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Désacidification biocatalysée des
huiles hyperacides en réacteur continu

A. DUCRET!". D. MONTET", M. PINA™Y, J. GRAILLE @

Résumé. — Les conditions utilisées en batch pour la désacidification des huiles hyperacides par réesténfication biotacalysée par des lipases
des acides gras libres avec des glycérides partiels sont mises en oeuvre en systeme continu, En unlisant une huile acide modele & 40 % d”aciduté,
aprés avolr testé sans résultat probant successivement un réacteur 4 It catalytique fixe sans et avec piégeage de I'eau formée 1 sire, puis un
réacteur continu alimenté par différence de pression. nous avons mis au point un réacteur continu sous pression réduite donnant satisfaceion,
Les résultats obtenus sont trés encourageants puisqu'il suffit de traiter l'huile & désacidifier par 2 passages successifs a L'intérieur du réacteur

pour que I'acidité seit réduite de 20 %.

Mots clés. — Huiles hyperacides, désacidification enzymatique, réestérification, réacteur continu, pression réduite

INTRODUCTION

Les huiles alimentaires sont généralement raffinées avant
d’8tre commercialisées, afin de répondre aux critéres de qua-
lité requis. Cependant, 1'acidité trés élevée de certaines
huiles tropicales {} 10 %) rend ces huiles difficilement raf-
finables par les méthodes classiques et cec1 pour deux rai-
sons essentielles :

— l’une technologique, la forte teneur en savons aprés
neutralisation provoque la formation d’émulsions
irréductibles,

— 1’autre économigue : pertes importantes au raffinage.

La réduction de 1’acidité en dessous d’une valeur infé-
rieure 3 5 % rendrait le raffinage plus aisé, plus efficace.
moins colifeux et limiterait les pertes. Une solution sédui-
sante au probléme du traitement des huiles hyperacides érait
de réestérifier par vole enzymabque dans des conditions
douces les acides gras libres avec les glycéndes partiels de
I'huile [1]. Dans un premier temps, en utilisant des lipases
en milieu trés 1égérement hydraté, 1'étude a consisté a met-
tre au peint en batch, sur un substrat modéle acide, des condi-
tions opératoires idoines de désacidification enzymatique.
de maniére a faire chuter I'acidité en dessous de 5 . seuwl
compatible avec le raffinage & la soude [2-3]. Par la suite, les
conditions optimisées ont pu &tre efficacement mises en ceuvre
sur une huile de palme hyperacide et sur une huile de tournesol
hydrolysée. Toutefois, ces mémes conditions n’ont pas pu
étre appliquées telles quelles & I’huile de son de riz dont la
fraction "oryzamol” nen glycéridique est soupgonnée
d’&tre 1'inhibiteur principal du catalyseur enzymatigue [4].

Pour clore cette étude, le présent travail a consisté 4 tester
la faisabilité de la mise en oeuvre du procédé en réacteur
continu sur le corps gras acide modéle en vue de réduire les
coidts de I'opération et de considérer une possible applica-
tion industrielle.

(1) Laboratoire de Lipotechnie, CIRAD-CP, BP 5035, 34032 Montpellier
cedex, France

(2} Laboratoire de Lipotechnie, CIRAD-CP, BP 5035, 34032 Monl-
pellier cedex, France. A qui toute correspondance doit étre adressée

MATERIELS ET METHODES

Huile modéele

Uncorps gras acide est reconstitué en mélangeant a de 1’acide
oléique technique de la "monooléine” (FLUKA) contenant
des tnglycérides, des diglycérides. des monoglycérides et
une faible gquantité de glycérol. La quantité steechiométrique
d’acides gras 4 ajouter est déterminée par analyse des diffé-
rents constituants de 1a moncoléine par CCM [2]. L’acidité
est de 1'ordre de 40 %.

Biocatalyseurs

Les biocatalyseurs mis en oeuvre en réacteur continu (Lipo-
zyme T™, lipase de Mucor mieher et ipase SP435L foumis
par NOVO Industr1) sont ceux avant donné les meilleurs
résultats dans la mise au point de la réaction en batch [2-3].

Désacidification en réacteur continu a lit fixe

Le réacteur utilisé est une colonne de verre (diamétre in-
terne 1 ¢m, longueur 25 cm) équipée d’une double enveloppe
permettant par circulation d’un flux d’eau thermorégulée de
maintenir la température & 60 °C. La colonne est remplie
avec 16 g de Lipozyme ou 12 g de Lipozyme additionnés de
6 g de tamis moléculaire (3/&). Les temps de s€jour varient
entre 9 et 100 min ce qui correspond & des débits compris
entre 5 et 0.56 ml/min. Le mélange réactionnel, maintenu
sous agitation magnétique dans un erlenmeyer 4 60 °C grice
a un bain-marie thermorégulé, est amené au bas du réacteur
a I'aide d'une pompe péristaltique (Gilson Minipuls 2). Le
corps gras désacidifié€ est récupéré en sortie de colonne.

