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Eifet des solvants organiques sur la synthese
enzymatique de glycérides partiels

en milieu biphasique

G. RENARD (1}, J. GRIMAUD (1), A. EL ZANT (2), M. PINA (2) et J GRAILLE {2)

-

Résumé. — 1l est possible d’obtenir des o monoglycérides {2 MG) cu des diglycerides 1-3 (DG 1-3) purs dans un milicu biphasique (glycérel
hydraté/solvant orgamque) en [aisant réagir directement des acides gras (AGL) en présence d'une poudre lipasique commerciale de Rhizopus
arrhizus fonctionnant en synthése. L'orienlation de la réaction vers la formation d’ o monoglycéndes ou de diglycénides 1-3 est étudiée en
foniction de la nature du solvant organique mis en jeu La nature des produits synthélisés est en relation étrotte avec leurs solubilités dans la

phase orgamque,

INTRODUCTION

On sait depuis longtemps que les enzymes sont actives
dans des solvants apolaires [1] et que certaines ont &té
utilisées pour transformer des composés wnsolubles dans
I’ean [2] ou pour la synthése peptidique [3] en développant
des procédés favorisant le déplacement de 1’équilibre vers la
synthése.

Dans le domaine des corps gras, Werdelmann et Schmid
[4] ont résumé les principaux travaux biotechnologiques en
insistant sur le défi et 'opportumté de telles recherches.
Okumara et coll. ont également trés rapidement vu I'intérét
de ['utilisation des lipases dans le sens de la synthése [5, 6. 7).

Dans un précédent article [8], nous avions montré qu’il est
possible d’obtenir par voie enzymatique des monoglycéndes
purs, a partir d’acides gras libres et de glycérol en miheu
biphasique ; nous avions utilisé des lipases d’origine micro-
bienne. En effet, on trouve facilement ces enzymes sur le
marché et elles ne nécessitent pas de cofacteur pour fonc-
tionner. De plus, les résultats que nous avions enregistrés
nous ont amené & penser que le solvant organique utilisé
devait jouer un role important dans l'orientation dcs
preduits de synthése obtenus.

Nous décrivons dans ce travail la synthése de glycérides
purs en fonction de la nature du solvant choisi.

MATERIEL ET METHODES

La hipase de Rhizopus arrhizus utilisée est unc lipase 1-3
spéeifique qui nous a ét¢ gracicuscment fournie par la soci¢ie
Gist-Brocades (France). Le glycérol bidistillé (Merck) est de
qualité analytique. Les acides gras et les autres composés
utilisés sont de qualite technique (Merck)

Conditions opératoires générales des synthéses.

Les réactions sont conduites sous agitation mécanique
(400 osciliations;min) dans une enceinte thermostatee Dans
un flacon de 25 mi hermétiquement fermé. on ntroduit 5 g
d’un mélange glycérol/ean contenant 50 mg dec lipasc (R.
arrhizus) et 10ml d’une solution & 2 % d'AGL (200 mg)
dans le solvant orgamique choist non miscible 3 la phase
glycérolique.

(1) ENSCM,, §, rue de I'Ecole Normale, 34033 Montpellicr

(2} Diviston Chimie des Corps Gras, IRHO-CIRAD. BP 5033 34012
Montpellicr

Aprés pesée du glycérol. la quantité convenable d’eau est
ajoulée A la pipeite de précision pour obtenir la proportion
pondérale voulue. Ensuite, 'enzyme est ajoutéc sous forme
de poudre puis dispersce dans la phase glycérolique jusqu’a
homogeénéité. On laisse au repos dix minutes La solution
d’AGL est alors ajoutée. L’agitation proveque le contact des
deux pbases non miscibles. La réaction esl stoppée par
I'arrét de 'agitation. Les phases se séparent ct 'enzyme reste
dans la phase glyeerolique

La phase organique, contenant les glycérides synthétisés et
les acides gras restants, peut étre récupérée quantitative-
ment, lavée d I'eau distillée puis séchée sur sulfate de sodhum
anhydre. Le solvant est éhminé sous pression réduite et le
mélange lipidique repris par 10 ml du méme solvanl organi-
quc ¢l conservé 4 4 °C sous atmosphére d’azole.

Quantification des produits de la réaction [9].

