et que ce comportement pouvait étre \&@ogour la production de triglycérides
restructurés a haute valeur ajoutée tels que suisstie matieres grasses a faibles calories ou

triacylglycérols a chaines moyennes aux proprigi@sapeutiques tres recherchées.
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Ces premiers travaux ont ouvert la voie a I'éta@enouvelles sources de lipases
végétales dans le but d'utiliser ces matiéres pFamiafin de mettre au point des procédés
enzymatiques économiquement concurrentiels parorg@pceux déja existants et qui font
appel a des biocatalyseurs d’origine microbienne télle perspective est tres encourageante
notamment pour les Pays du Sud. On peut en effggimar que ces derniers soient alors en
mesure de finaliser des procédés dans lesquelsideatblyseur lipasique employé
corresponde a une poudre enzymatique végétale isaite de ce méme pays et jusqu’alors
sous-exploitée et dont le potentiel catalytiqueofese ainsi la production de matieres grasses
restructurées spécifiquement adaptées aux probgmeatnutritionnelles que connaissent ces
pays. De méme, le positionnement de cette soug@&talé en tant que nouveau biocatalyseur
lipasique susceptible d’étre employé dans le barfagment des corps gras pourrait permettre
méme, pourquoi pas, a ces pays de conquérir dessueir« le marché des enzymes » dans les
pays occidentaux. Pour mémoire, rappelons que aehéaeprésente a I'heure actuelle

presque deux milliards d’euros par an.
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CHAPITRE 3
SYNTHESE DES ACTIVITES DE RECHERCHE
LIPOPHILISATION ENZYMATIQUE DE BIOMOLECULES

| - Introduction

On qualifie de «lipophilisation enzymatique » tiligation de biocatalyseurs (en
général des lipases) pour permettre de greffedssitbiomolécules hydrophiles des synthons
lipophiles de types acides gras ou alcools gras.tdlmprocédé permet alors d’obtenir de
nouvelles molécules dont les propriétés biologiqoesvent en théorie étre améliorées par
rapport a la biomolécule initiale en raison d’'unedification de ses propriétés physico-
chimiques induite par le greffage de la chaine sgrag\insi par exemple, une molécule
hydrosoluble exprimant une activité anti-oxydangerait cet effet significativement modifié
aprés la lipophilisation. En effet, cette derni@anférerait a la molécule des propriétés
amphiphiles lesquelles lui permettraient de seliemaa l'interface dans le cas de milieux
émulsionnés et ainsi optimiser la protection dehase lipidigue contre I'oxydation alors
gu’'un anti-oxydant totalement hydrophile serait umip moins efficace dans de telles

conditions.

Ce procédé de lipophilisation peut étre appliqudiféierents types de molécules et
macromolécules de types acides aminés, peptided¢imes ou encore sucres, acides
phénoliques ou polyphénols. La encore, I'avantagd’wtilisation d’enzymes en tant que
biocatalyseurs réside dans le fait que la catatyssymatique permet d’effectuer alors cette
réaction dans des conditions douces de tempéretale pression, et si possible sans ajout de
solvant. A titre de comparaison, on peut citeri@philisation chimique des protéines qui
s'effectue généralement dans les conditions dédation de Schotten-Bauman en utilisant
des chlorures d’acides en milieu acide alors gquipdghilisation enzymatique de ces mémes
macromolécules s’effectue directement a partir @algdes gras et sans ajout de catalyseur
acide.

Les esters de sucres constituent a I'heure aetlesdl molécules lipophilisées les plus

largement produites. lls sont obtenus par greftiigeides gras sur différents types de sucres

et trouvent leurs applications en tant gu’émulsiSaprincipalement dans les industries

63



agroalimentaires et cosmétiques. De plus, des igtéprantibactériennes, anti-tumorales et
insecticides leur ont été attribuées (Lastgal, 2000). Ces esters de sucres sont obtenus a
I'aide de lipases mais également de protéaseyaisitiases. En fonction de la longueur de la
chaine aliphatique greffée sur le sucre, I'estesulre correspondant présente des propriétés

variées qui sont fonction de son HLB (Hydrophilipdaphilic Balance) (Tableau 5).

HLB Propriétés

1,5-3 Anti-moussant

3-6 | Emulsifiant eau/huilg

7-9 Agent moussant

8-13 | Emulsifiant Huile/eal

13-15 Détergent
15-20 Agent solubilisant

Tableau 5: Propriétés de surface des esters de sucre ernoioniet leur HLB

Outre les esters de sucres, de nombreuses autiésutes lipophilisées peuvent étre
obtenues par voie enzymatique. Depuis plus demsxla laboratoire de Lipotechnie a étudié
la synthése biocatalysée de telles molécules eticgaar des esters ou éthers de sucres
(Guillardeauet al.,1992Chahidet al, 1994, Redmanat al, 1997 ), des amides gras (Montet
et al, 1990)ou encore des protéines ou hydrolysats oleipes lipophilisées (Rousse al,
1997).

Pour ma part, apres mon travail de these, j'di@pé activement a la synthése de tels
produits en particulier des amides gras dans leecdéd collaborations menées avec des
partenaires industriels des secteurs cosmeétiqugshaimaceutiques. Pour des raisons de
confidentialité encore en cours, on comprendra cpgetravaux ne peuvent pas étre décrits
dans ce présent mémoire. Seules seront présentdes études réalisées récemment sur la
lipophilisation d’acides phénoliques (estérificatides acides chlorogéniques), de dérivés
d’acides aminés (esters gras d’acide pyroglutamigude dérivés de sucres (sucres acides de

type quinique et glucuronique).
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Il - Stratégies de synthése pour la lipophilisatiorenzymatique de molécules
hydrophiles

La principale difficulté & surmonter dans ce tgfgeréaction réside dans le fait qu'il
faut faire interagir par lintermédiaire du biodgteur deux substrats de polarités tres
différentes. Plusieurs parametres cruciaux sontsato prendre en considération afin de
permettre une synthese avec des cinétiques réaeties et des rendements satisfaisants.
Bien entendu, la stratégie la plus intéressanteespond a I'estérification directe en milieu
fondu. Cependant, le plus souvent, une telle réaatiest pas satisfaisante ; car le contact
entre les deux substrats n’étant pas optimal, @erele alors que la formation du produit

lipophilisé s’avere beaucoup trop lente pour ergésaine extrapolation a plus grande échelle.

Quand opérer en milieu fondu n'est pas possildecHoix du solvant est d'une
importance majeure. En effet, ce dernier ne dog eeercer un effet «inactivant » pour
'enzyme tout en permettant une bonne interactimneeles deux substrats. En général, les
solvants ayant une valeur log P>3 (log P =coefficde partition d’'un solvant entre eau et
octanol) sont trés utilisés dans le cadre du baxfagment des corps gras. C’est en patrticulier
le cas de I'hexane et de I'heptane. Cependantieesers ne sont pas adaptés lorsqu’il s’agit
de réactions dans lesquelles deux substrats deitgsl@&rés différentes sont impliqués. En
effet, la solubilité dans ces solvants de substraés polaires est trés faible ou nulle. Par
conséquent, des solvants présentant une valeur PLogférieure doivent étre employés
(Tableau 6). C’est le cas par exemple de 'acéitaidu tert-butanol, du 2-methyl 2-butanol,
de I'éthyl méthyl cétone. Puisqu’un bon contacteiids deux substrats doit étre assuré, c’est
souvent des solvants de polarité intermédiairesgut choisis, ce qui est le cas des alcools
tertiaires qui se trouvent étre d’excellents solsgrour ce type de réaction. lls sont en effet
pratiguement inertes pour I'enzyme puisque auctet dé dénaturation du biocatalyseur n’est
observé, et, de plus, en général, leur éliminatioriin de réaction pose peu de probleme. En
outre, il est bon de noter que, contrairement dosoés secondaires, les alcools tertiaires ne
sont pas reconnus comme substrats par les lipasgsi permet d’éviter ainsi toute réaction
secondaire. Enfin, il est évident que le solvamisime doit pas étre toxique. A ce titre, il est
rassurant de constater que la pyridine souvent eriseeuvre dans les premiéres publications
décrivant I'utilisation de lipases en milieu orggme n'est pratiguement plus utilisée
actuellement (Therisod et Klibanov, 1986 ; Mutuédkbh, 1993).
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Solvant Log P Solvant Log P
n-heptane +4.00 Tétrahydrofurang  + 0|49
n-hexane + 3.5( Acétone -0.36
Toluene + 2.50 Acétonitrile - 0.3p
Benzene +2.00 Ethyl méthyl cétope -0.80
2-méthyl 2-butanol + 1.30 Diméthylformamige -1.00
Tert butanol + 0.83 Dioxane - 1.0
Pyridine +0.71) Diméthylsulfoxide| -1.30

Tableau 6: Valeurs Log P de différents solvants utiliséeséattions biocatalysées

Un autre parameétre important a considérer pouremen bien une réaction de
lipophilisation biocatalysée concerne le choix’dazyme elle-méme et son conditionnement.
Différentes techniques d’'immobilisation, de modifion chimigue ou de génie génétique ont
permis durant ces dix dernieres années daméli@mnsidérablement les propriétés
catalytiques des diverses lipases disponibles sumarche, et notamment en termes de
stabilité¢ (pH et température), d'activite, de spéites et d’aptitude au recyclage. De
nombreux supports internes sont désormais dispEipbur immobiliser les enzymes et
obtenir ainsi des biocatalyseurs bien plus perfotma&t plus aisés a mettre en oeuvre que
I'enzyme initiale non immobilisée. Par ailleursuscavons vu dans le chapitre précédent que
le parametre « clé » a considérer en biocatalyseerne I'activité thermodynamique de I'eau
(aw) du biocatalyseur que I'on souhaite employer. Aiflsest primordial de bien maitriser
I'influence de ce parametre sur I'enzyme sélectimnafin de déterminer s@y optimale de
maniere a garantir son activité catalytique optenat obtenir le produit désiré avec des
rendements et des cinétiques réactionnelles oganiBour la majorité des lipasesg,l’
optimale se situe entre 0.25 et 0.45 (Wehtje, derdeutz, 1997). Par ailleurs, nous avons
également insisté dans le chapitre précédent staitleu’il était trés important de tracer
I'isotherme de sorption d’un biocatalyseur comnoai’montré Caret al (2002) lors de leur

étude sur le latex dearica papaya

Ceci étant, beaucoup d’autres parameétres inflienégalement directement les
rendements et cinétiques de lipophilisation. Puasigls réactions catalysées par les enzymes
sont réversibles, il est souvent avantageux d'essdg déplacer I'équilibre de la réaction vers

la synthese du produit a obtenir. Pour cela, plusistratégies peuvent étre mises en ceuvre.

- En premier lieu, il est souvent avantageux de tlavaavec un large excés molaire

d’'un des deux substrats. Dans de telles condititnsgaction d’estérification est
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favorisée au détriment de la réaction inverse coaote d’hydrolyse qui se trouve
alors limitée. En général, c’est le substrat ligick qui est utilisé en excés par rapport

au substrat hydrophile.

La nature du donneur d’'acyle influence égalemesffitacité de la réaction. A titre
d’exemple, l'utilisation d’acides gras libres entédication directe conduit a la
formation concomitante de molécules d’eau qui daiv@&re éliminées en continu de
maniere a permettre le déplacement de I'équililaresde sens de la synthése et éviter
ainsi toute hydrolyse compétitive a partir du piibdlestérification formé. Le plus
souvent, d’autres donneurs d'acyles de type d'esteéthyliques, éthyliques ou
vinyliques sont utilisés. Concernant les esterwgligues et éthyliques, la réaction est
alors une transestérification au cours de laqudlienéthanol ou de I'éthanol sont
respectivement formés. Ces derniers sont tres efaeiit éliminés du milieu
réactionnel, et I'équilibre s’en trouve donc déglaans le sens de la synthese. Le cas
des esters vinyligues comme donneurs d’acyles asicplier et trés intéressant. En
raison d’'un effet de tautomérisation, I'alcool ique formé apres greffage de la
chaine grasse sur le substrat hydrophile est ato¥gersiblement transformé en
acétaldéhyde, lequel compte tenu de son trés fadite d’ébullition est alors éliminé
en continu du milieu réactionnel. L’équilibre estsatres efficacement déplace vers la
synthese alors que la réaction inverse s’avere ssiple en raison de la disparition
(sous forme d’acétaldéhyde) de l'alcool vinyliquenfié. Ainsi les esters vinyliques
s’averent étre d’excellents donneurs d’acyles trélisés en biocatalyse (pour une
revue sur les autres types de donneurs d’acykgeirsibles voir Faber et Riva, 1992).
Cependant, notons que l'utilisation d’esters vigyis n’est pas adaptée a toutes les
enzymes, car certaines études ont montré que pesel pouvaient parfois étre
désactivées par lI'acétaldéhyde par des mécanisnm@gjuant la formation de bases
de Schiff (Webeet al, 1995).

D’autres stratégies impliqguent la modification mique préalable du substrat

hydrophile de maniére a abaisser son hydrophiletitévoriser ainsi sa solubilisation dans le

solvant choisi ainsi que son contact avec le donkécyle lipophile. Plusieurs types de

modification sont décrits dans la Littérature lagart d’entre eux concernant la synthése

d’esters de sucres (Lameg al, 2000). La plus commune consiste en l'alkylawéliminaire

du composé hydrophile pour former alors des liagsthers. A titre d’exemple des dérivés de
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sucres alkylés par des groupements méthyliquegligiths , n-propyliques ou butyliques se
sont avérés étre d’excellents substrats pour [Essdis afin de permettre une production
efficace d’esters gras de sucres méme si ce typgrdegie requiert une étape finale de
déprotection des sucres par voie chimique (Bjogdinal. 1989, Bousquett al, 1999). Des
groupements protecteurs de type isopropylidenezyhieiene ou cyclohexylidene sont
également souvent employés pour « hydrophober sulestrat polaire. De nombreuses
publications sont disponibles dans la Littératmaiquant que de tels substrats sont acylés par
un synthon lipophile puis finalement déprotégés ges méthodes chimiques classiques
(Sarney,et al, 1994 ; Gaoet al, 1999 ; Gridleyet al, 1998). Enfin, une autre stratégie de
modification préliminaire du substrat hydrophilerrespond a sa complexation avec les
acides organo boroniques. Ces composés sont cpauugormer des complexes boronates
avec les diols ou les sucres ce qui entraine ugmeantation de leur solubilité dans le solvant
choisi. Cependant, I'acide boronique peut parftie én inhibiteur de I'enzyme sélectionnée
ce qui limite I'intérét d’une telle approche (Stafket al, 1992 ; Castillet al, 1994).

Enfin, d’autres parametres peuvent égalementantiar I'efficacité de la réaction. La
maitrise des conditions expérimentales telles gowératures, pression, rapports pondéraux
enzymes/substrats, type de bioréacteur est égafetresn importante. Pour conclure ce
paragraphe et afin de visualiser une approche gpbensemble des parametres clé régissant

I'efficacité d’une réaction de lipophilisation e@gsumé en figure 13.
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SOLVANT
¢ Polarité
¢ Inertie vis a vis de I'enzyme
¢ Non toxique
¢ Facilement éliminab

SUBSTRA
T

¢ Non
modifié

ENZYMES DONNEUR D’ACYLE

¢ Origine PARAMETRES CLE ¢ Longueur de chaine
¢ Libre ¢ Degré d’insaturation
¢ Immobilisée

REACTION
¢ Estérification directe
CONDITIONS EXPERIMENTALES ¢ Transestérification

¢ Ratio molaires des substrats ¢ Interestérificatio
¢ Température
¢ Vitesse d'agitation
¢ a, de 'enzyme et isotherme de sorption
¢ Concentration en enzyme

PROCEDE
¢ Batch

¢ Lit catalytique

Figure 13: Les différents parametres clés a considérer msurdactions de lipophilisations enzymatiques



lll - Lipophilisation enzymatique de dérivés de suces: exemple de la

synthése d’esters gras d’'acides quinique et glucunaue

(Le travail décrit ici a fait I'objet d’'un article Lipase-catalyzed synthesis of quinate and
glucuronate fatty esters.Villeneuve P., Hills G., Bachain P., Pina M., Cafqg Barea B.,
Grining B., Guyot B., Graille J., Eur. J. Lipid Sdiechnol.,_104394-401, 2002. Article

référencé n°19.)

Le laboratoire de Lipotechnie a beaucoup étudié proceédés de synthese
biocatalysées d’esters gras de carbohydrates edksment dans le cadre de collaborations
avec des partenaires privés des secteurs agroddiimesnet cosmétiques. Divers esters de
mono et disaccharides ont été ainsi obtenus avecreledements satisfaisants. A titre
d’exemple, sont décrites ici les syntheses d’estaddes quiniques et glucuroniques que j'ai

mises au point durant un partenariat de six maes aw industriel européen.

