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Aptitude a la transestérification de
quelques lipases régiosélectives 1-3

Il. — Taux de conversion et glycérides partiels
en fonction de l'activité de I'’eau des biocatalyseurs (1)

J. M. MUDERHWA, M. PINA et J. GRAILLE (2)

Résumé. — La mise au point des réactions d'interestérification biocatalysée en milieu fondu par des lipases régmosélectives 1-3, sélectionnées
précedemment pour leur actrvité de transesténfication, nécessite d'étudier M'nllucnce de Lactivité de eau L'étude de ce paramétre permet de
définir les conditions d’hydratation idoines dans lesquelles les biocatalyseurs sont les plus performants et de munimiser la réaction parasite
d’hydrolyse qui nuit 4 la qualité des prodwits obtenus dont les teneurs en acides gras libres et en glycérides partiels doivent étre limitées au
maximum. La simultancité, voire la compétition des 2 réactions sont mévitables et il est impoessible expénmentalement de déterminer un seuil
d’activité de I'eau en degd duquel hydrolyse ne pourrait s’effectuer. Les metlleurs résullats ont été obtenus dans tous les cas pour une activité
de I'ean comprise entre 0,25 et 0,45 correspondant a des taux d’hydratation des milieux réactionnels de Pordre de 0,5 % & | %.

INTRODUCTION

Aprés avoir mis an point une méthode fiable de détermi-
nation de I'activité de transesténfication (AST) des biocata-
lyseurs, nous allons aborder I’étude de I'influence de l'acti-
vité de I'eau (a,,) paramétre essentiel, trop souvent néghgé
qui conditionne pourtant la qualité des produits obtenus par
interestérification catalysée en milieu fondu par les lipases
régiosélectives 1-3. L’a,, joue un rile important et son effet
n’est pas sans consequences sur les taux de conversion et sur
la formation des produits secondaires de la réaction.

En effet au cours de Vintérestérification la réaction d'hy-
drolyse est quasi inévitable, car méme en milieu fondu donc
en présence d’'une phase aqueuse limitée, une hydratation
minimale de la protéine enzymatique est nécessaire pour hu
assurer une conformation active. Or, aux faibles aclivilés de
I'eau, il existe avec les lipases un seuil de démarrage de la
réaction d’hydrolyse. Des glycérides particis ainsi que des
acides gras libres sont formés ce qui réduit le rendement de
resynthése des nouveaux triglycérides [1].

Sur le plan industnel, ce phénoméne compromet en
quelque sorte la qualité des produits issus de I'niéresiérifi-
cation. Ces produits secondaires forment des cutechiques
avec les triglycéndes ce qui modifie la cinétique de formation
du réseau cristallin [2] pour I’élaboration des margarines
Toutefois les monoglycéndes ainsi que les acides gras libres
peuvent étre éliminés ou extraits du mélange par les techm-
ques de raffinage chimique ou physique ; il n’en est pas de
méme en ce qui concerne les diglycérides car aucune
méthode actuellement ne permet de les éliminer correcte-
ment. Or les diglycérides ont un double effet notamment
dans le cas de l'huile de palme gquw nous intéresse plus
particuliérement :

Influence sur la plasticité des matiéres grasses.

Longin [3] a signalé que les cutectiques formés peuvent
contribuer a réduire la proportion de la fraction « stéarine »

(1) La 1™ partie de cette &tude a paru dans le N* d'octobre d’Oléagmeux
{1988, 43, N* 10, p 383-392)

{2) Division Chimie des Corps Gras - IRHO-CIRAD, B.P 35035 34032
Meontpellier Cedex (France).

dans le processus de fractionnement. Dans le méme ordre
d’idée. Berger [4] fait observer qu'd 21 °C une huile de palme
contenant 13 % de diglycénides 4 un rapport solide sur huile
totale qui est inféneur de 80 % par rapport au mélange n’en
contenant pas.

Quand a Jacosberg er al. [5], ils constatent qu’un accrois-
sement des taux d’acides gras libres et de diglycéndes se
traduit par une diminution de la proportion de solide et par
conséquent augmente la plasticité de I'buile de palme ou de
ses fractions concrétes.

Influence sur le polymorphisme.

La proportion de diglycérides présente dans U'huile brute
est en étronte relation avec son aptitude i cristalliser. L'huile
de palme cristallise d’abord dans le systéme z, qui passe
rapidement sous forme £ ou dans certaines ctrconstances
sous forme B + A Berger [6] 2 montré que les diglycérides
ralentissent la transformation de la phase & en phase f, ce
ralentissement dans la formation du réseau cristallin engen-
dre des difficultés dans 'opération de fractionnement 4 basse
temperature ainsi que dans ’étape de muse en température au
cours de la production du substitut de beurre de cacao &
partir de 'huile de palme. Généralement réduit 4 12 % dans
I'huile de palme pour produire ce subsiitut, il semble cepen-
dant preférable d'ajuster le taux de diglycérides 4 6,5 %. Des
observations analogues ont &té faites par Yella Reddy [7] sur
I'huile de Shorea robusta.