L &valuation des glyceérides synthétisés s’effectue par chro-
matographie sur couche mince (CCM) (déposeur autemati-
que : Linomat III de Camag. évaluation photodensimétri-
que : scanner de Camag, intégréateur : Eruca 10 Dels).

Les plagques commerciales de silice 60 G de 0.25 mm
d’éparsseur (Merck) sont lavées 4 fond perdu a Iéther
éthylique distillé pour éhiminer toute trace de matiére orga-
nique.

En CCM quantitative, la nécessitc d’obtemir des Rf
compris entre 0.3 et 0.7 obhge a cffectuer 1a separation des
mélanges de glycéndes selon les deux systémes de dévelop-
pement suivants :

— hexanc/ether éthylique/acide acétique : 75/25/1 (viviv)
pour doscr les triglycerides, les diglycérides ¢t les acides gras
libres .

— hexane/ether éthylique/acide acélique : 10/90/1 (v/v/v)
pour doser les monoglycérides

Le dépdt en bande effeciué automatiguement & Uaide du
deposeur @ commande électronique permet d’obtenur unc
samment ¢troites ¢t reclihgnes. conditions favorables pour
I'estimatlion guantilative.

Aprés ¢évaporation du solvant. les chromatoplaques sont
révelees par dispersion. durant 20 secondes 'une solution
constituee d'un mélange fraichement préparé en parties
¢gales d'une solution aqueuse saturée d’acétate de cuivre 4
15°C ct d’acide phosphonque d4 80 % [10]. La pression
appliquée sur le disperseur dont on dispose est de 0,25 bar.
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La révélation des plaques est obtenuc par chauffape 4 150 °C
pendant 5 minutes trés précisément. Le respeci scrupuleux
du protocole opératoire de carbomisation contribue aussi,
largement, & la répétabilité des densités opliques. Dans ces
conditions, les substances apparaissent sous forme de bandes
noires, Les bandes sont ensuite évaluées par photodensito-
métrie en réflexion a 500 nm, longueur d ondc optimale. Les
mesures sont ainsi trés reproductibles.

Au préalable, une droite d’étalonnage a é1é élablie 4 'mide
d'une gamme de témoins purs de 0 a4 25 pg de chaque
catégorie lipidique. Dans les conditions préciiées, tous les
constituants ont une méme el seule droite de réponse. La
linéarite de I'équation est vénfiéc jusqu'a 13 pg en équivalent
carbone.

Evaluation de I'isomérie off des monoglycérides synthé-
tisés.

Le monoglycéride obtenu par vole enzymatique st déposé
sur une plague de sihece préalablement imprégnée d’une
solution d’'acide borique & 5 %, puis réactivie. Le systéme de
migration est conslitué du mélange chloroforme/act-
tone/acide acétique/méthanol (75,5/25/0.5/2 1 v/v : v/v) dans
lesquels les Rf respectifs des o et Mg sont de (.45 ct 0,63.

Synthése enzymatique préparative de diglycérides 1-3 en
discontinu dans le n-heptane.

Dans un réacteur de 230 ml, on met en contact 100 ml
d'unc solution d’acides gras 4 2 % dans lc n-heptane, 50 g
d’un mélange glyctrolican (95/5 p/p) et 500 mg de lipase (R.
arrfuzus). Le milieu cst agité et mamtenu 4 38 °C pendant
4 heures. Les acides gras restant a la fin de la réaction sont
enlevés du mlieu par un lavage basique (solution hydroal-
coolique (50/50% de bicarbonate de soude 4 1 %) a froid.
Apres sechape sur sulfate de sodium anhydre el évaporation
du solvant, on recucille les diglyeérides 1-3. Les acides gras
sont régénérés dans la phase hydroalcoolique par acidifica-
tion avec HCL 6 N, pws cxtraits a 'heptane.

Le rendement est de 25 % ; la pureté du dioléate 1-3, du
dipalmitate 1-3 et du dilaurate 1-3 est de 80 %, Uimpureté
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élant I’z monoglycéride correspondant. Une recristallisation
dans ’hexane permet d’obtenir les produits purs a 100 %.

Solubilité des composés de référence.

La solubilité des produits de référence (x palmiting et
dipalmitine 1-3) a &1é déterminge & 20, 30 ct 40 °C.