Au début de ces travaux, les publications déctivastérification enzymatique de
sucres acides par des alcools gras étaient rar@snetre connaissance, seule I'équipe de
Rolff Schmidt en Allemagne avait publié sur le swga décrivant I'estérification de I'acide
glucuronique et de l'acide ascorbique (Ot al, 1998). Cependant, les conditions
expérimentales décrites par cette équipe ne nouispEs apparues satisfaisantes car nous
souhaitions privilégier I'estérification directe dacides quiniques et glucuroniques par les
alcools gras (octanol, dodécanol et hexadecand) possible en milieu fondu (Figure 14,
stratégie 1).

Trés vite, il s’est avéré que la réaction sansastl n'était pas appropriée car les
cinétiques réactionnelles étaient beaucoup tropesepour espérer un développement du
procédé a I'échelle industrielle. Nous avons doodépnotre choix sur l'utilisation du 2-
methyl 2-butanol en tant que solvant en s’appugantes résultats précédents obtenus dans
le cas de la lipophilisation d’extraits phénoliquiescafé vert. Différentes enzymes ont alors
été testées apres avoir été préalablement égeiilirdeurs @optimales. Nous avons constaté
que, la encore, la réaction d’estérification dieectétait pas satisfaisante en terme de
cinétique méme lorsque celle-ci était effectuéengiieu solvant. En effet, apres plusieurs
jours de réaction, la formation de dodécyl quirme exemple n’excédait pas les 20% quelle
gue soit I'enzyme utilisée. Parmi les différentedaitalyseurs testés, la lipase @andida

antarctica B(commercialisée sous forme immobilisée par la $éddovo-Nordisk sous le
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nom de Novozyme 435) s’'est révélée étre de loimplis efficace, en permettant une
formation de l'ester désiré avec un rendement dedideé de 55% (mais aprés 30 jours de

réaction !). Cette enzyme a donc été sélectiopoéela suite de I'étude.

COOH COOH(CH2)NCH;
HO HO
o) : 0
+ CH3(CH)NOH —=P2%€ o +Hz0
HO OH Solvant, +=60°C HO OH

OH

Acide glucuronique

Stratégie 1: Estérification directe : exemple de |'acide glucuronique

COOH COOCH; COOH(CHz)nCH3
HO o HO HO
Méthanol 0 Lipase Candida am‘a/"cf/'ca> o + CH30H
Catalyse acide Alcool gras
HO OH HO OH HO OH
OH OH OH

Stratégie 2 : Réaction en deux étapes viala synthese de méthyl glucuronate

Figure 14 : Stratégies étudiées pour la synthese d’estersdgrascres acides

Différents parametres ont ensuite été évalués tartsut d’améliorer de maniere
significative les cinétiques de réaction. A ceetitfétude de l'influence du solvant a montré
que le 2-méthyl 2-butanol restait le meilleur chetxconduisait a de meilleurs résultats que
I'acétonitrile ou I'acétone. De plus, nous avonalément montré que 'augmentation du ratio
molaire alcool gras/sucre acide ou celle de la eptration en substrats ne résultait pas en une

amélioration importante de la cinétique réactiolenel

Ainsi, bien que l'estérification directe des aadglucuronique et quinique par des
alcools gras soit apparue possible, nous avonopstater que la lenteur excessive de cette
réaction ne permettait pas d’envisager son dévelmppt a une plus grande échelle que celle
du laboratoire. Il est trés probable que le factienitant de cette stratégie résulte en fait de la
tres faible solubilité du sucre acide dans le miliéactionnel sélectionné. Par conséquent,
nous avons étudié une nouvelle stratégie dans llaglee sucre acide est au préalable
transformé par voie chimigue en son ester méthglidgi maniére a utiliser ce dernier en tant

gue substrat dans une réaction d’alcoolyse biogaal(Figure 14, Stratégie 2).
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La synthése chimiqgue des méthyl quinate et glumatm a été réalisée avec des

rendements quantitatifs en employant en tant qu&ys&ur une résine échangeuse d’ions
fortement acides.

Ce substrat, parfaitement soluble & 60°C dansnethyl 2-butanol, a ensuite été mis
en ceuvre dans la réaction d’alcoolyse biocatalpséda lipase d€andida antarcticaNous
avons alors montré que la stratégie N°2 s’avéran Iplus avantageuse que I'estérification
directe car la réaction d’alcoolyse présentait detiques réactionnelles beaucoup plus
rapides tout en donnant de meilleurs rendemensymtbese (Figure 15).
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Figure 15 : Comparaison des cinétiques réactionnelles deétiéisation directe de I'acide

quinique @) et de l'alcoolyse du méthyl quinat®]. (Conditions: ratio molaire carbohydrate ou
ester/alcool 1:6, solvant = 2 méthyl-2-butanol,yene =Novozym435, T = 60°C).

Par ailleurs, nous avons également évalué linfteede la longueur de chaines de
I'alcool gars mis en ceuvre dans la réaction d’digg® Nous avons pu ainsi montrer que si
'octanol et le dodécanol avait un comportementbglement similaire la réaction avec

I'hnexadécanol était bien plus lente avec un rendeiméérieur d’environ 30%.

Enfin, pour clore cette étude, nous avons choisi @bmparer le procédé

chimio-enzymatique décrit précédemment a celuieestnent chimique dans lequel I'étape
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d’alcoolyse ne serait plus catalysée par une lipagis par un catalyseur chimique classique
de type résine échangeuse d’ions. (Pour cette aaispa, il est bon de noter que les
alcoolyses catalysées par les résines n'ont paétngueffectuées en utilisant le 2-méthyl
2-butanol comme solvant puisque dans ce cas ute fooduction gazeuse a été observée,
résultant probablement de la déshydratation duasblpar la résine conduisant a la formation

d’isobutyléne. Ainsi, c’est I'acétonitrile qui aé&¢mployé pour toute catalyse chimique)

Les résultats ont montré que I'utilisation de mési pouvait apparaitre avantageuse par
rapport a la catalyse enzymatique puisque danadeale la résine Amberlite IR120H, plus de
80% du produit désiré était obtenu aprés 24h ddioga(Figure 16).
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Figure 16 : Comparaison des réaction d’alcoolyse du méthylatei par le dodécanol

catalysée par la lipas®(), par la résin®owex™) ou par la résinAmberlite(A)
(Conditions : ratio molaire ester/alcool 1:6, soltiva2-méthyl-2-butanol pour la réaction biocatélys

acétonitrile pour les réaction catalysées pardsmes, catalyseur = 10 % p/P, T = 60 C)

En conclusion, cet exemple concernant la prodnatiesters gras de sucres acides
montre bien que méme si le procédé d’estérificatiorcte en milieu fondu est «sur le
papier » le plus économiquement attractif, bierveaticette stratégie ne peut étre appliquée.
En effet, méme si les esters désirés ont pu éttenob par cette approche, les cinétiques
réactionnelles sont prohibitives pour envisager apglication a plus grande échelle. Nous

avons pu ainsi montrer que méme si cela implique étape de synthése supplémentaire, la
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modification chimique préalable du substrat hydilgppermet d’améliorer significativement

sa solubilité dans le solvant choisi et ainsi fésarla catalyse enzymatique.

De plus, cet exemple illustre bien la compétiéivqui peut exister entre procédeés
enzymatiques et procédé chimique lorsqu’il s'agiindisager un développement a I'échelle
industrielle. En effet, cet exemple montre que clslyseurs chimiques classiques peuvent
permettre d’obtenir les mémes produits et avecaetiques plus rapides. Deés lors, aux yeux
d’un industriel, un procédé enzymatique (impliguaatessairement la mise en ceuvre d’un
biocatalyseur relativement colteux par rapport @axalyseurs chimiques) n’apparaitra
avantageux que si, d'une part, la stabilité de zieme, sa capacité a étre recyclée et
manipulée sont satisfaisantes et si, d’autre jgartnéme industriel souhaite revendiquer la
mise en ceuvre d'un procédé enzymatique « vertaragsant comme respectueux de

I'environnement.

IV - Lipophilisation enzymatique de dérivés d’acids aminés : exemple de la

synthese d’esters gras d'acide pyroglutamique

(Le travail décrit ici a fait 'objet de deux artes : Synthesis of pyroglutamic acid fatty
esters through lipase-catalyzed esterification wittmedium chains alcohold/illeneuve P.,
Barea B., Sarrazin P., Davrieux F., Boulanger RuoCY., Figueroa-Espinoza M., Pina M.,
Graille J., Enz. Microb. Technol., 339-84, 2003. Article référencé n°21.

Toward the synthesis of pyroglutamate O-lauroyl esrs: Biocatalysis versus chemical
catalysis. Villeneuve P., Barea B., Barouh N.,Turon F., FigzeEspinoza M., Piombo G.,

Dhuigue-Mayer C., Pina M., Biotech. Lett., Accepigticle référencé n°24.)

Le laboratoire de Lipotechnie a mené pendant gqiesi@nnées des travaux portant sur
la synthése biocatalysée d’amides gras par greffageédes gras a chaines moyennes sur des
acides aminés de type lysine, glycine, acides tigparet glutamique. Les produits obtenus
étaient principalement destinés a la formulatiorciames cosmétiques. Pour des raisons de
confidentialité, il n'est pas possible de décriransl ce document I'ensemble de études
auxquelles jai participé sur le theme de la lipdpation enzymatique d’acides aminés.
Aussi, seul sera détaillé ici I'exemple de la systh enzymatique d'esters gras d’acide
pyroglutamique.
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L’acide pyroglutamique ou acide 2-pyrrolidone-Sbmxylique, est un dérivé d’acide
aminé correspondant a la condensation du groupeoaghbxylique en omega de I'acide
aspartique sur son groupement amine. Ce produibddensation se trouve par conséquent a
I'extrémité N-terminale de peptides ou des proteiaedonc sa teneur dans les aliments est
moins importante que celle des autres acides amilassiques. Cependant, en tant que
produit commercialement disponible et facilemewidpiit par chauffage de I'acide aspartique,
'acide pyroglutamique a un grand intérét commectiéahiral pour la synthese d’agents
thérapeutiques (Let al, 1997, Baldwiret al.,1989). Par ailleurs, ses dérivés, et en patrticulier
les esters gras d’'acide pyroglutamique, sont tmgreéssants pour des formulations
cosmétiques. En effet, I'acide pyroglutamique esptincipal agent hydratant naturel qui
permet a la peau de maintenir son taux d’hydratatptimal. Cependant, lorsqu’il est
appligué sur la peau sous forme de créme, il edefaent éliminé et n’a donc qu’une action
temporaire limitée. Pour limiter cet inconvéniertjtilisation d'esters gras d'acide
pyroglutamique et en particulier ceux obtenus dimpde chaines lauriques, a été proposée
(Black et Scott, 1993). Ces composés sont en aff@tageux parce qu’ils peuvent pénétrer
la peau et constituer un substrat pour la pyrogiata peptidase (E.C 3.4.19.3) et permettre
ainsi, aprés hydrolyse par cette enzyme, la lib@ran situ de I'acide pyroglutamique. Etant
donné que la production d’acide pyroglutamiqueljsaganisme est limitée, un traitement de
la peau avec ces esters gras permet a cette @dedeédisposer de réserves importantes en
acide pyroglutamique ce qui a induit un effet gbsiir le maintien de I'hydratation optimale
du tissu adipeux. Enfin, mentionnons égalementidtence de quelques brevets sur
I'utilisation des esters gras d’acide pyroglutaneigun tant qu’agents favorisant la pénétration
a travers la peau d’agents thérapeutiques (Josaketu, 1991).

Cependant, dans la plupart des publications citédgssus, les esters gras d’acide
pyroglutamique sont synthétisés par des méthodeniques fastidieuses impliquant de
nombreuses étapes de purification ainsi que Katiion de solvants organiques chlorés et de
catalyseurs du type dicylcohexylcarbodiimide, 4-€linylaminopyridine ou acide
chlorhydrique concentré. C’est pourquoi, l'indusitravec lequel nous collaborions sur le
sujet était intéressé par I'étude de la faisabditthe synthése biocatalysée pour obtenir les
esters gras désirés dans des conditions expérimentauces et si possible respectueuses de

I'environnement.
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En se basant sur notre expérience antérieure retireal publication récente dans
laquelle Condest al. (1999) montraient que les éthyl pyroglutamate étaile bons substrats
de la lipase de &hdida antarcticaB dans des réactions d’amidation, nous avons diabor
choisi de cibler notre étude sur cette enzyme sauforme immobilisée (Novozyme 435,
Novo-Nordisk).

Nos premiers essais ont correspondu a l'étudeedéetification directe de l'acide
pyroglutamique en utilisant le 2-méthyl 2-butanohune solvant en raison de sa polarité
intermédiaire permettant une solubilisation padiedes deux substrats sans pour autant
affecter I'activité catalytique de I'enzyme. Mallteusement, de maniére similaire a ce qui a
été observé pour la lipophilisation des sucresescd®crite dans ce chapitre, il s’est avéré que
cette stratégie donnait des cinétiques beaucopplérdes. Nous avons donc trés vite adapté
une voie de synthése en deux étapes dans laqiaidel pyroglutamique est transformé
chimiqguement dans un premier temps en son estgligéte, afin que ce dernier soit utilisé
comme substrat dans une seconde étape d’alcoolyse las alcools gras sélectionnés
(Figure 17).

H,SO04 Candida antarctica lipase

I | + CoHsOH ———Pp ] I — J 1 +EtOH

o ,il COOH Reflux, 24h o ,i, COOC,H, R-OH, acetonitrile o) ’i‘ COOR
H H H

Acide pyroglutamique R-OH = alcool gras (octanol, decanol, dodecanol)

Figure 17: Voie de synthése pour I'obtention d’esters graside pyroglutamique

Les avantages de cette stratégie résident danfitled’'une part que [I'éthyl
pyroglutamate est parfaitement soluble dans legastd sélectionnés pour cette étude, et
d’autre part que son alcoolyse génere conjointerdentéthanol lequel peut étre éliminé en
continu du milieu réactionnel et contribuer ainsi déplacement de I'équilibre vers la

synthese.

Apres avoir synthétisé quantitativement I'éthykgmlutamate par voie chimique, ce
dernier a été mis en ceuvre dans différentes réacti@lcoolyse dont les parametres variants
étaient la nature du solvant employé, la quantiéhayme utilisée, le rapport molaire des

deux substrats et enfin la longueur de chaineadigobl gras.
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Concernant la concentration en enzyme, nous apansiontrer qu'en absence de
biocatalyseur aucun ester gras n’était formé etlguguantité la plus adaptée en termes de
rendements et d’attractivité économique correspiorddane utilisation de la lipase a 10% en

poids par rapport a la quantité des deux substrats.

L'influence de la nature du solvant a été étudiéenous avons pu observer que

I'acétonitrile donnait les meilleurs résultats (g 18).
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Figure 18 : Influence de la nature du solvant sur la cinétiggaetionnelle de I'alcoolyse

entre I'éthyl pyroglutamate et le dodécariobnditions: LipaseCandida antarctice8, 10 p/p % ratio
molaire Ester/alcool 1:3, T = 60°C). Symbold®) acétonitrile, #) 2-methyl-2-butanol, 4) acétone)

Au contraire, I'acétone n’était pas appropriée rpoette réaction, probablement en
raison d’'un phénomene de dénaturation de I'enzyomnte cela a été décrit par d’autres
auteurs (Li et Rethwisch, 2002) qui ont notammeahiré que cette enzyme pouvait perdre

jusqu’a 50% de son activité initiale en cas de acnprolongé avec ce solvant.

L'étude de I'influence du rapport molaire des dewbstrats a été menée en faisant
varier ce parametre de 1:1 (mélange équimolaire):3 en faveur de l'alcool gras

(Figure 19). Comme on pouvait s’y attendre quet®réquimolaire n’est pas avantageux car
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les rendements de la réaction étaient trés faidesomparaison a ceux obtenus en exces
d’alcool gras. En effet, en conditions équimolaiies’y a pas de déplacement de I'équilibre
vers la synthése ce qui est le cas au contraisquéin large exces d’alcool est employé. Pour
cette réaction en particulier nous avons estimélguatio molaire présentant des cinétiques
convenables tout en préservant la rentabilité émimee du procédé était de 1:5 en faveur du
substrat lipophile.
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Figure 19 : Influence du ratio molaire (éthyl pyroglutamategall gras) sur la cinétique

réactionnelle de la réaction d’alcoolyse entreddéatanol et I'éthyl pyroglutamate.

(Conditions réactionnelles : Lipageandida antarcticalO p/p % solvant : acétonitrile T = 60°C).
Symboles : #) 1:1, @) 1:3, (A) 1:5, (X) 1:10.)