On pergoit donc 'importance dans la mise en ceuvre des
lipases en transesténfication de dominer la réaction inverse
d’hydrolyse. Afin de déterminer le sewil d’hydratation néces-
saire au démarrage d’une réaction d’hydrolyse, il est néces-
saire d'¢tudier 'AST des biccatalyseurs en fonction de
Pactivité de 'eau; 3 biocatalyseurs régiosélectifs 1-3 sélec-
tionnés antérieurement [8] (cellules déviralisées de Rhizopus
archizus, mycéhum de Candida deformans, Lipozyme Ty,
c’est-d-dire la lipase de Mucor miehei immobilisée sur une
résine macroporeuse échangeuses d'anions) ont &té étudiés.
A cet effet nous avons suivi le taux de conversion du systéme
huile de coprah/stéarate de méthyle, déja utilisé par ailleurs
[8] . rappelons que la réaction est suivie par I'incorporation
de I'acide laurique dans la fraction stéarate de méthyle et par
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I’estimation quantitative des glycérides particls et des acides
gras libres formés dans le mélange réactionnel.

MATERIEL ET METHODES

Le maténel biologique et les principales méthodes analy-
tigues ont été décrits précédemment [8]. motamment les
conditions opératowres de transestérification, les calculs de
taux de conversion ¢t les conditions chromatographiques en
CCM et CPG.

Toutefois, pour la compréhension de celte partie I1 de
notre étude sur I'aptitude & la transestérification des lipases
régiosélectives 1-3, il nous parait utile de détailler quelques
points ct de faire un bref rappel sur activité de 'eau.

Détermination de la quantité d’eau.

La tencur en eau des substrats et biocatalyseurs utiisés
pour la transestérification est déterminée par la méthode de
Karl Fisher 4 I'aide d’un titnmétre automatique a lecture
directe AF3. La méthode étudiée par Rossel [9] repose surla
faculté de I'tode 4 réagir avec I'eau en présence de dioxyde de
soufre.

Mesure de 'activiié de Peaun.

Rappel théorique.

Le terme d’activité de 1'eau (a,,) ful introduit par Lewis en
1623, L’a, est relite, par définition 4 la vanation du
potentiel chituque de I'eau. Cette vanation s’exprime sclon
Touraine [10] dans le cas de 'eau considérée comme gaz réel,
parlaformule : u(T,P) — &' (T,P) = RTLog(f//")Tdans
laquellc . ¢ (T, P) est le potentiel chimique de I'eau dans le
milieu étudié 4 une température et une pression donnécs ; f
est la fugacité de ’cau dans le milieu ; /' (T) est la fugacit¢
de I'eau pure 4 la température T el 4 la pression totale P.

L activité de 'eau est définie par le rapport a, = (p/p) T
dans laquelle p = pression partielle de vapeur d’cau dans le
milieu étudié; p’ = pression particlle de vapeur d'cau a
I'état de référence. cest-d-dire de l'eau pure 4 la mémc
température,

L’activité de P’eau (a, ) et I'bumidité relative (h;) sont des
grandeurs directement proportionnelles reliées par I'équa-
tion sclon Cheftel [11] a, = h, + 1072 o h, = p/p, corres-
pond & une température T, au rapport de la pression de
vapeur d’eau p (cn équilibre avec la substance) 4 la pression
dc vapeur saturante p,,.

L’humidité relative d’équitibre caractérise ainsi, selon
Longin [12] et Drapron [13], lactivité de Vean dans le
systéme, 1'cau hibre ayant par définition un cocfficient d’ac-
tivité épale 4 1. équivalent 4 unc h, de 100 %.

Méthode analytique et appareillage.

L’activité de P’eau des substrats et des biocatalyseurs mis
en ceuvre a ¢té mesurée 4 25 °C avec le « Thermoconstanter
humidat - TH, » de Novasina dont la température peul étre
présélectionnéc cntre 0 el 50 °C. Il s"agil d’un dispositif de
mesurce thermostaté dans lequel la température esl mainte-
nue constantc par Uapport ou la cession [orcée de chaleur
suivant un processus accélére. L'échantilon contenu dans
une coupelle en plastique st placé dans la chambre de
mesure. La téte de mesure cst équipée d'un capteur de
mesure d’homidité et de iempérature basée sur la variation
de la résistance d’un filament cn fonction de la températurc
et de Uhumidité de son environnement immédiat ; Phumidité
est donnée par lecture directe.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Le facteur fondamental régissant la réversimiité de I'ac-
tion des hpases (synthése ou hydrolyse) est la quantité d’sau
ou plus exactement 'activité de I'sau. En vertu de la loi
d’action ou masse, un pourcentage d’cau €leve (supérieur 4
quelques pour cent) provoque 'hydrolyse. Inversement un
pourcentage d’eau maintenu faible par application d'une
pression réduite ou par l'action d'un tamus moléculaire
hydrophile, favorise la synthese, la transestérification ou
I'interestérification.