RESULTATS ET DISCUSSION

Drans un précédent article [8], nous avions pu montrer que
le solvant organique utilisé. exerce un réle important dans
I'onentation de la réaction d’estérification du glycérol,

Nous avons éludié principalement la nature des composés
formeés par l'action de la lipase de Rfizepus arrfuzus par
rapport a un systéme biphasique comprenant, d’une part du
glvcérol et de I'eau. et d’autre part un acide gras libre en
solutien dans un solvant donné non hydrosoluble. Cepen-
dant, afin de fester si la réaction pouvait également &re
efficace en milien monophasique, quelques bons solvants
hydrosolubles des acides gras (acélone, 1-4’ dioxane, tétra-
hydrofurane) ont été testés, mais lcs rendements de synthése
ont ¢té trés médiocres.

Les résultats enregistrés sont présentés dans le tableau I
dans lequel la pureté des produits est exprimée, selon le cas,
par la proportion pondérale en « MG ou en DG 1-3 par
rappert d la totalité des glycérides obienus el le taux dc
synthése esi calculé par rapport aux AGL, molairement
muneurs dans tous les cas. Il faut noter que les monoglycé-
rides synthétisés sont exclusivement sous la forme d’isoméres
o ce qui vérifie bien la spécificit¢ 1-3 du biocatalyseur

11 faut toutefois souligner que nous n'avons regroupé dans
le tableau I, pour chacun des solvants étudiés que le rende-
ment maximal obtenu, soit en monoglycénde, soit en digly-
céride correspondant & la proportion d’eaun optimale dans la
phase glycérolée. En effet, pour une température donnée, la
solubilité de I'eau dans les solvants orgamques n’ctant pas la
méme, nous avons di déterminer pour chaque solvant éludié
et pour chagque produit recherché (¢ MG ou DG 1-3), la
proportion optimale d’eau que doil contenir, au départ, la
phase glycérolte pour que le meilieur rendement soit atteint.

Daprés les résultats obtenus {Tabl. T), nous pouvons
comnsidérer trois types de solvant :

TABLEAU 1. — Influence du solvant sur la réaction 3 38 °C

a MG DG 13
Solvants Glycéroljean p/p  Taux do synthése (%)  Purete* (%)  Glycérol/eau p/p  Taux de synthésc (%)  Purcté* (%)
Chloroforme 80/20 23,6 82 a5/5 2 35
Dichlorométhanc 75/25 16 100 8515 29 13
Acétate éthyle 83/15 8,3 100 90/10 0.1 —
Chlorobenzéne 80/20 9 100 65/35 9 49
Tétrachlerométhane 98/2 28 100 90/10 26.2 74
n Heptane 95/5 2,8 7 0535 27,5 83
Acétone /10 34 100 90/10 0.1 —
1-4 Dioxanc 90/10 2.8 100 90/10 0.1 —
Tétrahydrofurane 90410 2.7 100 90/ 10 0,1 —
n Hexane 90/10 2 10 95/5 22 70
Toluéne 90/10 10 40 B3/15 27.5 84
Ether diéthylique 90/10 20 80 90/ 10 52 20
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e Ceux qui favorisent uniquement la synthése d’o mono-
glycérides

— acétate d’éthyle, acétone, dioxane, tétrahydrofurane .

e Ceux qui favorisent presqu’exclusivement la synthese
de diglycérides 1-3

— 1 heptane et n hexane ;

e Ceux dont 'orientation de la réaction est dépendante
de la teneur initiale en eau de la phase glycérolée

— chloroforme, dichlorométhane, chlorobenzéne, tetra-
chlorure de carbone et toluéne.

On remarque cependant que la teneur imtiale cn eau de la
phase glycérolée n'est pas seule responsable de 'orientation
de la synthése (formation d'e MG ou de DG 1-3). Comme
nous 'avions deja suggeéré dans notre précédent article [8], 1l
est possible que la solubilité des produits formés dans le
solvant choisi soit I'une des primcipales causes de la sélecti-
vité observée.