Nous avons récemment poursuivi cette étude eru@wvialles potentialités d’autres
lipases d’origine microbienne ou végétale a catalgstte méme réaction. Il s’est avéré que la
lipase deCandida antarcticaB restait de loin I'enzyme donnant les meilleursuttats. Par
ailleurs, nous avons pu montrer qu’il était plusaaraageux de travailler avec le méthyl
pyroglutamate plutdt que I'éthyl pour la réactidalcbolyse. En effet, avec I'ester éthylique,
I'élimination en continu du méthanol est plus effie que celle de I'éthanol dans le cas de
I'éthyl pyroglutamate ce qui contribue a gagnerlques % sur les rendements finaux. Enfin,
comme cela a été effectué pour la lipophilisati@s ducres acides, nous avons également

comparé l'activité catalytique de la lipase aveltesedes résines échangeuses d’ions pour
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I'alcoolyse du méthyl pyroglutamate (Figure 20).n@airement a ce qui avait été observé
pour les esters d’acides quinique et glucuronidcie)a catalyse enzymatique donne les

meilleurs résultats en terme de cinétique et ddeneents.
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Figure 20 : Comparaison des cinétiques réactionnelles lotaldeolyse du méthyl quinate
et du dodécanol catalysée par la lipas€dedida antarcticdipase @)

ou par la résine by Amberlite IR120MY,

(Conditions: quantité de catalyseur 10% p/p, t°2Gg@atio molaire des substrats 1:5 , solvant:au#tile)

En conclusion, cette étude de faisabilité de prtidn par voie enzymatique d’esters
gras d’acide pyroglutamique prouve que le procédéatalytique est ici trés avantageux par
rapport aux procédés chimiques déja existants piuliggrmet d’obtenir les produits désirés
dans des conditions plus douces et avec des rentertrés comparables. Cet exemple
illustre bien les potentialités de la biocatalyseump la synthése de molécules
multifonctionnelles par greffage d’une chaine geams un synthon hautement hydrophile. La
disponibilit¢ commerciale de lipases immobiliséagspntant des activités catalytiques
importantes ainsi que des stabilités satisfaisamtesnet la mise au point de bioprocédés
respectueux de I'environnement et donnant acceés @othbreuses molécules de tres hautes
puretés ayant des applications principalement desssecteurs de la cosmétique ou de

I'industrie pharmaceutique.
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V - Lipophilisation enzymatique des polyphénols eacides phénoliques : cas

des acides chlorogéniques

(Cette section a fait I'objet d’'un chapitre d’ouvagcientifique actuellement sous presse :
Lipophilization of phenolic compounds by lipase-cailyzed reactions. Villeneuve P.,
Handbook of Lipid Enzymology, Editor Xuebing Xu. &£8arcel Dekker. Article référencé
n°25.)

Concernant les molécules complexes telles quedgphénols ou acides phénoliques,
les publications scientifiques traitant de leupphjilisation enzymatique sont encore rares et,
a notre connaissance seules deux ou trois équipepéennes, dont la notre, travaillent sur le
sujet. Sur ce théme, nous avons axé nos travauesacides phénoliques issus de la graine

de café vert et en particulier les acides chloragés.

Suivant la variété de caf€offea arabicaou Coffea robustale taux de composés
phénoliques varie pondéralement de 5,5 a 12% ddrdie sec de café vert. Il s'agit
principalement de dérivés de I'acide cinnamiqu@amiculier les acides caféique et férulique.
On les trouve soit sous forme libre soit sous fodesters ou diesters de 'acide quinique, on
qualifie alors I'ensemble de ces composés d’aciddsrogéniques (Figure 21) (Clifford,
1985). Parmi eux, I'acide 5-cafeoyl quinique cop@sd au constituant majoritaire.

Les acides chlorogéniques sont partiellement sedutbans I'eau et expriment de trés
fortes activités antioxydantes (Marwial.,1995) et bactéricides (Schokt al, 1994).

o]
I
O—C—CH=CH

ACIDES CHLOROGENIQUES (exemple de I'acide 5- O-cafeoyl quinique)
Autres acides :

Acides 3- O-, 4-O- ou 5-O-caffeoyl ou coumaroyl ou feruloyl quinique
Acides 3,4-, 3,5-, 1,3- ou 1,5-Di- O-cafeoyl quinique

Acide 3,4,5-Tri- O-cafeoyl quinique

Acide 3- O-cafeoyl-4- O-feruloyl quinique

Acide 3- O-feruloyl-4- O-cafeoyl quinique

Figure 21: Structure chimique des acides chlorogéniques
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Les possibilités de greffer sur ces acides chiémapes des chaines grasses pour
modifier leur HLB sont intéressantes car elles dent permettre d’obtenir de nouvelles
molécules multifonctionnelles combinant propriéésulsifiantes et propriétés biologiques
des acides chlorogéniques non modifieés. Cependesierification chimique de la fonction
carboxyligue des acides chlorogéniques s'averecatéli en raison de leur faible
thermostabilité et du fait gu’il ont tendance axgder facilement suivant les conditions de
pH. Nous avons donc décidé d'évaluer les potetéglde la biocatalyse pour effectuer la
lipophilisation des acides chlorogéniques. Toutbdtd, I'aptitude de la lipase deandida
antarcticaa catalyser les réactions d’estérification desexighénoliques de café vert a été
évaluée en utilisant des alcools gras de C4 a Eifure 22). Menée en milieu fondu en
présence d'un large exces d’alcool, sur les aciciesamique, caféique, férulique et
diméthoxycinnamique, les diverses réactions ont trdogque la lipase était capable de
catalyser la réaction a la condition que I'acidbs$tat ne présente pas un cycle aromatique
para-hydroxylé. En effet, tandis que les acideanmque et 3,4-Dimethoxycinnamique
étaient estérifies avec des rendements trés ssdista, aucune estérification n'a été observée
avec les acides caféique (acide 3,4-dihydroxycingae) et férulique (4-hydroxy-3-
methoxycinnamique). De plus, nous avons égalemesgrgé qu’en la présence d’'une chaine
saturée sur l'acide phénolique, I'hydroxylation gara du cycle aromatique n’avait aucun
effet sur I'activité catalytique de I'enzyme. Aingi est probable que la présence sur cette
chaine d’une insaturation conjuguée avec le cyolmportant un groupe para hydroxylé

conduit a une inhibition complete de I'enzyme.

COOH COO(CH,)NCH3
Lipase C. Antarctica
+ CH3-(CH)N-OH —— 3 +H,0
Ry t°= 60T Ry
R2 RZ
Ri=H,R,=H acide cinnamique

R1=0H, R, = OH acide caféique
R; = OH, R, = OCHz acide férulique

Figure 22: Estérification enzymatique des acides phénoligigesafé vert

Ces travaux ont ensuite été étendus a l'estédiditaenzymatique des acides

chlorogéniques (Guyott al, 2000). Nous avons étudié I'estérification biobsée par la
lipase précédemment citée (Figure 23) de l'acidaffeoyl quinique avec différents alcools
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gras. En milieu fondu, la réaction est possiblsaetinétique dépend de la longueur de chaine
de l'alcool gras. Malheureusement, la encore latid@a sans solvant, bien qu’avantageuse,
s’avere beaucoup trop lente. En utilisant le 2-iyiéthbutanol comme solvant, la réaction

conduit a de meilleurs rendements avec des ciregiglus adaptées. A la date de rédaction de
ce mémoire, les propriétés biologiques de ces sstacides chlorogéniques synthétisés

étaient en cours d’évaluation.

0 o)
il
0—C—CH=CH OH P o= o
HOOC Alcool gras (ROH) RIS
>

OH Lipase = Novozyme 435 OH
HO OH OH

OH HO OH
Acide chlorogénique

Figure 23 : Synthese enzymatique d’esters gras d’acides adoiques :

exemple de I'acide 5-cafeoyl quinique

VI - Conclusion
Les exemples de ce chapitre illustrant les pabtés de la lipophilisation

enzymatique de biomolécules montrent que les Igppsavent étre utilisées dans de multiples
réactions impliquant des substrats trés diverstaligon de leur sélectivité d’action et de leur
capacité a opérer dans des conditions douces getatares et de pressions, leur utilisation
offre bien souvent de nombreux avantages par rapparcatalyseurs chimiques. En plus de
leur utilisation plus classique dans le domainéidfiaconnement des corps gras, nous avons
mis en exergue ici que ces enzymes se révélaimntdtt aussi efficaces pour catalyser des
réactions d’hydrophobation de substrats trés hydleptels que les sucres, les acides aminés
et leur dérivés et méme les molécules complexegmepolyphénols et acides phénoliques.
Bien entendu, un travail encore consequent restéakser pour améliorer ces procédés
enzymatiques de lipophilisation notamment au nivéas rendements et des cinétiques des
réactions testées. De plus, il est certain quassage de I'échelle du laboratoire aux échelles
pilote puis industrielle ne sera pas des plus aldéanmoins, nous sommes convaincus que la
lipophilisation enzymatique devrait conduire, dansfutur proche, a la synthése de nouvelles
biomolécules multifonctionnelles combinant par epmdes propriétés émulsifiantes,
antimicrobiennes et antioxydantes et trouvant dabreuses applications dans les secteurs

agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmeétiques.
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. CHAPITRE 4
SYNTHESE DES ACTIVITES DE RECHERCHE
CHIMIE DES LIPIDES

Ce dernier chapitre couvre des projets de rechardnés dans les différentes équipes
dont j'ai fait partie et qui ne concernent pas cteenent le biofagonnement des corps gras ou
la lipophilisation enzymatique de biomoléculess’figit d’études exécutées ponctuellement
sur une durée plus ou moins longue et que je chdisiregrouper ici sous la dénomination

« chimie des lipides ».

Seront donc traités dans ce chapitre :
- L’obtention par voie enzymatique de dérivés lipidig du type esters de glycérol et
d’acides dicarboxyliques ou de type esters deIstéro
- L'étude d’antioxydants naturels, en particulier lésithines, pour limiter I'oxydation
dans des matrices alimentaires produites a pantiilds insaturées.
- Dans un cadre d'un projet franco-brésilien surdknce de la culture du ricin au
Brésil, la réévaluation du procédé de déshydratati® cette huile pour optimiser la

production d’acides gras patrticuliers.

| - Obtention par voie enzymatique de dérivés lipitjues
I-1 Esters de glycérols et d’acides dicarboxyliquegTravaux réalisés a I'US
Department of Agriculture, Philadelphia, 1996)
(Cette section a fait I'objet d’'une publicatiorBynthesis of polyfunctional glycerol esters:
lipase-catalyzed esterification of glycerol with disters. Villeneuve P., Foglia T.A.,
Mangos T.J., Nunez A., J. Am. Oil Chem. Soc,, %5-1549, 1998. Article référencé n°12.)

L’estérification enzymatique d’acides dicarboxviés avec des diols a été largement
étudiée pour la production de précurseurs de byopé&ies biodégradables (Binesal, 1993 ;
Wang et al, 1996 ; Linkoet al, 1995). Nous avons donc estimé que I'estérificati
enzymatique du glycérol avec des diacides pouvmitigire a des dérivés du glycérol mono
ou diestérifies susceptibles d’étre ensuite uslisémme synthons trifonctionnels pour la
production de biopolyméres ou de tensioactifs ghbjligues. Il est connu que de tels
glycérides partiels peuvent étre obtenus par vbieique ou enzymatique (Bornscheuer,

1995). Leur synthese chimique s’effectue a laide chtalyseurs inorganiques a des
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températures et des pressions élevées mais lesments sont généralement insuffisants et
des produits secondaires de décomposition peuvieat également formés. La synthese
enzymatique apparait plus avantageuse, puisquiisbtion d’'un biocatalyseur lipasique

permet de travailler dans des conditions plus dauce

Pour la synthése de glycérides partiels, troiatéfiies peuvent étre considérées :
hydrolyse partielle de triacylglycérols (TAG), gérolyse de TAG et estérification directe de
glycérol. Concernant notre étude dans laquellevateient des acides dicarboxyliques, seule
I'estérification directe pouvait étre envisagéep€want, son inconvénient majeur réside
dans le fait qu'il faut faire réagir deux substrdes solubilités tres différentes. Ainsi il est
souvent nécessaire de recourir a des méthodesbstdcle de la solubilité du glycérol en
particulier est surmonté soit par adsorption syspsu inerte, soit par utilisation d’'un
groupement protecteur de type isopropylidene,esdin par I'addition d’'un agent complexant
de type acide phényl boronique. D’autre part, laemén ceuvre de milieux biphasiques
émulsionnés ou 'ajout de micro quantités d’eauwpatiétre également envisagés de maniéere

a faciliter le contact a I'interface entre les deukstrats et I'enzyme.

Nous avons donc décidé dans le cadre de cette dtédaluer et comparer I'intérét de
ces stratégies pour la synthése de mono et diestigpgjue ou sébacique du glyceérol en
utilisant la lipase 1,3 régiosélective déucor miehei(Lipozyme IM60, Société Novo-
Nordisk) L'ensemble des résultats obtenus est mené dans le tableau 7. Il va de soit que
I'estérification directe du glycérol en milieu famdest la méthode la plus attrayante ;
néanmoins, quelles que soient les conditions @awtlles employées, la formation des esters
désirés était minimale (max 4%). Concernant I'séifion de lI'isopropylidéne glycérol pour le
greffage du diacide puis I'hnydrolyse du produit respondant, elle permet d’obtenir en
rendement pratiquement quantitatif le glycérol ne@@acate (ou adipate). Bien entendu,
I'inconvénient de la méthode réside dans le fa# daux étapes sont nécessaires pour obtenir
I'ester désiré. Quant a I'adsorption préalable tiéyol sur un support inerte de type silice
afin de favoriser le contact avec les deux sulsstradus avons constaté que la formation du
mono ester de glycérol n'excédait pas 35% alors lqudiester n’était pas formé dans les
conditions opératoires choisies.
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Nature du donneur d’acyle et
conditions réactionnelles
Dimethyl adipate ou sébacate ratio

Méthode Résultats

Isopropylidene glycérol ~ Molaire ester/glycérol 2:1, 60°C, 10%Rendement quantitatif

d’enzyme, pression réduite

] i Dimethyl sébacate ratio molaire ) i
Adsorption du glycérol sur i Formation de glycérol
N ester/glycérol  2:1, 60°C, 10% i
silice . o monosébacate = 35%
d’enzyme, pression réduite

. Dimethyl sébacate ratio molaire = ]
Agent complexant acide i Trés faible formation de
i . ester/glycérol 2:1, 60°C, 10%
phényl boronique mono ester (4%)
d’enzyme, solvant =hexane

Dimethyl sébacate ou acide sébacique
Estérification directe du  ratio molaire ester(acide/glycérol 2:1Trés faible formation de
glycérol 60°C, 10% denzyme, pression mono ester (4%)

réduite

Dimethyl sébacate ou acide sébacique
. ] ) ratio molaire ester(acide)/glycérol 2:1, Faible formation de
Systéme biphasique
60°C, 10% denzyme, solvant mono ester (10%)

Chloroforme/eau 50 :50 : v/v

N ) oL i ) ) Formation de glycérol
Addition de faibles quantités Dimethyl sébacate ratio molaire ester .
o _ i mono-sébacate (70%) +
d’eau (4%) pour estérification(acide/glycérol 2:1, 40°C, 10% ) i )
formation de glycérol di-

directe du glycérol d’enzyme, pression réduite) i
sébacate (10%)

Tableau 7: Méthodes d’estérification du glycérol avec deslesidicarboxyliques catalysées

par la lipase d&lucor miehei

L’addition d’acide phényl boronique au milieu réaonel afin de former un complexe
actif avec le glycérol n’a, quant a elle, donnéostment aucun résultat inhibiteur de cet
additif sur 'enzyme utilisée. Nous nous sommegrés alors vers l'utilisation de milieux
biphasiques espérant alors que la biocatalysenteifface permettrait I'obtention des esters
désirés. La encore, les résultats obtenus n’ontépasatisfaisants. Pour finir, nous avons
choisi de travailler en milieu fondu dans lequettmneur d’'acyles joue a la fois le réle de
substrat et de solvant et en ajoutant au milieatigganel une faible quantité d’eau afin de
solubiliser partiellement le glycérol et créer ainse interface liquide-liquide favorisant la
réaction de synthese. Dans de telles conditionsyild de la réaction par GC-MS a montré
qgue la formation des esters de glycérol et de diémcidépasse les 80% avec une forte

prépondérance du monoester (Figure 24).
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Figure 24 : Estérification du glycérol avec 'acide sébacique

diméthyl ester en présence d’eau (4% w/w).
Conditions : ratio molaire ester/glycérol 2:1, T2@0Lipozyme IM60 (10% p/p/w) Pression réduite @&ral

(m) ; Glycérol monosébacate méthyl eswer j(glycérol disébacate méthyl estak )

Par ailleurs, nous avons également étudié l'imibeede la quantité d’eau ajoutée et
montré que l'optimum de synthése correspondait @jant de 4% alors que des quantités
supérieures d’eau conduisaient a la formation dedyits attendus en plus faibles proportions

puisque dans ce cas, la réaction inverse d’hydedgstrouvait étre favorisée (Figure 25).
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&§ glycerol monosebacate methyl ester D glycerol disebacate methyl ester

Figure 25: Influence de la quantité d’eau ajoutée au mil@actionnel

sur I'estérification du glycérol par I'acide sélgee diméthyl ester.
(ratio molaire Ester/glycérol 2:1, t=40°C, Lipozyié60 (10% w/w), pression réduite).