Désacidification en réacteur continu sous pression réduite

Les réacteurs et les conditions opératoires utilisées seront
détaillées dans la partie "résultats et discussion”.

Rendement de désacidification

Le rendement de la réaction est toujours déterminé a partir
de la diminution de "acidité du milieu calculée comme suit :
Rendement % = | Acidité {tq} - Acidité (ts)/Acidité {15)] x 100.
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Acidité des huiles
L’ acidité est dosée selon la norme AFNOR [5].

Quantité d’eau dans les huiles

La teneur en eau des huiles est délerminée par la méthode
de Karl Fisher a ’aide d"un titrimétre automatique a lecture
directe BAIRD et TATLOCK type AF3.

Activité de 1’eau (aw)

Les mesures sont effectuées 825 °C 4 1%aide d*un Thermo-
constanter Novasina RTD-33, TH2 aprés calibrage de 1’ap-
pareil avec des sels étalons a aw connue.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les conditions opératoires de désacidification des huiles
hyperacides. basées sur la réestérification enzymatique des
acides gras libres avec les glycéndes particls mises au point
en batch et optimisées selen un plan d’cxpérience, permet-
tent effectivement de diminuer 1'acidité en-dessous du seuil
de 5 % en faisant varier les paramétres suivants : tempéra-
ture, pression, proportion du biocatalyseur. Les valeurs ap-
timales définies, i savowr 60 °C, 20 mm Hg ct 5.5 % (w/w)
de biocatalyseur, ont permis d’obtenir des rendements de dé-
sacidification de 93 % [3]. L intérét de cette réaction s’en
trouverait encore accru sile procédé de désacidification pou-
vait s 'effectuer en contmu. L’ utilisation d’enzymes immobi-
lisées (ayant donné déja les meilleurs résultats en batch)
devrait faciliter 1’extrapolation du procédé. Les différents
essais ont été effectués en biocatalysant la réaction avec le
Lipozyme sur le mélange acide modele 4 40.5 % d acidité.
Il aurait également été soubaitable d’utiliser en réacteur
continu la lipase SP435L qui s’est avérée étre trés perfor-
mance en batch. Toutefois, cette enzyme n’étant pas encore
commercialisée et compte tenu des guantités nécessaires, il
n’a pas été possible de I"utiliser dans nos essais.

Réacteurs continus a lit catalytigue fixe

Le principe du réacteur continu & lit fixe est le suivant :
I’huwile & désacidifier est pompée i travers une colonne ther-
morégulée et remplie de catalyseur, Elle est ensuite récupé-
rée en sortie du réacteur en plusieurs fractions correspondant
chacune au volume mort de la colonne (Fig. 1).
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FIG. 1. — Schéma du réacteur continu & ht fixe

Oléagineux, Vol. 48.0° 4 - Avril 1993

TABLEAU 1. — Désacidification en fonction du temps de
passage

Nombre de volume morts” !

1 2 3 4 3
Débit = 4,8 ng]/’min
TC =~ 9mmn™
Acidité (%) 311 31.1 31,6 3.8 31,7

Rendement (%) 23,3 23,2 219 21,5 217

Débat = 1.75 m)/mun

TC= 23 mmn
Acidité (%) 304 30,0 25,6 28,9 289
Rendement (%) 249 259 269 28,6 28,6

Débit = 0,45 mljimun

TC =~ 100 min
Acidité (%) 40,5 29,7 28,8 28,8 28,8
Rendement (%) - 27.1 28,9 289 28,9

{1} volume mort = 44 ml
(2yacaduté 3 tp =40 5 %

TABLEAU II. — Evolution de la quantité d’eau et de I’aw en
fonction du temps de passage

Nomibre de volume morts'

0 1 2 3 4 5

Débit = 4 B ml/min

TC = 9min
HaQ(%,p/p) 047 1,02 1,02 091 092 0%
aw® 034 055 0353 049 049 049

Débit = 1,75 ml/min

TC= 25 mn
H20 (%, p/p} 047 090 050 090 091 092
dw 034 054 054 052 4051 051
Deébit = 0.45 ml/mun
TC = 100 nun
H20 (%, p/p) 047 082 125 101 10 1,0
A D34 057 032 052 052 D032