MNous avons alors étudié la  solubilite de I'a
moenopalmitine. de la dipalmitine 1-3 et de 'acide palmitique
4 20, 30 et 40 °C, dans chaque solvant utilis¢ précédemment.
Les résultats ont été regroupés dans le tableau Il Les
solvants étudiés solubilisent 1ous, a des degrés divers, lacide
palmitique. Par contre, 1a solubilité de 1’ monopalmitine et
de la dipalmitine 1-3 est trés variable suivant le solvant. On
remarque immeédiatement que les solvants dans lesquels les
monoglycérides sont {res peu solubles {n heptanc et n hexa-
ne) sont ceux qui précedemment avaient £té classés comme
favorisant la synthése des diglycérides. De méme. les
solvants dans lesquels les monoglycérides sont solubles
(acétale d’éthyle, acétone, dioxanc ct tétrahydrofuranc) sont
ceux qui avaient &té classés comme favorisant la synthése des
monoglycérides, méme si celle-ci est trés faible.

L’orientation de la réaction en fonction de la nature des
solvants devra certainement faire I'objet dune érude plus
approfondie puisque nous n’avons pas tenu compte de la
teneur en eau des solvants organiques dans I'¢tude des
solubnlités.

Il faut souligner que dans le cas du toluéne et du ttra-
chlorure de carbone, la solubilité de I'x monoglycénde est
médiocre. Cependant. & la température de réaction retenue
(40°C), e MG commence 4 se solubiliser; le composé
formé de fagon majoritaire est alors le diglycénide (Tabl. 1).
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Inversement, dans le ¢cas du chloroforme ou du dichlorome-
thane, dans lesquels I'a monopalmitate est soluble, on
conslate que la synithése d’¢ MG est largement favorisée

Ces résultats peuvent s'expliquer sur la base du mécanisme
d’action des lipases. En effet. on sait que les lipases agissent
a linterface phase aqueuse/phase orgamque. Le premier
compost formé cst un & monoglycéride puisque la lipase de
Rhizopus arrhizus est 1-3 régiosélective Si ce produit n’est
pas ou peu soluble dans le solvant organique utilisé, il sera
plége 4 linterface du systéme biphasique et. au niveau du
complexe enzyme/substrat, subira, de ce fait, une seconde
acylation. Comme la lipase est 1-3 régiosélective, le produit
formé sera un diglycéride 1-3. Par conséquent. dans Jles
solvants ol le monoglycénide n’est pas soluble, on observe la
formation sélective de diglycéride 1-3. Inversement, dans les
solvants o1l les monoglycérides sont trés solubles, on observe
ung preférence pour la synthése d’a monoglyeendes.

Drautre part, nous avons étudié I'influence de la quantité
d’AGL opposée au glycérol dans le cas dun solvant orien-
tant la réaction vers la synthése d'a MG et dans celm
orientant la réaction dans le sens de la synthése de DG 1-3.
Pour cela, nous avons effectué 2 sénes de réaction dans
lesquelles 1a quantité d’AGL dans la phase organique {10 m1)
croit de 50 mg (concentration de 0,5 %) a 1 000 mg (concen-
tration de 10 %). La quantité et la composition de la phase
glycérolique est constante. Les résultats sont consignés dans
le tableau IT1. Dans les 2 cas, la quantité de produit synthé-
tisé augmente avec la concentration en AGL ; le rendement
de la réaction diminue, ce qui est logigue puisque celui-ct est
exprimé par rapport aux AGL.

Toutefois, la quantité d’AGL mise en réaction a une
répercussion trés marquée sur la sélectivite de la réaction ct
donc sur la pureté des prodwits synthétisés. Dans le cas du
solvant favornisant la synthésc de DG 1-3 (n heptane),
Pa MG, formé dans le premier lemps de la réaction étant peu
soluble dans la phase orgamque, aura tendance d rester 4
I'interface phase organique/phase glycérolée. Une augmen-
tation dc la concentration en AGL devrait avoir tendance 4
faciliter Je départ de Pinterface de ce composé par un effet de
co-dissolution, hnutant la possibilité d'une deuxiéme estéri-
fication et, ¢n conséquence, diminuant la sélectivite de la
réaction, ce qui est effectivement observé; la pureté des

TABLEAU II. — Solubilité des composés de référence en gfl. Les valeurs pour Iacide palmitique sont celles indiquées dans (12)