I-2 Esters de phytostérols (Travaux réalisés au CIRD, 2002)
(Cette section a fait I'objet d’'une publication eours de rédaction A comparison of
lipase-catalyzed reaction versus chemical catalysier the synthesis of phytosterols fatty
esters.Villeneuve P., Turon F., Caro Y., Barea B., Ping Mgueroa-Espinoza M., Lago R.,
Graille J., J. Am.Oil Chem.Soc.. Article non réfécé.)

L'effet hypocholestérolémiant des phytostérols exinnu depuis longtemps
(Beveridgeet al, 1964 ; Lee®t al.,1977 ; Heinemanet al, 1986). Cependant, le manque de
solubilité des préparations de phytostérols et Hgtgstanols limite leur utilisation en
agroalimentaire. Or dans les années 90, il a ét@rmhaue I'estérification du sitostérol par
des acides gras provenant d’huiles végétales,stejlee I'huile de colza, augmente sa
solubilité dans les graisses alimentaires. En |[gdealune étude de 1998 a démontré que des
esters de sitostanol incorporés dans une margaeogent provoquer une diminution du

cholestérol total et du LDL-cholestérol d’enviro®% chez des patients présentant une
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hypercholestérolémie modérée (Weststrateal, 1998). De méme, des travaux récents
concluent que les esters de stérols et de stamoisugent de fagon similaire le cholestérol
total et le LDL-cholestérol dans le plasma en dimimt I'absorption intestinale du cholestérol
(Joneset al, 2000). A ce jour, deux margarines sont commegniaht disponibles, une avec
des esters de phytostérols (Pro-Activ produite Waitever et disponible en France depuis
septembre 2000), et une avec des esters de stdabison & Johnson). Leur efficacité sur la

diminution du LDL-cholestérol est identique.

Nous avons estimé qu'il serait avantageux de predies esters de phytostérols en
estérifiant la fraction stérolique d’huile végét@elza) par des acides gras n-3 d’une huile de
poisson (Figure 26). Les produits ainsi synthétsg&mient doublement avantageux puisque
cumulant les effets bénéfiques des stérols aveg ces acides gras polyinsaturés. lls

pourraient donc trouver des applications dansdesaines des alicaments.

Stérols de cola

\(\)\(
HO

Beta Sitosterol (45-58%) AGPI (EPA +DHA (acides gras libres ou esters)

et

Lipase ou catalyseur chimique RCO

i

Campesterol (24-38%)

¢

Brassicasterol (5-13%)

Figure 26: Synthese d’esters de phytostérols et d’acidesppigmsaturés

Nous avons comparé pour cette synthese les casalglsimique et enzymatique.
Concernant la premiere, la réaction menée avecaddSQ@ est rapide et conduit & une
disparition quasi compléte des stérols de colza en 24 heures déioaC€ependant, la
formation des esters de stérols désirés n’attaiet 86,8%. En effet, nous constatons une
réaction secondaire importante correspondant vrdikblement soit a la formation
d’oxystérols, (dérivés oxydés des phytostérols aerpour leur toxicité), soit a des produits
de déshydratation des phytostérols.
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Concernant la voie biocatalytique, si la syntheseymatique de TAG a partir de
glycérol et d’acides gras a largement été étudiégterification des stérols avec des acides
gras poly-insaturés est plus nouvelle et donc pemuwmentée. Citons a titre d’exemple, les
travaux de Shimadet al. (1999) qui ont utilisé la lipase dseudomonasp. pour estérifier le

cholestérol avec du DHA avec un rendement procHiOge

Les techniques de chromatographies planaires (@R} parfaitement adaptées pour

sélectionner la meilleure lipase pour cette caga(i/sgure 27).

,- @ Esters de stérols

Acides gras

—
 —

Phytostérols

Figure 27: Suivi en chromatographie planaire de la syntheggreatique d’esters de stérols.
(les pistes de gauche a droite correspondent réspment a : 1 : témoin sans enzyme, 2 : papainpapaine
Sigma, 4 : lipase ricin, 5 : Novozyme, 6 : Lipozymie lipaseCandida rugosa8 : témoin ester de stérol.

Eluant : hexane/diether éthylique/acide acétiqué®a v/v)

Ainsi, des réactions de screening rapide desrdiités enzymes lipolytiques nous ont
permis de sélectionner la lipase@andida rugosaour la suite de cette étude. En effet seule
cette derniére montre une bonne aptitude a réalettr réaction. Les autres lipases ne se sont
pas avérees efficaces pour catalyser cette réadtiars ces conditions. En effet, les traces
d’esters de phytostérols observées ne sont pasaueg activité catalytique de I'enzyme
mais a une estérification thermique spontanée. idotmie dans un but de trouver un nouvel
exemple de valorisation des lipases végétales (efpifre 2) nous avons tenté en vain
d’optimiser la catalyse avec la papaine ou la épastraite du tourteau de ricin mais aucun
des résultats obtenus n’a conduit a une synthdsmad des esters de stérols par I'action

catalytique de ces deux enzymes.
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Par conséquent, en ciblant exclusivement nosurasar la lipase d€andida rugosa
nous avons étudié l'influence de divers paramétrastionnels sur la formation des esters de
phytostérols. Ainsi, la nature du donneur d’acy@se un réle prépondérant. Lorsque les
acides gras sont utilisés sous leur forme libresgrification directe, la formation des esters
atteint les 70% alors que lorsque leurs esters yhigties sont employés la formation des
produits attendus n’excede pas les 5%. Ce faildaltad pourrait étre dd a I'inhibition de
'enzyme par le méthanol dégagé au cours de ldysataEn effet, la réaction se déroulant en
milieu fermé, le méthanol généré n’est pas élimlh&e pourrait alors que ce dernier, a la
manieére de l'acétone, entre en compétition aveariekcules d’enzyme pour établir des
liaisons hydrogénes avec I'eau présente dans leuniinsi, les molécules d’eau, piégées par
le méthanol, ne sont plus disponibles pour maintencouche d’hydratation indispensable a

la structure tridimensionnelle de I'enzyme alorsatdivée.

Par ailleurs, nous avons pu optimiser la réactjopant au ratio molaire optimal des

deux substrats a la température de réaction etdatfeé d’enzymes a mettre en oeuvre.

Pour conclure, Si la température élevée de laticdachimique permet d'utiliser les
phytostérols a I'état fondu ce qui évite I'utilisat de solvant, elle semble rédhibitoire du fait
de la déshydratation ou de la formation des oxgktdru’elle génere. De ce point de vue, la
réaction enzymatique montre sa plus grande effieam pouvant étre réalisée a seulement
35°C, limitant au maximum a la fois tous les phéanas d’oxydation ou de déshydratation,
mais aussi les colts énergétiques. Elle permetetemps raisonnable, et en utilisant une
faible quantité d’enzyme, d’obtenir un rendememiche de 80%. Ainsi, la biocatalyse permet
d’accéder aux esters poly-insaturés de phytosténotdécules a hautes valeurs ajoutées en
raison de leurs propriétés hypocholestérolémiaetede I'effet nutritionnel bénéfique de la

chaine n-3.
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Il - Etude d’antioxydants naturels pour limiter I'o xydation de matiéres

grasses insaturées de produits céréaliers de cuiBS0ravaux réalisés au Centre de R

et D, Danone Vitapole, Groupe Danone, 1999-2001)
(Cette partie a fait I'objet d’'une publication Antioxidant effect of soy lecithins on

vegetable oil stability and their synergism with teopherols Judde A.,Villeneuve P.,

Rossignol-Castera A., Le Guillou A., J. Am. Oil @meSoc., accepté. Article référencé n°26.)

Il - 1 Principe et mécanisme de I'oxydation des lijles
L'oxydation des lipides est un phénomene qui stedéhe au contact de I'oxygene et

en présence d'initiateurs. Ces derniers sont :

- La température Plus la température est élevée, plus rapidel'@sgdation. On

considere par exemple qu'entre 50 et 110°C la iquetd'oxydation peut étre
multipliée par deux ou trois a chaque fois que #agmente la température de 10°C
- Lalumiere(et en particulier UV) est initiatrice de I'oxydat
- Les ions métalliguesDes traces d'ions métalliques en particuliecuizre et le fer a

I'échelle du ppm peuvent initier I'oxydation dgsdes. Par exemple, 0.1ppm de cuivre
ou 1.0 ppm de fer suffisent a réduire de moitistibilité oxydative de la matiére
grasse concernée

- Les pigments sensibilisateurd.a présence de molécules photosensibles tels que

certains pigments favorise la cinétique d'oxydaganinitiant par leur dégradation la
formation d'oxygéene singulet, molécule responsdblBoxydation photochimique

- Les traces de radicaux pro-oxydan(Sertaines molécules organiques ou inorganiques

comme par exemple des radicaux libres accéleramdtique d'oxydation

Cette réaction génere la formation de moléculdaties de type esters, aldéhydes,
alcools cétones et lactones. Elles engendrent alorfort défaut organoleptique dans les
produits finis. Parmi ces molécules, les aldéhydsaturés et les cétones présentent les seuils
de détection les plus bas et sont par conséqueprilecipaux responsables de I'apparition du

godt de rance.

L'oxydation des lipides est une combinaison detiéas impliquant I'oxygéne triplet
et I'oxygene singulet. Celle avec l'oxygéne tripdetté largement étudiée. Cependant, il

semble qu'elle n'explique pas a elle seule I'éthipdiation de I'oxydation. En effet, il a été
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suggéré que l'oxygéne singulet serait responsableetie étape en raison du fait que ce
dernier peut réagir directement sur les doubldsdies des acides gras sans formation de
radicaux libres. De plus, sa réaction avec l'atiid#€ique serait environ mille cing cents fois
plus rapide que pour l'oxygene triplet. L'oxygemnggslet est principalement généré par la
lumiere par une réaction photochimique. Cette @eenia un impact considérable sur
l'oxydation des huiles contenant des moléculesgseoisibles telles que la chlorophylle dont
les produits de dégradation favorisent la formatlefoxygene singulet.

lI-1-1 Réaction avec I'oxygéne triplet

La réaction de l'oxygéne triplet est communémerpebie auto-oxydation. Elle
constitue le mécanisme prépondérant de I'oxydatemlipides C'est une réaction radicalaire
générant des hydroperoxydes et des composés saatqui peut étre décomposée en trois
phases : initiation, propagation et terminaisogFe 28).

RH initiation

R°® + H°
R® + 30, propagation ROO®
propagation

ROO°+RH — > ROOH+R°

propagation
RO°+ ROOH ———» ROO°+ROH

RO® + RH propagation S 4
ropagation
RH+°0H  —POPAAION - po )y 10
R° + R° terminaison R-R
PRO® terminaison ROOR
ROO® + R® terminaison SOEE
terminaison
RO° + R° —_— ROR

ROO® + ROO® —terminaison ROOR +102

Figure 28 : Réactions radicalaires impliquées dans |'oxyddtmdique
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- Initiation : La phase d'initiation également appelée péridileduction peut étre
décrite comme étant la période durant laquellertegssus d'oxydation est encore
lent. A la fin de cette phase, I'oxydation s'ac&lbrutalement, la consommation
d'oxygene est importante et la valeur d'indice deroyydes augmente
significativement. D'un point de vue chimique, eethase correspond a la rupture
homolytique d'un hydrogéne adjacent a une doublsdin d'une chaine d'acide gras

(RH). Il en découle la formation d'un radical liiré.

- Propagation: Le composé radicalaire formé lors de I'étapeitiiion réagit ici tres
rapidement avec l'oxygene triplet pour générertoéalespeces radicalaires qui elles-
mémes réagissent entre elles pour former de nowwaalicaux libres. La réaction se
propage donc a une vitesse importante. A ce stiddéormation de peroxydes
s'accélére. Il s'agit d'une réaction irréversihle ateint rapidement un maximum. I

est a noter que l'addition d'un antioxydant a cadestde I'oxydation n'aura

pratiguement aucun effet puisque le produit a dégint son stade de rancissement.

- Terminaison: Quand les peroxydes atteignent un maximum, |&glo@ terminaison
commence. Il ne se forme plus de radicaux et lesxgdes sont alors transformés en
composes volatils de type aldéhydes, cétones desicPar ailleurs, des composés
secondaires non volatils sont également formésqisdstriglycérides oxydés et leurs
polymeres, acides oxydés et constituants mineurglésx (ex : oxystérols). La
décomposition des composés primaires d'oxydatibnresnécanisme complexe dans
lequel un seul hydroperoxyde peut résulter en tenéion de plusieurs molécules

volatiles.

La nature des produits secondaires obtenus agy@&ation d'une huile ou d'un corps
gras est influencée par la composition en hydmpetes et le type de rupture des doubles
liaisons des acides gras. La plupart des moléauetype hydrocarbures, alcools, furannes,
aldéhydes, cétones et acides généerent un golhde. laes seuils de détection suivant le type
de molécules sont différents (Tableau 8). Ainsi hgdrocarbures ont les valeurs les plus
élevées (90-2150 ppm) ce qui impligue que ces mt#écsont vraisemblablement peu
responsables de la perception du défaut organqleptians le produit fini. En revanche, les
dérivés carbonyls tels que les alkanals, alkadsesaVinyl cétones ont des seuils de détection

excessivement bas.
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lI-1-2 Réaction avec I'oxygéne singulet

L'oxydation des acides gras insaturés est aceélgmé exposition a la lumiére. On
parle alors de photo-oxydation. Cette réactiordasta la présence de radicaux libres produits
par lirradiation a la lumiére UV qui catalyse l@écdmposition des hydroperoxydes, des
composés carbonylés et d'autres molécules oxydléemécanisme de ce type d'oxydation
correspond a une réaction radicalaire classiquen Bue I'oxydation due a la réaction avec
l'oxygene triplet soit le principal mécanisme axydation des lipides, la photo-oxydation ne
doit pas étre négligée pour autant en raison de@emprépondérant dans la phase d'initiation.
Cette réaction photochimique résulte de lintecectentre la lumiére et une molécule
photosensible en présence d'oxygene. Les pigmengamiculier peuvent servir de photo-
sensibilisateurs en absorbant la lumiére pourrattei un état excité qui peut étre du type
singulet ou triplet, ce dernier ayant le temps iégele plus long. Ces deux types de molécules
photosensibles peuvent intervenir suivant deux méoses. Dans le premier, les
photosensibilisateurs interviennent en tant quatgtirs de radicaux libres en réagissant dans
leur état triplet directement avec les lipides pdormer des especes radicalaires. Les
hydroperoxydes néoformés sont alors les mémes a@ms t& cas de l'auto-oxydation.
Cependant, contrairement a cette derniére réactiorphoto-oxydation ne peut pas étre
inhibée par les antioxydants antiradicalaires. D#&nssecond meécanisme, la molécule
photosensible dans son état triple, interagit ai@g/géne triplet pour donner I'oxygéne
singulet {O,) qui réagit alors avec les lipides. Ce type detiéa ne peut pas étre inhibé par
les antioxydants destructeurs de radicaux. L'oxgg@ngulet réagit avec l'acide linoléique a
une vitesse 1500 fois plus élevée que celle deokgdation impliquant I'oxygéne triplet. En
raison de cette tres haute réactivité, les hydmgyeles formés par I'oxygene singulet jouent

un réle prépondérant dans la phase d'initiatiofoadgdation radicalaire.

[I-1-3 Oxydation enzymatique

Ce type d'oxydation est lié a la présence dansainertingrédients d'enzymes
oxydantes appelées lipoxygénases. Elles catalyadminsformation d'acides gras insaturés
en hydroperoxydes. On les trouve dans certaineésalefr et en abondance dans le soja. Ces
enzymes contiennent un atome de fer dans leur agitié. Elles sont activées par les
hydroperoxydes et le fer Il est oxydé en fer IIhgain mécanisme au cours duquel le radical
pentadiene de l'acide linoléique par exemple s& lienzyme, réagit avec l'oxygene et le

radical peroxy formé est alors réduit par I'enzyraar produire un hydroperoxyde.
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Il - 2 Prévention de I'oxydation : nature et mécarsme d’action des antioxydants
La Figure 29 représente la cinétique de la réaalorydation avec ses trois phases

distinctes.

Initiation Propagation Terminaison

"l
<«

F 3
h J

h 4

L 4

Temps

Figure 29 : Cinétique de la réaction d'oxydation

Puisqu’il n'est pas possible d'éviter I'oxydatiom ne peut simplement que la
retarder), la prévention de la détérioration oxi@ate tout produit alimentaire consiste a

maitriser la phase d'initiation de maniere a lalremu moins égale a la DLUO du produit.