{1 volume mort = 44 m]
(2} aw {Lipozyme) = 0,46

Influence du temps de passage

La température étant fixée a 60 °C a l'intérieur de la
colonne etla quantité d’enzyme & 16 g de Lipozyme, le seul
paramétre que 1" on fait varier est le temps de contact (TC)
entre ’enzyme et le substrat dans le réacteur. Il est directement
relié au débie par la relation : TC (min) = volume meort de la
colonne (ml)/débit {ml/min), La réaction a &té &tudiée avec
3 TC différents {Tableau I). Dans tous les cas, il est néces-
saire d’attendre le passage de 3 4 4 volumes morts de colonne
pour atteindre le régime permanent, ce qui correspond 4 une
acidité finale constante. Toutefois, les rendements obienus
sont faibles (inférieurs 4 30 %). De plus, les rendements ne
sont pas proportionnels au temps de contact entre 1"huile et
Penzyme. Avec un TC de 20 min, un palier 4 29 % de ren-
dement est atteint et "accroissement du temps de s&our de
I’huile dans le réacteur ne permet pas d améliorer le rende-
ment. Tout se passe comme s’il y avait un facteur qui limite
la réaction de désacidification, ou autrement dit la réaction
de réestérification.

Influence de I'ean

Dans la réaction de réestérification, I’eau a une grande in-
fluence sur 1’orientation de la réaction et 1'on peut supposer
que I’eau générée précédemment dans le réacteur estlacause
de son manque defficacité. En conséquence, nous avons suivi
I’activité de 1’eau et la quantité d’eav dans les différents
échantillons d’huile récupérées en sortie de réacteur pour les
3 temps de contacts précédents (Tableau II). Dans tous les
cas, on remarque que la quantité d’eau présente dans I"huile
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a considérablement augmenté et représente quasiment 1 9%
de I'huile en poids. L’ aw correspondante croit jusqu’a 0,3 alors
que I'aw dans la réaction optimisée en batch n’est que de 0,3.

Afin de montrer que les faibles rendements obtenus sont
effectivement dus a la présence d’eau dans 'huile, on a essayé
d’éliminer cette eau en la piégeant dans du tamis moléculaire
3A (Tableau III), Conformément a notre attente, le rende-
ment nitial est amélioré puisqu’il est supérieur a 55 %.
Cependant, il chute par la suite trés rapidement car le tamis
est saturé d’eau. Toutefois, on aurait pu s’attendre 4 consrtater
une augmentation de 1'a, jusqu’a 0,5 comme dans les essais
précédents ne contenant pas de tamis moléculaire. Or, s11'aw
augmente légérement, elle reste toutefois inférieure i 0.4,
L’aw mesurée sur 1'huile en sortie de réacteur est done
proche de celle obtenue avec les réactions en batch (aw =
0,3), mais dans ce cas les rendements restent trés faibles
(inférieurs & 20 %). On peut expliquer ces résultats par le fait
que I’a.w est mesurée sur I’huile a la sortie du réacteur. En
fait, a 'intérieur du réacteur. une grande proportion d’eau
reste pi¢gée dans le tamis et doit augmenter de fagon trés signi-
ficative I'aw du milieu. En conséquence 1'enzyme n'est plus
dans les conditions optimales pour permettre de reproduire
les excellents rendements obtenus en "batch”.

Cet ensemble de résultats montre que 1'utilisation du lit
catalytique fixe afin de réaliser la réaction de désacidification
en continu semble inadaptée. Il faut donc convecoir un réac-
teur dont le principe de mise en oeuvre permettra d’éliminer
I’eau en continu.

TABLEAU III. — Réacteur 2 lit fixe!” avec piégeage de
I’'eau par du tamis moléculaire pour un temps de contact
d’une heure

bl
Nombre de volume morts' >

0 ] 2 3 4 5
Aciduté (%) 405 177 287 323 33,1 334
Rendement (%) — 563 291 200 183 175
H20 (%, p/p) 026 015 036 043 046 053
aa @ 0,31 028 034 035 037 038

(1) réacteur a lit catalytique fixe = 12 g Lipozyme + 6 g tamis moléculaire
(2} volume mort = 29,3 ml

REACTEURS CONTINUS SOUS PRESSION
REDUITE

Comme dans le cas des réactions mises en ceuvre en baich,
I’élimination en continu de I'eau générée au cours de 1 esté-
rification pourrait &tre rendue possible en plagant le réacteur
sous une pression suffisamment réduite pour permettre
1’évaporation de I’eau nouvellement formée a la température
de laréaction. Toutefois, I'adaptation en réacteur continu de
cette opération somme toute aisée en batch est beaucoup plus
délicate dans ce cas et a nécessité plusieurs essais pour
concevoir un procéde efficace