Acide palmitique

z monopalmitine

Dipalnutine 1-3

Solvants 20°C 20°C 30°C 40°C 20°C 30°C 40°C
Chloroforme 96 196 100

Dichlorométhane 100 100 204

Acétale éthyle 200 30 non nen 300
Chlorobenzéne 100 306 306

Tétrachlorométhane 100 non non 490 306

n Heptane 300 non non non non non non
Acétone 196 306 non 98

1-4 Dioxane 98 196 non 300
Tetrahydrofurane 98 102 102

n Hexane 300 non nan non non non non
Toluéne 100 non non 294 306

Ether diethylique 102 300 408
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DG 1-3 synthélisés diminue progressivement de 95 % &
82 %4 quand la concentration en AGL dans la phase orga-
nique croit de 0,5 % a 10 %.

En revanche, dans le cas du chloroforme, solvant organi-
que favorisant la synthése d’xMG, les produits solubles
issus de la premiére estérificaton ne s'atlardent pas a
I'interface phase organique/phase glycérolée et en consé-
quence "augmentation de la concentration en AGL pe peut
aller, pour la méme raison que précédemment, que dans le
sens d'une amélioration de la sélectivité. Dans ce cas effec-
tivement, la pureté progresse de 73 %o 4 95 % 4 mesure que
la concentration en AGL dans la phase organique augmente
de 0.5 % 4 10 %,

11 faut noter que dans les 2 cas, ce n'est qu'aux plus fories
concentrations en AGL que Ueffet postiif ou négatif sur la
stlectivité de la svnthése est vraiment sigmficative.

CONCLUSION

Tl ressorl de 1’étude entreprisc qu'il est possible d’obtenir
des glycénides partiels purs, notamment des 2 monoglycéri-
des et des diglycérides 1-3 cn utibisant des solvants courants
de I'industric chimique en présence dune hipase. Pour 'ob-
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TABLEAU III. — Sélectivité de 1a réaction en fonction de la
quantité ’AGL

Chloroferme n Heptanc

AGL « MG Rendement Sélectivite| DG 1-3 Rendement Sélectivité
(mg) (mg) {°%) (%} {(mg) (") (%)
50 10 20 71 17 35 95
100 19 19 72 32 2 a5
200 38 17,5 73 56 28 a0
500 77.5 15,5 03 85 17 85
1000 135 13,5 95 120 12 82

tention de monoglycérides, le mailleur solvant est le dichlo-
rométhane [8] ct pour 'oblention des diglycéndes 1-3, les
meilleurs solvants sont les hydrocarbures el nolamment
I’hexane et I'heplane.
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SUMMARY

Fffect of organic solvents on the enzymatic synthesis of partial
glvcerides in diphasic mediom.

G. RENARD, J. GRIMAUD, A. EL. ZANT. M. PINA and ]
GRAILLE, Cléagineux, 1990, 45, N° 7, p. 337-340.

It is posmible to cbtain @ monoglycendes (¢ MG) or pure 1-3
diglycerides (1-3 DG) 1in a diphasic medium (hydrated glyce-
rol/orgamc solvent) by performmg the direct reaction of fally acids
(FFFA) in the presence of a commercial lipase powder of Rhizopus
arvhizus [unctionmp in synthesis Onentation of the reaction
towards the production of & monoglycerdes or 1-3 diglyeerides 1s
studied in accordance with the type of organic solvent used. The
type of products synthesized 15 closely inked to their solubility in the
organmic phase.

RESUMEN

Efecto de solventes organicos en la sintesis enzimatica de
glicéridos parciales en medio bifasico.

G. RENARD, ] GRIMAUD, A EL ZANT, M PINA y I
GRAILLE, Gléaginenx, 1990, 45, N° 7, p. 337-340.

Es posible abtener & monoglicéridos (& MG) o diglicéndos 1-3
(DG 1-3) puros en un medio bifasico {glicere] mdiatado/solvente
organico) haciendo reaccionar directamente deidos grasos (AGL) en
presengia de un polvo de lipasa comercial de Riuzopus arrhizus que
[unciona en ferma sintélica. La orientacion de la teaccion hacia la
formaewon de o monoglicéndos o diglicéridos 1-3 sc estudia segiin la
mdole del solvente orgdnmico que mterviens La indole de los
productos sintetizados se relaciona estrechamente can sus solubili-
dades en la fase organica.