Pour combattre l'oxydation, [l'utilisation d'un iarydant s'avére bien souvent
nécessaire. L'étape décisive de l'oxydation cooms$ph la phase d'initiation au cours de
laquelle les radicaux libres se forment. La formmatile ces derniers peut étre maitrisée par les
antioxydants, lesquels agissent en destructeursadigaux. Quand la concentration en
antioxydants n'est plus optimale, la formation deicaux prévaut et la consommation

d'oxygéne est accélérée.
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lI-2-1 Antioxydants antiradicalaires

Ce type d'antioxydants, appelés également antiowgdaimaires, ralentit I'oxydation
principalement lors de la phase d'initiation, n@jalement lors de la propagation. Ils ont pour
cible les radicaux libres. Leur mécanisme d'acionsiste a accepter un radical issu de
I'oxydation d'un acide gras. Ces radicaux sontyde peroxyl (ROO®) et alkoxyls (RO®). Par
I'action de I'antioxydant, ils sont alors retramsfés en especes inertes ROOH ou ROH tandis

que l'antioxydant lui-méme acquiert un état radical

L'efficacité d'un tel antioxydant est liée a sauft& a donner un atome d'hydrogéne.
De ce fait, elle est tributaire de sa structurenetpue (nombre de groupements OH, liaisons
hydrogenes, etc...). Les composés phénoliques possidres les propriétés d'antioxydants
antiradicalaires efficaces. lls possedent en effiet nombre important de groupements
hydroxyles (OH) qui peuvent facilement libérer uomae d'hydrogene. De plus, une fois le
radical détruit, ils se retrouvent eux-mémes sons forme radicalaire stabilisée par

résonance de la structure phénolique.

Un grand nombre d'antioxydants utilisés en indeistgroalimentaire sont d'origine
synthétique. Cependant, tous ne sont pas aut@is&sirope. Les plus courants sont le BHA
(Butylated hydroxyanisole), le BHT (Butylated hygytoluene), le TBHQ (Tertiary
butylhydroxyquinone) et les gallates (propyl, oayl dodecyl) (Figure 9).

La vitamine C (ou L- acide ascorbique) est égatgmiilisée en tant qu'antioxydant
bien souvent sous sa forme synthétique, esterdd'apalmitique. Outre son action
antiradicalaire, elle peut aussi agir en tant queesyiste de certains antioxydants et
notamment les tocophérols. L'acide ascorbique gegatement étre considéré comme un

réducteur d'oxygéene.

De nombreuses recherches existent au sujet dgdattbn de molécules antioxydantes
dans différentes especes végétales. Les sourdetsdmtioxydants sont multiples et vari€es.
Ces composés peuvent étre des polyphénols, dessapiténoliques dérivés de l'acide
benzoique et de l'acide cinnamique (Figure 30), aethocyanidines et des flavonoides
(Figure 31).
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Dérivés de l'acide benzoique Dérivés de l'acide cinnamique

HO@COOH HO@CHLCH COOH

Acide p-hydroxybenzoique Acide p-coumarique
CHs0

HO@COOH HO@CH—CH— COOH

. - HO . .
Acide vanillique Acide cafeique

CHO CHLQ

HO@COOH HO@CHLCH— COOH
CH30 Acide Syringique Acide férulique

Figure 30 : Structure des acides phénoliques

Structure des flavonols Structure des flavanols

Figure 31: Structure des flavonoides et anthocyanidines

L'activité antioxydante de ces différents composstsvariable. Elle dépend de leur
structure chimique et notamment du degré dhydediort et de la position de ces
groupements OH. Outre leur activité antiradicalarertaines de ces molécules peuvent

également présenter des propriétés chélatricetiumpro-oxydants.
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Les herbes et épices sont particulierement ridresantioxydants. Les extraits de
romarin par exemple sont largement disponibles ceroi@ement. Leur activité antioxydante
repose principalement sur la présence de deux mlekicacide carnosique et carnosol
(Figure 32).

OH
HO
HOOC
Acide carnosique Carnosol
OH
QH COOH
HO
O=c OH
\ N N
0 S O
OH
Rosmanc Acide rosmarinique

Figure 32 : Structure chimique des antioxydants présents ldarmsnarin

Dans le thé, substance végétale également recqroueses propriétés antioxydantes

on trouve surtout des catéchines et leurs dériaktatgs (Figure 33).
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OH OH
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""""" OH
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Epicatechine Epigallocatéchine
OH OH
OH OH
HO O '
HO R LS NP NG NG oH
"'-., -.,IIO
Osc OH C OH
OH O/, OH o
OH OH
OH OH

Epicatéchine gallate Epigallocatéchine gallate

Figure 33 : Structure des antioxydants présents dans lestexdeathé

Les tocophérols et tocotriénols constituent égal@mde puissant antioxydants
antiradicalaires lls sont présents dans différeptgmces mais en particulier dans les huiles
végétales et constituent donc les antioxydantsrelatude ces dernieres. Seuls certains
isomeres (formes RRR) sont trouvés a I'état natumebqu'ils sont d'origine synthétique, ils
correspondent alors a des mélanges racémiquesodasieénols sont moins communs que les
tocophérols et on les trouve principalement ddmslé de palme mais aussi dans celle de son
de riz et dans certains légumes et céréales. loedritnols sont souvent considérés comme
des antioxydants plus efficaces que les tocophé@as antioxydants agissent par interaction
avec les radicaux peroxyl qu'ils annihilent enraegformant en radical tocophéroxyl puis en
tocophéryl quinone. Il est admis que ces antioxiglaont plus puissants sous leur forme

gamma et delta, la forme alpha présentant, qual da moins bonne activité antioxydante.

[I-2-2 Antioxydants chélateurs de métaux

I a été vu que les métaux de transition (Fe, ®m, Cr, Ni, Va, Zn, Al)
correspondaient a des initiateurs de la réactioxydation. Par conséquent les produits ayant
la capacité a chélater peuvent s’avérer étre #frapour limiter 'oxydation lipidique.

Beaucoup de composés différents peuvent formecai®eplexes avec les métaux, produisant
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des changements dans les activités catalytiqueschélateurs qui présentent des propriétés

antioxydantes agissent par I'un des mécanismearguiv

- Occupation de tous les sites de coordination étain
- Formation de complexes métalliques insolubles
- Geéne stérigue aux réactions métal/lipides

- Prévention du cycle rédox du métal

Les chélateurs de métaux les plus utilisés ensinguagroalimentaire contiennent
plusieurs groupements carboxyligues comme I'EDTAagide citrique. La plupart d'entre
eux sont hydrosolubles mais l'acide citrique esingua lui liposoluble ce qui favorise la
chélation des métaux dans la phase huileuse. Pasnchélateurs citons également les
phospholipides et plus généralement les lécithjRigire 34) sur lesquelles nous reviendrons

dans ce chapitre.

OCOR OCOR
R,CO ﬁ choo—|: ﬁ
O—E—OH O—P—O—CH,—CHy-N"(CHa)3
Acide phosphatidique Phosphatidyicholine

OCOR

OCOR choo—|: ﬁ)
ReCO ﬁ o—lp—o—c H,—CH—NH3"
(5, 3

O— P—O—CH,—CHo—NH3" o

Phophatidylethanolamine Phosphatidylserine

OCOR
ch:oo—[ (IT OH OH
O—é)P—O

OH
OH
Phosphatidylinositol

Figure 34 : Structure des phospholipides

lI-2-3 Antioxydants désactivateurs de I'oxygengsiat
Le principal antioxydant appartenant a cette caiégest le beta caroténe, molécule
appartenant a la famille des caroténoides. Ces @séssont des tetraterpenes a 40 atomes de

carbone. Les carotenes constituent une classe datémaides correspondant a des
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hydrocarbures polyéniques dont le nombre d'insatun@varie. Outre le beta carotene, citons
également le lycopéne que l'on trouve en abonddanse la tomate. Le beta carotene est le
plus abondant des caroténoides pro vitamine A.a@gbxydant en raison de sa coloration
orange trés prononcée est principalement utiliséaehque colorant. Néanmoins, il joue le

réle d'antioxydant secondaire par son action désate de I'oxygene singulet.

On sait que l'oxygene singulet est instable egitdacilement avec les lipides pour
donner des radicaux libres. En présence de bet#teca; I'oxygéne singulet transférera
préférentiellement de I'énergie vers ce caroterebdta carotene acquiert alors un état triplet
puis libere de la chaleur pour retrouver un étaergétigue normal. Cependant, les
caroténoides sont tres instables et leur utiliagio tant qu'antioxydants est délicate. Le beta
carotene est en effet trés peu soluble dans lagldes solvants et est tres réactif. Sa stabilité

est affectée par I'oxygéne, la chaleur, le pHyfaiére et la présence de métaux.

[I-2-4 Autres types d’antioxydants

Il existe d'autres actions antioxydantes plus maitgs. Concernant l'activité des
lipoxygénases, enzyme catalysant la formation dexydes a partir d'acides gras insaturés, il
a été observé que certains acides phénoliguesitoanstt des inhibiteurs de ces enzymes en
réduisant le fer présent dans leur site actif. B&mm, les glucose oxydases, les superoxide
dismutases, les catalases et les glutathione pgaseg sont autant d'enzymes qui agissent sur
l'oxydation soit en réduisant la quantité d'oxygeswit en agissant sur des espéeces
moléculaires oxydantes. Certains acides aminéseptides et hydrolysats de protéines
peuvent également avoir un réle antioxydant, lgo@ft d'entre eux agissant en tant que
chélateurs des métaux. Enfin, citons les produtiadéaction de Maillard. Ces derniers sont
naturellement formés lors de I'étape de cuissonpdaduits alimentaires a des températures
excédant 80°C. lls proviennent de la réaction diasiiavec des sucres réducteurs.
L'utilisation des produits de la réaction de Madlan tant que source d'antioxydants a été
largement étudiée, néanmoins la compréhension éeamsmes d'action et la connaissance

de la nature des molécules impliquées sont ennooaripletes.
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II-3 Etude de différents antioxydants naturels pour la protection des huiles
insaturées : Cas de lécithines

Au cours de mes travaux dans le Centre de Reahatcbéveloppement du groupe
Danone, l'efficacité d’'un nombre important d’antyalants a été évaluée tant sur huile seule,
gu’in situ au sein du produit céréalier. Pour des raisonsatdidentialité, seront décrits
uniquement les résultats obtenus avec les |échiequi ont été publiés sous la référence
suivante :
(Antioxidant effect of soy lecithins on vegetable bistability and their synergism with
tocopherols Judde A.,Villeneuve P., Rossignol-Castera A.Qwellou A., J. Am. Oil Chem.

Soc., accepté. Article référencé n°26.)

On nomme sous le terme de lécithines la fractioospholipidique obtenue lors de
I'étape de démucilagination du raffinage des huiles |écithines standards obtenues ainsi,
appelées également |écithines huileuses, corresppbnén fait a un mélange de
phospholipides de différentes natures (voir Figddg d'eau, de glucides, et autres lipides de
type stérols, glycolipides et tocophérols. La répan classique de ces differents composés
dans une lécithine de soja huileuse est donnée lddfigure 35. La fraction constituée des
glucides, phospholipides et autres lipides est ddig insoluble a l'acétone. Le type de

phospholipides varie suivant la nature de la |éuilfTableau 8).

Soja | Mais | Tournesol | Colza | Oeuf
PC 21% | 31% 14% 37%| 69%

PE 22% | 3% 24% 29%| 24%
Pl 19% | 16% 13% 14%

AP 10% | 9% 7%

PS 1% 1% 3%

Glyco | 12% | 30% 42% 20%

PC=phosphatidylcholine; PE=phosphatidylethanolapftrephosphatidylinositol

AP=acide phosphatidique, PS=phosphatidylsérinec@lglycolipides

Tableau 8 : Composition des Iécithines en phospholipides aseliéshuilée

Les phospholipides de la lécithine de colza congat plus de PC, PE et moins de Pl

et PA que la lécithine de soja. La lécithine d'@stftres différente des lécithines végétales.
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Elle ne contient ni Pl ni PA mais est tres richeR&h Les principales sources de lécithines
disponibles industriellement sont les lécithinesdia et d'oeuf. Les |écithines de tournesol et
de colza sont bien moins développées. La raisoeseémque l'huile de soja brute est tout
simplement I'huile végétale la plus riche en photiptdes.

Les lécithines sont normalement utilisées en tqu¥mulsifiants en industrie
agroalimentaire. Néanmoins, différentes étudesnoist en évidence leur réle antioxydant
(Zambiaziet al, 1998 ; Pokornet al, 1990 ; Hamiltoret al, 1998).

Lécithine de soja huileuse

11%

B Triglycérides

Eau

® Phospholipides

glucides

® autres lipides (glycolipides, stérols,
tocophérols)

Figure 35 : Composition classique d'une lécithine de sojadstech

Le mécanisme de leur action antioxydante est enomal connu. On suspecte une
combinaison de différents effets. Les lécithinegejaient le réle d'agent chélateur de métaux.
Certains des phospholipides auraient également d@le synergiste et régénateur
d'antioxydants antiradicalaires. Enfin, les phodipites pourraient agir en relachant un
proton amenant ainsi une rapide décomposition deBoperoxydes sans formation de

radicaux libres.
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[I-3-1 Effet antioxydant des l|écithines de sojalduse, enrichies (déshuilées) ou
fractionnées

Nous avons choisi d'évaluer l'effet antioxydant diférentes |écithines de soja
disponibles sur le marché. Les compositions en giagides de ces Iécithines huileuses,
enrichies ou fractionnées sont données dans leaal®. Les lécithines fractionnées sont
issues d'un traitement a l'alcool des lécithinedletises. Les différents phospholipides
présents dans les lécithines huileuses ne présepéanla méme solubilité face a cette
extraction alcoolique. Ainsi, la fraction soluble srouve enrichie en phosphatidylcholine
tandis que la fraction insoluble contient princgmakent les phosphatidyléthanolamines,
phosphatidylinositols et acides phosphatidiquedinEles 1écithines déshuilées, quant a elles,
sont obtenues a partir d'une extraction a l'acéomeermet de séparer I'huile résiduelle de la

partie insoluble a I'acétone dans laquelle se #oukes phospholipides.

Dans un premier temps, la dose testée pour chaitriges Iécithines a été de 1% en
poids par rapport a la matiére grasse. Les esafiét® réalisés sur huile de colza seule dont
la résistance a I'oxydation aprés ajout des léoithia été évaluée par la méthode Rancimat.
En parallele, chaque échantillon a été soumis ®ieillissement accéléré en étuve a 40°C et

I’évolution de I'oxydation contrdlée par suivi deslices de peroxydes (Tableau 10).

PL Vamothin Sterncithin  Topcithin ~ Nathin Nathin ~ Nathin  Sternpur

(%) s F10 50 5KE 3KE 140 E
PC 28.8 28.0 28.0 16.9 12.5 74.6 32.9
PE 30.1 29.4 30.7 44.6 32.8 17.4 32.8
PI 26.0 25.6 26.6 16.8 28.1 3.1 20.0
PA 13.7 14.1 13.3 13.9 21.9 3.2 7.1

autres 1.3 25 1.3 7.7 4.7 1.6 7.1

Tableau 9 : Composition de la fraction phospholipidique (% aid) des lécithines testées
(PC= phosphatidylcholine, PE= phosphatidyl ethamaie, Pl=phosphatidylinositol, PA= acide phosphagtid,
PL=phospholipides)
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Indices de peroxydes (meq &kg)

Rancimat
(Heures) Jours
T=0 T=4|s T=8] T=14 | T=25] T=35]
Colza seule 8.4 0.9 1.0 0.9 1.5 8.6 18.4
+ Vamothin S 13.5 0.9 1.1 1.3 1.5 2.6 3.8
+Sterncithin-— 45 ¢ 0.9 1.1 1.4 1.4 24 36
F10
+ Topcithin 50 13.1 0.9 1.2 1.2 1.3 21 3.2
+ Nathin 5KE 13.1 1.1 1.3 1.6 4.0 4.3 10.0
+ Nathin 3KE 12.4 1.0 1.3 1.4 51 9.0 14.0
+ Nathin 140 14.1 1.1 1.4 1.3 1.8 1.9 3.1
+ Sternpur E 12.2 1.0 1.2 1.2 2.2 2.9 4.4

Tableau 10 :Temps d‘induction Rancimat (110°C) et valeursiddges de peroxydes
(meqg Q/kg) durant le stockage a 40°C d’une huile de codffinée
enrichie en lécithines (1% (p/p).

L'efficacité antioxydante de ces lécithines ac&fmparée. Premiérement, nous avons
pu constater que l'ajout de lécithines permettaitpdotéger efficacement 'huile de colza
contre I'oxydation comme le montre I'évolution dadices de peroxydes au cours du temps
(Tableau 10). Par ailleurs, les lécithines huilsude trois fournisseurs difféerents (Lucas-
Meyer, Vamo-Fuji, Stern) présentaient des activaésoxydantes trées comparables. De plus,
d'une maniere plus globale, et dans I'hypothéseeditilisation industrielle, il est apparu que
l'usage de lécithines fractionnées ou déshuiléesnastifie pas puisque leur efficacité est au
mieux identique a celle de la lécithine de sojadusie alors que leur colt est bien plus
important. Enfin, d’'un point de vue plus fondaméntas résultats tendent a montrer que le
taux de phosphatidycholine est en relation direwstec I'efficacité antioxydante. En effet ,il
semblerait que plus ce taux est important (Nathd@, 1Sternpur E) meilleur est I'effet
antioxydant. Au contraire les échantillons préseintas taux de PC les plus faibles (Nathin
3KE et 5KE) ont donné les moins bons résultats.