Essai préliminaire - Alimentation du réacteur par dif-
férence de pression (Fig. 2)

La circulation de I’huile en continu dans le systéme est as-
surée par aspiration de 1"huile grice i des différences de
pression exercées entre d’une parl le milien de départ
(760 mmHg) et le réacteur constitué d’un ballon de 250 ml
triple col (50 mmHg) et d autre part ce méme réacteur ot
I’huile récupérée en sortie (15 mmHg). La quantné d hutle
dans le réacteur est mamtenue constante (50 g) grice au
tuyau de sortie muni d'un filtre en verre fritté relié a la
pompe & vide n° 2. Le temps de contact entre ’huile et le bio-
catalyseur (5 g) dans le réacteur est régulé en fixant le débit
d’entrée de 1'huile dans le réacteur 4 I'aide de la vanne
micrométrique n® 1. Le prélevement des échantilions d huile
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désacidifiée s’effectue aprés fermeture de la vanne micro-
méfrique n° 2 ce qui permet de ne pas modifier la pression
réduite & I'mtérieur du réacteur qui est alors assurée par la
pompe & vide n” 1.

La réaction est suivie en continu et lorsque le régume
permanent est atteint, ¢’est-a-dire quand 1'acidité finale
obtenue est constante. le rendement de désacidification est
égal 3 29,5 % ce gui est faible par rapport aux rendements
obtenus en batch On pourrait envisager d’améliorer ce ré-
sultat en diminuant la pression ce qui est toutefois difficile-
ment réalisable avec ce montage. En effet, la différence de
pression entre le réacteur et le milieu final doit &tre suffi-
samment importante pour pouvoir aspirer |'huile désacidi-
fiée et compenser les pertes de charges importantes dans la
tuyauterie.

Procédé amélioré (Fig. 3)

Le réacteur est constitué d’un flacon triple entrée conte-
nant 50 g d’huile a traiter et 5 g de Lipozyme sous agitation
magnétique douce. Le réacteur est muni d une poche
filtrante empéchant le passage du biocatalyseur, Le systéme
de double pompe 4 vide permettant de récupérer I*huile
désacidifiée est conservé comme dans le cas précédent, Dans
ce cas, le ballon collecteur de "huile désacidifiée est un
ballon triple col, muni chacun d’un robinet, et reiié aux deux
pompes 4 vide et au réacteur ce qui permet de le retirer sans
changer la pression interne du montage.

La circulation de I'huile dans le nouveau montage ne repose
plus surla différence de pression entre les compartiments. Le
réacteur et le récipient contenant I'huile désacidifiée sont
maintenus sous une méme pression réduite ({ 25 mmHg) qut
peut £tre contrdlée. L'huile désacidifiée ne quatte plus le
réacteur par aspiration comme dans le cas précédent mais par
un systéme de trop-plein. Afin d assurer d’une part un meil-
leur contact entre 1"huile et le biocatalyseur et ne surtout pas
subir d’autre part un phénoméne de dépression, 1 huile acide
au départ est introduite parle bas du réacteur et le débit d’entrée
{directement relié au temps de contact huile/Lipozyme dans
le réactenr) est régulé a I'aide d’une pompe péristaltique.

Avec ce nouveau montage, on a faul varier la pression i
I"intérieur du réacteur et le temps de contact enzyme/substrat
tout en maintenant constants la température a 60 °C et le rap-
port pondéral enzyme/substrat égal 4 10 %.

Pour chaque essai, la réaction a €té€ suivie jusqu’a obten-
tion du régime permanent atteint aprés passage dans le réac-
teur d’un volume correspondant 4 5 ou 6 volumes morts et
pour lequel 1'acidité finale est constante. Les résultats obte-
nus avec le Lipozyme sur le systéme stabilisé pour des pres-
sions réduites de 8, 12 et 25 mmHg sont indiqués dans le
tableau IV.