Par ailleurs, afin d'optimiser I'utilisation delé&ithine de soja huileuse son efficacité

antioxydante a été évaluée en fonction de la gi¢aajibutée a I'huile de colza. Pour des doses

de lécithines de 1 a 5%, nous avons observé quelpldose de lécithine incorporée est
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importante, meilleure est la protection de I'huke colza. Le taux de 1% par rapport a la
matiere grasse donne néanmoins une protectioratfait satisfaisante pour les applications
envisagées. Par conséquent, pour la suite ded'@togs avons décidé de cibler nos essais sur

cette dose jugée optimale sur le rapport efficaani@ de mise en ceuvre.

[I-3-2 Effet antioxydant de la |écithine de sojalbéuse sur différentes huiles et corps
gras
Nous avons testé sur les matiéres grasses susvigitet sur la stabilité oxydative

d’un ajout de 1% de lécithine de soja huileuse (vtim S) :

- Huile de tournesol classique - Huile de colza
- Huile de soja - Huile de palme
- Huile de noix - Huile de poisson

- Huile de tournesol oléique
- Saindoux supplémenté en tocophérols (150 ppterdaur garantie)

(pour chacune de ces huiles une composition détaiktt leurs teneurs et nature des

tocophérols peut étre consultée dans I'article anexe référencé n°26)

Pour toutes les huiles et matieres grasses testest de 1% de lécithine huileuse
permet d’en améliorer la stabilité (Tableau 11)p&wlant, cette amélioration est beaucoup
moins significative concernant I'huile de tournesal, I'accroissement de la stabilité n’est

que de I'ordre de 20%.
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Indice de peroxydes (meq 02/kg)

Rancimat Jours PAO
(Heures)  +_ o T=9j T=20j T7=35; )
Colza 8.0 0.9 1.9 12.2 15.1
Colza + lécithine 14.0 0.9 1.2 2.5 3.3 83
Soja 7.0 1.2 1.8 8.0 13.0
Soya + lécithine 12.0 1.8 2.4 3.3 5.5 69
Tournesol 5.0 1.2 4.0 19.0 23.2
Tournesol + lécithine 6.0 1.2 2.4 18.0 22.4 5
Noisette 4.0 6.1 7.0 13.1 18.6
Noisette + Iécithine 7.1 5.8 6.3 7.1 7.8 84
Saindoux 13.0 0.4 1.3 6.4 7.6
Saindoux + lécithine 32.0 0.6 0.7 1.1 1.2 92
Huile de poisson 1.0 2.8 17.8 21.0 24.0
Huile de poisson + 25 2.9 5.9 8.7 9.4 70
Iécithine
Palmoil 24.0 0.7 0.9 1.8 3.3
Palm oil+ lécithine 43.0 0.7 1.0 1.1 1.5 69

PAO= Pouvoir Antioxydant

Tableau 11: Temps d‘induction Rancimat (110°C) et valeursiddges de peroxydes
(meqg Q/kg) durant le stockage a 40°C de différents hudénées

enrichies en lécithines (1% (p/p).

Nous avons envisagé que cette différence de cdempent soit due a la nature des
tocophérols de 'huile de tournesol. En effet, €aterniere contient en tres grande majorité
uniquement des alpha tocophérols. On pourrait @wrpsiquer ces résultats par le fait que la
lécithine n'aurait pas d’effet synergique avec dgha tocophérols alors que ce serait le cas
avec les gamma et delta tocophérols que I'on tralaves les autres matieres grasses testées.
Afin de valider notre hypothése, I'influence du ¢yge tocophérols a été évaluée en utilisant
du saindoux lequel naturellement ne contient pastat®phérols. Nous avons alors
artificiellement ajouté a cette matiére grasse l&olatithine huileuse de soja ainsi que
différents tocophérols de synthése. Les résultatsnmntré clairement que la lécithine ne
présentait aucun effet avec les alpha tocophérois aju’'un fort effet synergique a été
observé pour les gamma et delta.

lI-4 Conclusion
Lutter contre l'oxydation dans le cas de la mise ceuvre de matieres grasses
insaturées pour la formulation de produits céréalike cuisson est un probleme difficile qui

bien souvent nécessite l'utilisation d’additifs iarydants. Les travaux que jai réalisés sur
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différents antioxydants naturels de type polyphgrml sur les Iécithines en particulier ont
démontré que ces dernieres, sous leur forme sthrdaleuse permettaient une protection
efficace des huiles au dosage de 1% en poids ppomaa la matiere grasse. Le principe de
cette action antioxydante est sans doute basé& sumibinaison de plusieurs effets. Outre les
effets chélateurs de métaux bien connus de ladittée scientifique, nous avons mis en
évidence que les lécithines développaient vraisgbianent un effet synergiste avec les
gamma et delta tocophérols alors que cet effetistérit pas pour les formes alpha. Cette
absence d'effet synergiste dans ce cas, expliquoas la mauvaise protection de I'huile de
tournesol par la lécithine de soja. Cet effet sgimgre serait dd a la fonction hydroxy-aminée
des phospholipides du groupe des phosphatidyl-aaltaols (PC et PE) qui est réductrice,
donc donneur d’hydrogene pour régénérer les tocofghéous forme active. A ce sujet, les
résultats sur lécithines fractionnées semblentfiet montrer que les fractions riches en PC

présentent la meilleure activité antioxydante.

lIl - Ré-évaluation du procédé de déeshydratation d¢’huile de ricin pour la

production d’acides linoléiques conjugués (CLA)Travaux réalisés au CIRAD en
collaboration avec Labex Brésil - Pr. R. Lago, 2062003)

La culture du ricin est en déclin depuis de nombes années au Brésil (Figure 36).
Par conséquent, dans le cadre d’'un vaste prograemelance de cette culture dans ce pays
nous avons établi avec nos collégues brésilienEMBRAPA, divers travaux de recherche
dans le but de trouver de nouvelles applicationsda tourteau de ricin qu’a I'huile extraite.
Concernant cette derniére, sera donc présenteti@ Btude visant a réévaluer le procédé de

déshydratation de cette huile dans le but de predigs acides gras linoléiques conjugués.
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Bo" BRAZIL - CASTOR CROP

in 1000 mtons
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Figure 36 : Evolution de la production annuelle de ricin audgiré

(figure reproduite avec I'aimable autorisation desbciété Bom Brasil)

l1I-1 les acides linoléiques conjugués ou CLA

On dénomme sous le terme CLA un groupe d’acidas, gsoméres géométriques et de
position contenant chacun 18 atomes de carbonewst doubles liaisons conjuguées. Ces
doubles liaisons sont donc tout a fait particubérpuisque contrairement aux principaux
acides gras rencontrés a I'état naturel, ellesoneas interrompues par un groupement.CH
Plusieurs isoméres existent au sein de la famiéle ALA. lls different les uns des autres
d’'une part par la position de leurs doubles liassoespectives sur la chaine aliphatique et
d’autre part par la nature de ces doubles liaisompeuvent étre alors de configuratita ou

trans A titre d’exemple, la figure 37 montre 'isom&eis 11+transde la famille des CLA.

O
10 9

N 1 OH
11

Figure 37 : Structure chimique de I'isomérec®s 114rans

Ces acides gras ont été identifiés il y a plugidguante ans notamment dans le lait
dans lequel on peut les retrouver avec des quardid’ordre de 6 a 16 mg/g de matieres
grasses suivant l'origine du lait. lls sont présetgalement dans les produits laitiers tels que

le beurre ou ils peuvent représenter de 12.3 a ifyg de matiere grasse totale, dans les
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fromages de 1.5 a 19.9 mg/g, et enfin dans d’aydreduits alimentaires comme certaines
viandes (bceuf et agneau) dans des proportions nesind.0 a 5.0 mg/g) (O’Shes al,
2000).

Récemment, des propriétés nutritionnelles et petriques fort intéressantes
semblent avoir été mises en évidence pour ce tgmidds gras. A titre d’exemple, plusieurs
études ont revendiqué une action des CLA sur oartgpes de cancers, sur I'obésité et sur le
diabéte. Ainsi, la tendance actuelle est a linooaion de CLA dans des aliments

fonctionnels pour des applications en nutrition hura ou en alimentation animale.

llI-1-1 Effets physiologiques des isoméres du CLA

Beaucoup d’études récentes semblent avoir démdegréffets bénéfiques sur la santé
humaine ou animale des isomeres de CLA. En pasicuh plupart de ces études tendent a
montrer que l'isomére Bis 11transest celui qui présente le plus d’activité cong® dellules
cancéreuses (Yuraweetal, 1999).

On peut penser donc que les produits alimentamashes en CLA puissent avoir un
réle préventif ou limitatif pour le développemerg dellules cancéreuses chez I'humain.
Cependant, I'effet de tels produits reste diffi@d@émontrer car de longues études cliniques

sont alors nécessaires.

En revanche, dans des perspectives dapplicatiogoabmentaires, d’autres
propriétés des CLA sont avantageuses. En effetaines études effectuées sur I'animal
montreraient que les CLA peuvent contribuer a tucfion de la masse graisseuse. Dans ce
cas, ces effets ne sont plus attribués principatié@d’isomere %is 114rans mais plutét au
104trans12<cis.

Les CLA auraient également un role dans la préservaes fonctions immunitaires.
De plus, on suspecte que ces acides gras permditengmenter les périodes de rémission

chez des sujets atteints d’asthme, arthrite oudiedanflammatoires.

l1I-1-2 Synthéses biologiques des CLA

Il est envisageable que 'homme ait une capacgeéduire du CLA endogéene a partir
d’acide vaccénique (18:1, 1fians) mais cette capacité est trés limitée (Salmigtesl, 1998).
Par conséquent, la tres grande majorité des CL8epté dans les tissus humains sont donc

d’origine alimentaire.
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Au contraire, chez les ruminants, leur organismetieat une série d’enzymes qui
permettent la biosynthese de CLA, certes en qéargsitreinte mais néanmoins significatives.
Les CLA sont donc produits naturellement par cesnmdéres par une réaction de
biohydrogénation des acides gras insaturés damsinien. Sous l'action d’'une bactérie
présente dans le rumdButyrivibrio fibrisolvens I'acide linoléique alimentaire est transformé
en CLA, eux-mémes intermédiaires précurseurs d®riaation d’'acide vaccénique, puis
d’acide stéarique. Les CLA sont également formass dzertains tissus comme les glandes
mammaires par exemple par I'action d’'une deltaefrstyl coenzyme A désaturase sur l'acide

vaccénique.

Ces acides gras, une fois synthétisés par le runjiga retrouvent alors dans son lait
et sa viande. En majorité c’est I'isomérei8-114rans que I'on retrouve, isomere d'ailleurs
communément appelé acide ruménique. D’autres isssT&ont présents mais a des teneurs

plus faibles.

La teneur et les répartitions en isomeéres des Cas des lipides du lait varient selon
la race, I'état de lactation et Il'alimentation diétddl méme chez des animaux de
caractéristiques identiques. Elles peuvent varielamment du fait de la différence de

populations microbiennes dans le rumen ou du t&actidité des delta 9 désaturases.

[1I-1-3 Aliments fonctionnels enrichis en CLA

Les meilleures teneurs en CLA que I'on retrouvasdees aliments sont par voie de
conséquence celles du lait et des produits laitéependant, si 'on extrapole les données
obtenues sur animal, on considére que les tenau@i.A qui pourraient avoir un effet sur la
santé humaine sont estimées étre comprises esltra 3.5 g/jour (Banni et Martin, 1998).
Ainsi les teneurs observées dans les alimentsdsont bien inférieures a cet apport journalier

nécessaire.

Par conséquent, dans le cadre de la conceptionaiment fonctionnel, il va donc
étre nécessaire d’augmenter artificiellement l&teren CLA dans cet aliment naturel ce qui
peut étre congu par modification du régime alimieatde la vache pour lui permettre ainsi

d’augmenter les teneurs en CLA de son lait.
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Notons également qu’une autre approche peut étisagée, qui consisterait alors a
nourrir les ovins par un régime alimentaire enriehiCLA, lequel par son action réductrice

de la masse graisseuse permettrait alors I'obteilgoviande maigre.

A I'heure actuelle, il existe peu de produits #imarché revendiquant une teneur
enrichie en CLA. Par exemple, en Amérique du Neithns le fromage « Omega Smart »
produit par PurNutra Inc (Canada). Ce produit conecragsé en juin 2001 affiche une teneur
en CLA d’environ 44 mg/portion. Cependant, comme som l'indique, c’est la teneur en

acide oméga 3 qui est revendiquée et nullemerd eallCLA.

l1I-1-4 CLA et alimentation animale
Effet sur le lait et les produits laitiersLa majorité des travaux effectués pour augmeeter
teneurs en CLA des laits de vaches est concentréades modifications des régimes
alimentaires des ruminants. Des études ont évaltiétlde régimes alimentaires enrichis en
huiles végétales sur des vaches et la teneur endeksAaits produits (Donovaet al, 2000 ;
Chilliard et al.,2001). Ainsi, un régime enrichi en huile de sojanfd’acide gras majoritaire
est l'acide linoléigue) conduisait a une augmeatatu taux de CLA alors que I'huile de lin,
riche en acide linolénique ne permettait pas ule aeigmentation. Des études ont également
ete effectuées sur la chevre et son lait. DansasegMiret al, (1999) ont étudié I'effet d’'un
régime alimentaire enrichi en huile de colza cheg animaux. Lorsque le pourcentage
d’huile de colza croit de 0 a 4% de la diéte ungmantation conjointe du taux de CLA de
1.05 a 3.20% de la matiere grasse totale est odxsetlvest intéressant de noter que cette
augmentation est tres supérieure a celle qui aoéténue avec des vaches et ceci

probablement du fait que le lait de chévre est pthe en acides linoléique et linolénique.

Effet sur les tissus adipeux : taux de CLA et rédoale la masse graisseus€oncernant les
tissus adipeux, il est généralement admis que palémentation en CLA dans les régimes
alimentaires de ruminants n’est pas tres efficam&r pugmenter le taux de CLA dans ces
tissus. En effet, on constate que le supplémemealiaire est rapidement hydrogéné dans le
rumen. Des auteurs ont alors pensé gu'il étaitiplesd’éviter ce phénomeéne en soumettant
le régime enrichi en CLA non pas a des animauxtesluhais plutbt aux jeunes pré-ruminants
pour lesquels la supplémentation sous forme flegtedirectement absorbée sans passer par le
rumen. Ainsi, par exemple, Miet al. (2000) ont étudié I'effet d'une supplémentation de

I'ordre 0.33 g de CLA durant 21 jours sur des jeuagneaux de 4 semaines. Les résultats ont
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montré une réduction du gras adipeux chez les animaurris avec du CLA en comparaison

avec ceux qui ne I'étaient pas.

lll - 2 Synthese de CLA

Etant donné le grand intérét que suscitent les ,Cle& méthodes de synthéses
chimiques ou enzymatiques permettant I'obtentioncdacentrats de CLA (sous forme
d’acides gras libres) ou d’huiles enrichies en Cight actuellement tres étudiées. Le but de
ces travaux est bien sOr de proposer un procédémectial, a la fois économiquement
rentable et qui permet d’obtenir avec un rendersatisfaisant les acides gras CLA. De plus,
idéalement, le procédé doit permettre d’aboutiue& composition bien déterminée au niveau

du mélange des différents isomeres.

lI-2-1 Production a partir d’huiles végétales

Ces méthodes de production apparaissent sans adoute comme les plus
economiquement rentables. Si I'on excepte les iqukes d’hydrogénations partielles des
huiles qui conduisent a la formation de CLA par @sctions d’isomérisation mais également
a la production d’acides grasns non conjugués, redoutables d’un point de vue thrnel
et métabolique, il existe deux procédés permetthobtenir les CLA a partir d’huiles
végetales. Ces deux meéthodes sont lisomérisaticalime d’huiles riches en acides

linoléiques et la déshydratation de I'huile derrici

Déshydratation de I'huile de ricin :

Cette huile et ce procédé seront décrits plus a@ilslé@ltérieurement. L’huile de ricin contient
de 85 a 90% d’acide ricinoléique (12-hydroxyi8-18:1) lequel peut étre déshydraté sous
l'influence de la température et en présence d’atalgseur acide. Cette déshydratation
conduit a I'apparition d’'une double liaison suppéhtaire sur la chaine aliphatique de l'acide
gras ricinoléique transformé. Cette double liaipent alors étre conjuguée par rapport a la
double liaison initialement présente. Dans ce caspbtient alors un CLA. La formation de
différents isomeres est alors possible mais de énamgjénérale c’est leds 114rans qui est
formé préférentiellement. Parallelement, la doudigison qui se forme peut ne pas étre dans
une position conjuguée par rapport a la doubledmiinitiale, dans ce cas on obtient alors

I'acide linoléique 18:2 classique.
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La réaction de déshydratation de I'acide ricirmlé@ peut étre effectuée directement
sur I'huile de ricin auquel cas des triacylglycérehrichis en CLA sont obtenus ou sur I'ester
méthylique ou éthylique de l'acide ricinoléique, olptient alors des concentrats d’esters de
CLA.