TABLEAU IV. — Désacidification en réacteur continu en
fonction de la pression rédaite et du temps de contact en-
zyme/substrat

Pression Aciditgt? Redement
(mmHg) (%) (%)
TC (h) 2 8 26,3 a5
6 8 17,0 58
13 8 8,1 80
3 12 275 32
6 12 21,1 48
12 12 16.2 60
4 25 28.3 30
8 25 233 42
13 25 219 46

{1y acidid 31 =40.5 %
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FIG, 3. — Réacteur en continu sous pression réduite aprés amélioration du montage

On constate une trés nette amélioration du rendement de
désacidification lorsque 1'on diminue la pression et que le
temps de contact augmente. Sous 8 mmHg, pression mini-
male accessible avec ce montage et pour un temps de 13 h,
il a été possible de réduire 'acidité de 40,5 a4 8,1 % ce qu
correspond a un rendement de désacidification de 80 %. Il
faut noter que 1’aw du mlieu est égale dans ce cas 4 0,3, valeur

trés proche de celle obtenue dans les conditions optimisées
en batch (0,29},

En utilisant le méme systéme, un essai a été effectué avec
la lipase SP 435L dans ces mémes conditions (8 mmHg, 13 h
de temps de contact) et a abouti a4 des résultats tout & fait
comparables & ceux obtenus avec le Lipozyme (81.5 % de
rendement de désacidification).
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Recyclage de ’huile 4 travers le réacteur

Afin de savoir si I'on pouvait réduire davantage I"acidiné
de I'huile obtenue aprés une premigre désacidification mise
en ocuvre dans les conditions précédentes (8 mmHg, 13 h de
temps de contact), cette méme huile subit un deuxiéme passage
i travers le réacteur. Les résultats obrenus en régime perma-
nent sont trés satisfaisants puisqu’en partant d’une huile -
tialement & 40,5 % d’aciduté, I’acidité résiduelle de 8.1 %
aprés le premier passage est alors réduite 3 4,3 % seulement
Le rendement global de désacidification est donc prés de 90 %.

Ce résultat est trés important car il signifie qu’a une plus
grande échelle, on pourrait envisager des réacteurs succes-
sifs permettant de réduire 1"ac1dité au niveau souhauté.
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Dans cette hypothése, 1l est également important de noter
que 'huile n’a pas besoin de subir un traitement particulier
entre chaque réacteur. En effet, le fait de travailler sous pres-
sion réduite permet au corps gras issu du premier réacteur
d"étre encore dans de bonnes conditions d hydratation pour
son passage dans le suivant, 1'aw n’étant pas modifiée grice
i I’élimination de ’ean en continu. L’extrapolation de la
réaction de désacidification biocatalysée des huiles hyper-
acides en systéme continu parait donc tout a fait réalisable.
Un 1el procédé serait toutefois encore relativement cotiteux
i mettre en oeuvre au niveau industriel
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Général de 1'Hérault pour sa contribution financiére 4 la réa-
lisation de cetie étude (n° 91.1108).
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ABSTRACT

Biocatalyzed deacidification of hyperacid oils in a continuous reactor

A.DUCRET. D. MONTET. M PINA.T. GRAILLE. Oléggimenx, 1993, 48, N°4, p, 195-200)

The conditions used in batch processing tor deacidification of hyperacid o1ls through reeste-
rification brocatalyzed by the lipuses of free fatty acids with partial glycerides were nsed i
a continuous system. Atter successivels testing a fuxed cataly tic bed reactor, with and withowt
trapping of the water formed 7n siree. then a continuous reactor fed by pressure difference. each
time with no conclusive success. we developed a continucus reactor at Jow pressure which
gave satisfuction. The resulls obained were very encouraging, since the oil 1o be deacidified
merely had to be passed through 1he reactor twice to reduce acidity by 90%.

Key words, — Hyperacid o1ls. enzy matie deaciditication. reesterification. continuous reactor.

low pressure.
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RESUMEN

Desacidificacidén biocatalizada de aceites hiperacidos en reactor continuo

A.DUCRET, D. MONTET, M. PINA. J. GRAILLE, Oléagineux, 1993, 48, N°4. p 195-200

Las condicienes utilizadas en batch para la desacidificacion de aceites hiperdcidos mediante
nueva estenificacion biocatalizada por lipasas de dcides grasos libres con glicéridos parciales
se establecen en sistema continuo Usando un aceite dacido de referencia al 40 % de acidez,
después de probar sucesivamente un reactor de lecho catalitico fijo sin captura del agua for-
mada en el sitio y con captura del agua, sin resultados convincentes, v luego un reactor conti-
nuo alimentade por diferencia de presidn, hemos desarrollado un reactor continue a presién
reducida que da resultados satisfactorios. Los resultados logrados son muy alentaderes, ya que
basta con tratar el aceite a desacidificarse pasdndolo 2 veces seguidas dentre del reactor para
que la acidex se halle reducida en un 90 %,

Palabras claves. — Aceites hiperacidos, desacidificacion enzimética. nueva esterificacion,
T€actor continuo. presién reducida.
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