Il apparait plus judicieux de travailler directavhsur I'huile de ricin non seulement
de maniere a simplifier le procédé mais égalemimtde permettre la productiom situde
CLA. En effet, on obtient alors des triglycérideariehis en CLA, le produit final
correspondant ainsi en tout point a la structurmiciue d’une huile naturelle ce qui revét une
importance primordiale d’'un point de vue métabaigqutamment au niveau de I'absorption

de ces CLA par I'organisme.

Ce procédé de déshydratation de I'huile de righo®nnu depuis longtemps car il
permet d’obtenir des dérivés agents séchants dadsdtrie des peintures et des vernis. Bien
entendu, les études menées il y a plus de cinquargene stipulaient pas quels isomeres
particuliers de CLA étaient obtenus. Ce n’est geeemment que les progres en matiere de
techniques chromatographiques permettent une bitairiité quant aux analyses destinées a
identifier et quantifier les différents isomeres@eA formés.

A tire d’exemples de réaction de déshydratatiofifdele de ricin, citons les travaux
de Waheeduddiet al. (1966) qui permettent une production en 4H de 31d&&LA total
avec 1,5% sodium bisulfate — 0,5% sodium bisu#fiz30°C ou encore ceux de Radletel.
(1948) puis de Terril (1950).

Isomérisation alcaline de I'acide linoléique

La deuxiéme méthode de production de CLA a paliinitt végétale consiste a travailler a
partir des esters méthyliques d’une huile rich@@de linoléique telle que le tournesol ou le
soja. Ainsi, ces esters méthyliques qui contiene@ngrande majorité I'acide linoléique sont
isomérisés par catalyse basique forte pour formes €LA. Une fois la réaction
d’'isomérisation alcaline effectuée, le mélange deA @&st obtenu sous forme de savons
lesquels doivent alors étre transformés en acidas fijpres apres addition d’acide dilué
(Saebo, 2001). Bien entendu, la teneur en CLA dduyt final est directement corrélée a la

teneur initiale en acide linoléique. Les CLA obtemar isomérisation alcaline correspondent
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toujours a un mélange complexe d’isoméres. Cepgndae optimisation des parametres
réactionnels permet en général de mieux cibler &amge.

L'utilisation d’hydroxyde de sodium comme catalysen utilisant I'éthyléene glycol
comme solvant a conduit a un mélange de 4 isomé&-&®mns 10<cis, 9cis 114rans, 10trans
12<cis et 1lleis 134rans L’hydroxyde de potassium, utilisé dans des coowkt de
température plus douces, donne des quantités prpsiequivalentes dec®s 114ranset 10-
trans 12-cis et ces deux isomeres constituent prés de 90%tdudes CLA formés (Saebo,
2001). Des températures plus élevées ainsi queedgss de réaction plus longs favorisent la

formation des isoméreégmnstransindésirables.

D’autres méthodes plus récentes font appel a diedyseurs métal de transition de
type rhodium et ruthénium. Des tests d’'isomérisatitraline d’esters méthyliques d’huile de
soja effectués a 60°C ont permis grace a ces eataly d'obtenir des rendements de
conjugaison de I'ordre de 90% (Laroekal, 2001).

Aprés acidification, la fraction lipidique est g@néral extraite & I'hexane puis le
solvant est évaporé. On obtient finalement un ptamuntenant environ 60 & 75% de CLA en
poids. Une étape de désodorisation peut étre enstféctuée de maniere a éliminer toute

trace de solvant résiduel de méme que d’éventoeiposes secondaires d’oxydation.

En conclusion, la réaction d’'isomérisation aloalde I'acide linoléique conduit a des
concentrats de CLA sous forme d’acides gras lilmesl’esters alkyliques. C’est d’ailleurs
sous cette forme que I'on trouve la majorité desdpits commerciaux riches en CLA. Ce
point constitue le gros désavantage de la méttmmtezomme cela était mentionné plus haut,
il est largement préférable d’obtenir les CLA séarsne de triacylglycérols comme cela est le
cas lorsque la réaction pratiquée est la déshyamatde I'huile de ricin.

Techniques d’enrichissement enzymatique

De nombreuses publications existent dans lesguelds lipases microbiennes sont
employées pour enrichir des huiles en CLA. Les it réactionnelles sont douces (50 a
60°C) et les phénoménes d’'isomérisation naturede @LA sont donc trés limités. Plusieurs
exemples ont été recemment publiés dans lesquelipdeses issues deandida antarctica

ou Mucor mieheipermettent d’'incorporer dans les triacylglycérobs chuiles des CLA
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initialement sous forme de concentrats de typeeacgtas libres ou esters. Ces techniques
sont employées notamment par le groupe Loders Gackpour la production Clarin$l
(huile enrichie en CLA) (Mc Neilet al, 1999).

De méme, les spécificités des lipases peuventnd@iges a profit pour enrichir en un
isomére donné des huiles déja riches en CLA. L'erzia plus utilisée est alors la lipase de
Geotrichum candidunaquelle est tres sélective des acides gras passéde %cis double
liaison sur leur chaine aliphatique. Ainsi, Haasl. (1999) ont utilisé ce biocatalyseur pour
hydrolyser spécifiqguement le CLA®&s 114rans a partir d’'un mélange d’esters méthyliques
de CLA, cette hydrolyse spécifique permettant @eipérer I'isomére désiré dans la fraction

acides gras libres ou il représentait de 77 a 94%.

[I-2-2 Synthéses microbiologiques

Les techniques microbiologiques peuvent étre égaté employées car certaines
bactéries sont en mesure de produire des CLA. Alesi cultures déropionibacterium
freudenreichiisubsp. ont pu tolérer 1000 microgr/ml d’acide l@ique pour un rendement de
transformation en CLA allant de 57 a 87%, les ClrtAduits consistant en un mélange a 85-
90% des isomeres@s 11transet 9trans 11<is (Rainioet al, 2001). De méme, Ogavea al
(2001) proposent l'utilisation deactobacillus acidophilugpour produire les isomeresc
1l4ranset 94rans 11<cis ainsi que le 9rans 114rans Un maximum de 80% des acides gras

totaux formés est reconnu pour étre des CLA, gradement sous forme d’acides gras libres.

En I'état actuel des choses, les synthéeses midogjiiues de CLA apparaissent séduisantes,
mais leur faisabilité au dela de I'échelle du latoire et leur rentabilité économique restent

encore a démontrer.

[11-3 L’huile de ricin

Comme cela a été décrit ci-dessus, 'huile denrmeut étre considérée comme une
matiere premiere de choix pour la synthese desesaadas CLA. Cette huile est issue de la
planteRicinus communi&. qui pousse dans la plupart des zones tropicglssibtropicales.
L’origine du ricin n’est pas connue a ce jour. Gmge que la plante s’est d’abord développée
en Afrique de I'Est pour ensuite atteindre le Moy@nent. L’huile de ricin était connue en
Inde et en Chine il y a plus de 3000 ans. Puis,&ljagné ’Amérique du Sud a I'époque de

la colonisation. A I'heure actuelle, I'Inde, la @kiet le Brésil produisent a eux seuls 90% de

116



la production mondiale ce qui représente enviromillion de tonnes par an. Notons
également qu'il existe en Europe de petites pradustlocales principalement a partir de
variétés naines a croissance réguliére et hautdeneents. Les graines de ricin ont des
proportions tres variables, elles peuvent parfasumer plus du double de la taille des graines
de café. Leur longueur varie de 8 a 23 millimétlegt largeur de 5 a 14, et leur poids de 0.8
a 1.3 gramme. La teneur en matiéres grasses dasg#cortiqguées peut varier de 35 a 60%.
Les graines sont trés toxiques par la présenceedpmytoxine antigéne, la ricine, qui
s’associe aux globules rouges. A la dose de 0.008&%g soit I'équivalent de 5 graines
ingérées par un individu de corpulence normaleiciae est considérée comme |étale pour
’'homme. En revanche, fort heureusement, elle égsuie par la chaleur et lors du procédé
d’extraction de 'huile par solvant. De plus, laagre contient également un alcaloide, la
ricinine ainsi qu’'une protéine allergene, la CBIfj peut provoquer des irritations séveres
du systéme respiratoire. Il faut noter cependantaps substances sont absolument insolubles
dans I'huile. Enfin, notons qu’a I'heure actuelleexiste un programme de recherche initié
aux USA tentant de produire par modification généti une plante de ricin qui ne
contiendrait pas de ricine. Il est estimé que i@ 7 ans, cette nouvelle plante pourrait étre

mise sur le marché.

Dans les pays producteurs, la récolte des graedait de maniere rudimentaire a la
main. L’huile de ricin est obtenue par pressagéadgraine de ricin, suivi par une filtration.
Apres raffinage, on obtient une huile de couleung@pale. L’'huile est tres singuliére parmi
les huiles végétales car elle est constituée patement d’acide ricinoléique, un acide gras
particulier qui contient un groupement hydroxylel8C 1, n-9cis, n-7 OH). L’acide
ricinoléique peut représenter de 85 a 90% de lapogition totale en acide gras de I'huile.

Par ailleurs, on trouve également les acides adgilijupléique et stéarique .

Cette composition particuliere lui confére doncs dwopriétés physicochimiques
uniques. Ainsi, il s’agit la de I'huile avec le pltvaut indice de viscosité et qui contrairement
aux autres huiles est totalement soluble dans lte®la alors que sa miscibilité dans les
solvants aliphatiques est limitée.

L’huile de ricin est destinée a deux types d'séitions, 'une en pharmacie pour ses
propriétés laxatives bien qu’elle soit de plus &rs pemplacée par des médicaments récents,
I'autre dans le secteur industriel. Pour ce deytiianile de premiére pression est utilisée pour

la production de résines employées en tant qu'dgaritdans les vernis.
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Concernant 'huile modifiée chimiquement, le prdé&ééle déshydratation donne une
huile pale et inodore utilisée pour la productiom isines acryliqgues. L’huile de ricin
hydrogénée, quant a elle, obtenue sous la formpetlets, est utilisée en tant que graisse
lubrifiante ou précurseur de la synthese de cbesplus, I'huile de ricin hydrogénée ajoutée a
des graisses en augmente significativement lata@ésis thermique. Elle est également utilisée
en peinture pour empécher le jaunissement des psatien faciliter I'étalage.

En France, I'huile de ricin est tres utilisée ptaisynthése de polyamides qui sont obtenus
par décomposition chimique de I'huile en aldéhydacede undécylénique a des températures
de l'ordre de 500 a 600°C. Enfin, I'acide sébacigse un autre dérivé de I'huile de ricin.

Bien que moins utilisé de nos jours, il est emplpgér la synthése de nylon. Le tourteau est

quant a lui toxique pour les animaux ; il n’estralemployé que comme engrais.

[1I-3 Travaux menés au CIRAD sur la déshydratationde I'huile de ricin

Comme cela a été mentionné ci-dessus, le procédéédhydratation du ricin est
connu depuis tres longtemps. De ce fait, la plug@stpublications que I'on trouve sur le sujet
datent de plus de cinquante ans et par conséqoantdt trés peu d’informations quant a la
teneur des CLA formés etfortiori on y trouve pratiquement aucune données relaéiias
nature des isomeres conjugués formés. Ce conetgilécau fait que la catalyse hétérogene a
permis ces derniéres années la mise sur le maechéuweaux catalyseurs tres efficaces, nous
a emmené a reconsidérer ce « vieux » procedéatiadeé les potentialités de différents types
de catalyseurs pour former préférentiellement awrscde la déshydratation I'isomeérecia-
11-trans, puisque celui-ci est supposé étre prirmbdans les différents effets santé décrits au
sujet des CLA.

Sont donc décrits ci-dessus nos résultats les pdasnts relatifs a cette étude.
Cependant, ces travaux étant toujours en courss poeférons ne pas dévoiler la nature
exacte des catalyseurs employés. Par la suiteritmtsdonc dénommés catalyseurs A, B,C,D
etc...

[1I-3-1 Principe et suivi analytique de la réaction

Quand I'huile de ricin est chauffée en présenceadalyseurs de type acide de Lewis
ou de Bronsted, les acides ricinoléiques perdem mmolécule d’eau par une réaction
d’élimination. Le départ du groupement hydroxyle ddin atome d’hydrogene adjacent
engendre alors la formation d’'une double liaisonsdia chaine d’acide gras. Cette nouvelle

double liaison peut alors se localiser sur unetjposconjuguée par rapport a la double liaison
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de l'acide ricinoléique initialement présente, @mnie alors de nouveaux acides gras de la
famille des CLA.

Dans le cas ou la nouvelle double liaison se psaceaine position non conjuguée, on
forme alors de l'acide linoléique classique et smmeretrans —cis(Figure 38). De maniére
générale, parmi les isomere formés, on observelg@l A 9-cis 11+rans est majoritaire,
cependant, selon les parametres réactionnelsgueldempérature de chauffage, durée de la
réaction, nature et quantité du catalyseur employe,profil différent de formation des

isomeéres peut étre obtenu.

H
18 12 ‘ 10 C 9 1
CH—CH:CH—(CHZ)7—COOI-

—-C
< ‘ Acide ricinoléique
@)

f :OH C18:1, n-is, n-7 OH

Acide de Lewis ou de Bronste H0

Acide ruménique
12 11 10 9 C18: 2, Tis-11trans

Cr—(CHl—CH== CH—CH=~CH— (CH;),—COO0F

13 12 10 9
CHy—(CH,)— CH—CH— CH— CH—CH—(CH, ) ——COOF

Acide linoléique
C18:2, xis-12cis

Figure 38 : Principe de la déshydratation de I'huile de ricin
(par soucis de clarté la réaction est représerntéeteiment sur I'acide ricinoléique et non paslesr

triacylglycérols de I'huile de ricin)

Pour optimiser le rendement de la réaction, lecteta de déshydratation est
nécessairement placé sous pression réduite afthakser en continu I'eau produite au cours
de la réaction. De plus, une atmosphére d’azotenasttenue dans le milieu pour éliminer
toute trace d’oxygéne pouvant engendrer un phénerdéxydation des acides gras poly-
insaturés formés (CLA+ acide linoléique). Cependdas effets de mésomérie entrainent la
formation d’autres CLA isomeres tels que letfdhs 12<cis, le 10€is 12<cis et le 9trans 11-
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trans Il est bon de noter également qu'au cours dugutéae déshydratation une réaction
secondaire peut avoir lieu. Il s’agit d’'une réactie polymérisation entre différents acides
ricinoléiques qui aboutit alors a la formation denposés du type estolides. Pour éviter la
formation de ces polymeres, de la poudre de zihajeatée de maniere a ce qu’elle joue le

réle d’agent antipolymérisant.

Le suivi de la réaction est effectué par CPG apegsformation en esters méthyliques
des acides gras constitutifs de I'huile de ricisigélratée. L’identification des isomeres de
CLA formés au cours du temps est réalisée par craigua avec les temps de rétention d’'une
solution standard de CLA contenant différents is@®€Ainsi, a différents temps de réaction,
il est possible de déterminer le taux de conjugedaenu (pourcentage total de CLA formé),
ainsi que la répartition des différents isomeéras.edemple de chromatogramme est donné en

Figure 39.

LR

]
%]
—
(&

B6: 19

1]

L9

1-
C18: 2, 10ais-12¢is \ C18° 2, Oais-11trams

C18: 2 Orams-11tvams

Figure 39 : Exemple de chromatogramme pour le suivi analytdgiéa formation des
différents isomeres de CLA lors de la déshydratadie I'huile de ricin catalysée par un

catalyseur de type acide de Lewis ou de Bronsted
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l11-3-2 Résultats

Les nombreux essais que nous avons menés avérediff types de catalyseurs nous
ont permis de dégager un certain nombre de tenda@egtains catalyseurs n’ont pas du tout
ete efficaces et aucune formation de CLA n’a étseolee probablement en raison d’'une
température réactionnelle trop basse ou en raisenfaltes réactions parasites de
polymérisation. D’autres catalyseurs ont certesngeta formation de CLA mais dans des
proportions minimes. Pour ces essais, les résuitiaiisnus pouvaient étre dus soit a une
température réactionnelle insuffisamment élevéié asane quantité de catalyseur réduite, soit
a une activité catalytique insuffisante. Enfin, éssais qui ont été estimés concluants pour le
moment sont ceux pour lesquels la quantité de Chrnée était supérieure a 30% apreés
24 heures de réaction. Parmi eux, concernant lartiepn des isoméres formeés, on peut
classer les catalyseurs testés en fonction departiton des isoméres de CLA formés.
Certains ont conduit a des productions majoritagdes9€is 114rans tandis que d’autres
permettent la synthése privilégiée du CLA&8rs114trans

A titre d’exemple, certains des résultats obtermund donnés dans le tableau 12.

% d’acides gras

% de 9-cis
Catalyseur 10-tr 12- 10 cis 12- % CLA 11-trans Ac. Ac
9-c 11-tr ) ) O-tr 11-tr i . L
cis cis formés (sur total Linoléique Ricinoléique
CLA)

Cat A 14.70 2.15 6.06 15.10 38.01 38.67 51.32 1.85

CatB 8.72 2.61 3.52 20.09 34.94 24.96 48.31 1.67

CatC 30.76 0.00 7.07 9.63 47.46 64.81 39.23 3.64

CatD 9.09 2.84 4.23 18.09 34.25 26.54 38.13 4.94

Cat E 20.55 0.43 4.55 8.82 34.35 59.83 49.85 5.71

CatF 13.58 2.51 6.71 12.40 35.20 38.58 55.63 0.51

CatG 10.82 1.90 3.41 15.43 31.56 34.28 35.69 14.85

Tableau 12: Résultats d’essais de déshydratation réalisés
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lll - 4 Conclusion

Les premiers résultats obtenus montrent que Eiodade déshydratation de I'huile de
ricin est une méthode efficace pour produire dedeaclinoléiques conjugués. En effet,
suivant le catalyseur employé et la températuretigraelle, il est possible d’obtenir en fin
de réaction une huile de ricin déshydratée dorolaposition en acides gras présente des
teneurs significatives en CLA comprise en moyenmteee30 et 50 %. De maniére générale,
deux isomeéres sont préférentiellement formes, |& Otcis 114rans et le 9trans 114rans
Cependant, en modulant les conditions opératdieies que nature et quantité du catalyseur
employé, durée et température de réaction, ongeriter la réaction de déshydratation vers
I'isomeére désiré, c’est a dire lecds 114rans Au terme de la réaction, on obtient alors une
huile nouvelle issue de I'huile de ricin initialearm dont la composition est totalement
différente. En effet, alors que I'on partait d’'uhaile contenant naturellement de l'acide
ricinoléiqgue en forte proportion (environ 90%), Uike finale quant a elle, contient
globalement 50% d’acide linoléique (formé paral@édmt au cours de la réaction par un
procédé de déshydratation non conjuguée) et 40%adb CLA. Enfin, des traces minimes
d’acide ricinoléique n'ayant pas réagit ainsi geegdstant d’acides gras initialement présents
dans I'huile de départ (palmitique, stéarique,duléien particulier) sont trouvés. Il faut donc
noter que la nouvelle huile obtenue présente alasipropriétés nutritionnelles tout a fait
remarquables puisqu’elle serait potentiellementsmace importante d’acides gras essentiels
omega 6 (acide linoléique) ainsi que des isomerdsubles liaisons conjuguées dont les

activités biologiques sont trés recherchées.

Ainsi, si 'on compare ce procédé aux autres nagBochimiques existantes pour la
production de CLA on constate que la déshydratateiihuile de ricin a plusieurs avantages
sur l'isomérisation alcaline d’esters d’huiles mshen acide linoléique. En effet, il a été
précédemment expliqué que ce dernier procédé nixitds transformer au préalable I'huile
de tournesol ou de soja en esters méthyligues wmireacides gras libres pour ensuite
isomériser ces derniers et produire enfin les éérisonjugués. Les CLA sont alors obtenus
sous forme de concentrats d’esters ou d’acidexohtraire, la réaction de déshydratation de
I'huile de ricin se fait en une seule étape suivanprocédé relativement simple. L’huile est
simplement chauffée en présence d'un catalysedypmieacide de Lewis ou de Bronsted et
dans ces conditions sous l'effet de la chaleucid& ricinoléique sous forme d’esters de
triacylglycérols perd une molécule d’eau au prafi la formation d’'une double liaison

supplémentaire sur sa chaine. Ainsi, le produglfmbtenu ressemble en tous points a une
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huile classique puisque les CLA produits sont totgosous forme de triglycérides. D’un

point de vue métabolique, nous considérons queaetre confere a la déshydratation du
ricin un avantage certain par rapport aux réactmirsomeérisation alcalines de linoléate de
méthyle, puisque sous forme de triglycérides, iltess probable que les CLA soient mieux

absorbés par I'organisme et donc que leur actindtgique soit plus efficace.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce mémoire décrit mes activités de recherche sarpériode d’'un peu plus de dix
ans. On peut y constater que mon domaine de rd@h@n@jeur concerne la mise en ceuvre
d’enzymes lipolytiques ou lipases dans divers piésésoit de biocatalyse pour la
lipophilisation de molécules biologiquement actjvesoit dans des opérations du

biofaconnement des corps gras.

Concernant ce dernier point, on observe depuisiquitss années une augmentation
spectaculaire de [l'utilisation de biocatalyseurs pdrase aqueuse limitée. Les avantages
potentiels de la catalyse enzymatique en miliewdoou en présence de solvants organiques
sont en effet nombreux. Les réactions biocatalypéesettent notamment de travailler dans
des conditions douces de températures et de pmessiminimisent la formation de produits
secondaires. De plus, en raison de leur spécifitéétion trés pointue, les lipases favorisent
I'obtention de nouveaux corps gras aux proprietegsieo-chimiques et nutritionnelles bien
déterminées. Citons le cas des nombreux exemplgsadieiction par voie enzymatique de
triacyglycérols restructurés dont la composition l&t distribution en acides gras sont
parfaitement définis. A ce jour, la trés grande arit§ des lipases utilisées est d'origine
microbienne voire animale. En effet, les outils ldebiologie moléculaire associés aux
techniques de conditionnement de ces enzymes gennhde produire des biocatalyseurs aux
propriétés d’action tout a fait satisfaisantes pcatalyser des réactions du biofaconnement
des corps gras telles qu’hydrolyse, estérificativansestérification, interestérification ou

encore alcoolyse.

Cependant, le désavantage majeur qui limite enleodgveloppement a plus grande
échelle de ces procédés enzymatiques, réside ddaft ue ces biocatalyseurs microbiens
sont encore d’un codt relativement élevé, et ds,gtoduits par des technologies qui parfois
ne sont pas encore maitrisées dans toutes lemnsédio globe ; on pense en particulier a
certains pays en voie de développement. Enfinyddyzction de telles lipases microbiennes
fait bien souvent appel a des techniques de matiifics génétiques ce qui peut étre
problématique en fonction des contraintes |égigtatimposées par le pays dans lequel le

procédeé est développé.
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Pour toutes ces raisons, en collaboration avecdiffésents collegues du CIRAD, jai
choisi d’orienter mes travaux sur I'étude et laanén oeuvre de lipases végétales. En effet,
bien que beaucoup moins étudiées, on peut considgre ces enzymes présentent de
nombreux avantages en raison de leur colt largemi@nieur et de leur grande disponibilite.
Elles peuvent donc constituer une alternative ptteuse a I'usage des lipases microbiennes.
A titre d’exemple, les travaux qui sont décrits slém chapitre 2 de ce mémoire sur la lipase
du latex deCarica papaya montrent qu'une meilleure connaissance des agsiviet
sélectivités de ces poudres lipasiques végétalesise leur utilisation dans le domaine de la
bioconversion des lipides et permet la conceptienptbcédés enzymatiques innovants et
économiguement concurrentiels par rapport a ceya dgistants et faisant appel a des

enzymes d’origine microbienne.

Par conséquent, pour les prochaines années, §ayide poursuivre ces travaux sur
la valorisation de la biomasse végétale par la misévidence d’activités enzymatiques dans
ces matériaux pouvant étre mises a profit dangréifits procédés biotechnologiques. Il n’est
pas exclu que je sois conduit a travailler surdimsation d’autres activités enzymatiques
(glycosidases, phénoloxydases etc...), néanmoinsujeate dans un premier temps focaliser
mes travaux sur les activités de type lipasiqueghespholipasiques. Dans un contexte de
partenariat avec les pays du Sud, il conviendrasalie travailler a la mise au point de
procédés enzymatiques du biofagconnement des coapsfajsant appel a des biocatalyseurs
relativement rudimentaires, comme cela a été lepeasexemple avec le latex de papaye
lequel était utilisé sous forme de poudre bruthééadans les opérations que jai décrites
dans le chapitre 2. De méme, les travaux initiéc aws collégues équatoriens au sujet du
latex de babaco ou encore ceux débutant dans te dade collaboration franco-brésilienne
sur la valorisation des sources d’enzymes végétiase pays, démontrent clairement que la
conception de procédés enzymatiques a partir dérimax biocatalytiques végetaux n’est pas
illusoire. Ainsi, méme si cela peut paraitre utog/oire trop ambitieux, j'espere que mes
futurs travaux de recherche permettront a cerfpéys partenaires du CIRAD de disposer a
leur tour de procédés enzymatiques conduisantcaraeption et la mise sur le marché de
nouveaux corps gras du type triacylglycérols restmés dont les propriétés nutritionnelles,

physico-chimiques voire thérapeutiques sont pdiéiement recherchées.

125



Bien entendu, un travail considérable reste encoreéaliser notamment pour
comprendre de maniére plus approfondie le compenéroatalytique des lipases dans les
procédés du biofagconnement des corps gras. Papéxgiai tenté de montrer tout au long de
ce mémoire que certaines propriétés des enzymesdytiques n’étaient encore que
partiellement connues en particulier lorsqu’il $tade travailler en phase aqueuse limitée.
L’exemple de l'influence majeure de paramétres tpie la teneur en eau ou l'activité
thermodynamique de I'eau sur les propriétés aggtéaasiques des lipases a été largement
commenté tout au long de ce document. Ainsi, darmit de mieux connaitre et comprendre
les comportements de lipases dans ces procédasispge de collaborer de maniére plus
extensive avec des équipes plus « fondamentalisees particulier celle du laboratoire de
Lipolyse enzymatique (CNRS, Marseille) dirigée pdar Carriere. De la méme facon,
I'exemple des travaux réalisés par Catoal sur les isothermes de sorption de la lipase de
Carica papayamontrent clairement que la mise en commun de ctenpés complémentaires
au sein de 'UMR conduit & la production de régsltscientifiques permettant d’avancer

significativement sur ce sujet.

Dans ce contexte plus global de la création dMRX Ingénierie des Agropolymeres
et Technologies Emergentes) dirigée par Stéphailbe®illes compétences du laboratoire de
Lipotechnie seront mises a profit au sein d’'un deerecherche dédié aux Technologies
« douces » de stabilisation et de fonctionnalisat&insi, concernant le biofagonnement des
corps gras, cet axe correspond a la mise en ceaw@datalyseurs lipasiques (de préférence
d’origine végétale) dans des procédés doux de textypé et de pression et si possible sans
ajout de solvant afin de « fonctionnaliser » 'leutu le corps gras traité de maniere a lui
conférer les propriétés nutritionnelles, ou physiboniques désirées. Par exemple, on peut
envisager que les techniques enzymatiques perrhdiesynthése de glycérides partiels
particuliers présentant des propriétés barrietesaga tout a fait intéressantes pour étre utiliser
dans la formulation d’aliments composites et limaasi les phénoménes de migration d’eau
au sein de ces matrices alimentaires. De méme,tem@miques enzymatiques pourront
permettre de fonctionnaliser a des fins nutritidlesedes corps gras, par exemple par des
enrichissements en acides gras spécifigues de magierépondre parfaitement aux
recommandations nutritionnelles (rapport w6/w3xtaaturés/insaturés, acides poly-insaturés
longues chaines, etc...) ou pour formuler des dériy@diques destinés a lutter contre
certains problémes alimentaires (ex: TAG a chaimes/ennes pour alimentation de

nouveaux-nés prématurés, TAG partiellement assmpléur lutter contre le phénomene
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d’obésité). Pour mener a bien I'ensemble de cesatrg méme si le réseau NUTRILIPID
n'est pas effectivement établit cette année, jes@equ’il serait trés avantageux de se
rapprocher d’autres équipes européennes intervesiantdes sujets similaires liés a la
bioconversion des corps gras. Citons par exempdguipe du Pr.Bornscheuer (Univ.
Greifswald, Allemagne), celle du Pr. Parmentier @MA, Nancy) ou encore celles des Pr
Xu (DTU, Copenhague, Danemark ) et Haraldsson (UReykjavik, Islande). De méme, on
peut également envisager de collaborer avec I'éqdg Nicole Combe (ITERG, Bordeaux)
pour mieux évaluer I'impact d’un point de vue métadue de ces corps gras fonctionnalisés

par restructuration enzymatique.

Si lI'on excepte mes travaux sur [I'oxydation des tienas grasses menes
ponctuellement au sein du Groupe Danone, 'autreailoe de recherche auquel j'ai consacré
beaucoup de mon temps correspond a I'utilisatianlig@ses en biocatalyse pour la synthése
de molécules polyfonctionnelles. La encore, cesatra rejoignent I'axe de recherche de
notre UMR puisqu’il s’agit de fonctionnalisationsutes par lipophilisation enzymatique de
substrats hydrophiles conduisant a I'obtention develles molécules combinant différentes
propriétés (antioxydantes, tensioactives, bactirgi filtre UV, etc...). La principale
difficulté a surmonter de ce type de réaction msidns le fait qu'’il faut faire interagir par
I'intermédiaire du biocatalyseur deux substratpdarités trés differentes. Comme cela a été
décrit dans le chapitre 3, plusieurs parametresiaud sont alors a prendre en considération
afin de permettre la synthése avec des cinétigéestionnelles et des rendements
satisfaisants. Ces parameétres correspondent parpéxe la nature du solvant employé, au
choix de I'enzyme et de son conditionnement, apadpmolaire des deux substrats, a la
nature du donneur d’acyle ou encore a la modificagiréliminaire du substrat hydrophile de
maniere a abaisser son hydrophilicité et favorasesi sa solubilisation dans le solvant choisi

ainsi que son contact avec le donneur d’acyle hgep

Les exemples du chapitre 3 illustrant les potétémde la lipophilisation enzymatique
de biomolécules montrent que les lipases peuveatudilisées dans de multiples réactions
impliquant des substrats trés divers. Outre leillisation dans le domaine du biofaconnement
des corps gras, on constate que ces enzymes $entéeéit aussi efficaces pour catalyser des
réactions d’hydrophobation de substrats trés hydleptels que les sucres, les acides aminés
et leur dérivés et enfin les molécules complexesyde polyphénols et acides phénoliques.

Bien entendu, cette technologie de lipophilisatemzymatique peut probablement étre
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extrapolée aux macro-molécules telles que protéategourquoi pas polysaccharides. Le
laboratoire de Lipotechnie a dailleurs acquis geemiers résultats en comparant les
avantages et inconvénients des voies chimiquesnaynetiques pour I'hydrophobation
d’isolats de protéines de soja (Roussedl, 1997). Ainsi, dans le cadre de 'TUMR, et en ce
qui concerne la fonctionnalisation douce des agem@rces on peut envisager que
jintervienne sur la mise en ceuvre des lipases pirsg modifications rhéologiques et
fonctionnelles de macromolécules afin d’obtenir meemple des films barrieres plus

performants vis a vis de I'eau.

De plus, I'exemple donné dans ce méme chapitre r3lauipophilisation des acides
phénoliques et polyphénols illustrent clairemerd pmtentialités des molécules obtenues
puisqu’elles conservent les activités biologiques dusbtrats polyphénoliques initiaux et
présentent en plus des propriétés tensioactives deaferant une efficacité accrue aux
interfaces lipides/eau. Etant donné l'intérét qee cpnstate chez bon nombre de nos
partenaires industriels des secteurs agroalimestgaharmaceutique ou cosmétique pour ces
nouvelles molécules, il va de soit que je vais éggalement amené a poursuivre ces travaux
de lipophilisation de polyphénols. En conséquerm®,peut envisager que les résultats
prometteurs obtenus avec les extraits de café(aerles chlorogéniques) soient étendus a
d’autres matieres premieres présentant des astibitdogiques trés comparables. Citons par
exemple, les extraits polyphénoliques de romarim ltpn trouve en abondance sur le marché
des antioxydants ou encore les margines d'olivesid@née comme un déchet d’huilerie et qui

pourtant sont a valoriser en raison de leur fateetr en polyphénols.

Pour conclure, dans un contexte mondial ou l'onseacie de plus en plus de
préservation de I'environnement, de meilleur pagtdgs richesses, de développement durable
et de valorisation des agroressources, je suisatocw que la conception et le développement
de nouveaux procédés et produits en utilisant dealyseurs enzymatiques, fortiori
d’origine végétale, devraient connaitre un essosicierable dans les années a venir. J'espere
que les activités que je souhaite mener vont megitre d’apporter ma « toute petite pierre a
I'édifice ». Enfin, je terminerai en soulignant geesucces des travaux que j'envisage dépend
inévitablement des échanges fructueux et enrighissgue je souhaitr entretenir avec mes
différents collegues tant au niveau de 'UMR et GIRAD, qu’a I'échelle européenne et

mondiale.
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