Ainsi, I'activité thermodynamique de Uean, qui donne une
image de I'ntensité des interaclions solvanis-scluiés est un
paraméire plus important & prendre en compte indépendam-
ment de la teneur en eau plobale du milieu; ¢'est cc
paramétre qui permettra d’évaluer Iincidence direcie de
l'eau sur le {aux de conversion el lefficacité des hpases
régiosélectuves 1-3 étudiées.

Compte tenu des AST, des durées de réaction et des
quantités de biocatalyseurs nécessaires pour les différents
biocatalyseurs permettant d’obtenir des taux de conversions
convenables, I'étude de 'activité dc 1'eau de Ja lipase immo-
mbisée (Lipozyme Ty, de Mucor micher) a €té séparée de
celles des lipases cellulaires (Candida deformens et Rhizopus
arrhizus).

1. — Cas du lipozyme T, (lipase de Mucor miehei).

— Taux de corversion en fonction de Pactivité de Pean.

Le mélange réactionnel de base a la composition suivante
2,5 g d’huile de coprah (% H,O = 0,1). 55 mg de stéarate de
méthyle (% H,O = 0,28) et 0,102 mg de Lipozyme Ty, (%
H,O = 4,59) soit 4 %% (P/P) de catalyseur par rapport & la
phase lipidique. Ce mélange contient 7.3 mg d'eau soit
0,27 %. 1l parail difficile de se situer en dega de ce pourcen-
tage dans la mesure ol cela nécessilerail de medificr le
conditionnement du biocatalyscur au rnsque de le dénaturer.
Une série de réactions de transcstérification s’effectue a
50 °C pendant 30 min en faisant varier la quanule d'eau de
7.3 mg 4 807,3 mg en ajoutant dans chacun des mélanges
réactionnels de base 3. 10, 20, 30, 40, 50, 60, 100, 200, 400 et
800 mg d'eaun.

Les activités de Uean sont délerminées 4 25°C et le %
molaire de C12 ;0 incorporé dans la fraction esters méthyli-
ques est mesuré. Le taux de conversion est ensuile caleulé
par rapport au % molaire de C12 .0 incorporé i "équilibre,
soit 32 % molaire dans ce cas (Tabl. I).

Le taux de conversion esl maximal pour a, .5, de 0,43, ce
qui correspond a 12.3 mg d’eau totale soit 0,46 % d’eau dans
le mélange réactionnel.

Pour cette activilé de TUeaw, le taux d’hydratation du
Lipozyme T, peul étre estimé. En effet si I'on considére que
I affinité eau-enzyme est infimiment plus grande que Paflinite
eau-corps gras. on peut affirmer que toute 'eau présente
dans le milieu réactionnel sert & 'hydratation du lipozyme et
que dans lc mélange réactionncl de base, les 102 mg de
lipozyme renferment 7,3 mg d’eau sot 6,7 % La quantité
d’ean correspondant & I"activité maximale do transestérifica-
tion est de 12,4 mg el dans ces conditions "hydratation du
lipozyme est de 10,7 Y. Ce résultat est en parfait accord avec
celui de Hansen et Eagtved [14] g ont montre que I'activité
maximale du Lipozyme T, est atteintc pour un laux
d’hydratation de 10 %.

Le tableau I indigue que 'activité de U'eau, jouant un rdle
déterminant dans le déroulement de la réaction de transes-
téofication. doit &tre maintenue entre 0,3 et 0,5. Pour des

Il
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TABLEAU 1. — Taux de conversion en fonction de activité de P’ean
Transestérification catalysée par le Lipozyme Ty, (4 % P/P)
Eau totale (mg) 13 12.3 17.3 27.3 373 47.3 57,3 107,3 207.3 4073 807,3
Taux d’hydratation (%) du Lipozyme T\, 6,7 107 145 21.1 26,7 316 359 51,2 67.0 79.9 88,8
Taux d’hydratation (%) du mélange réacucnnel 0,27 046 0,65 1,01 1,38 1,75 211 3,88 7,23 13,29 23,30
a, 25'C 033 043 0,59 072 077 1081 0,86 0,88 0,90 0,93 0,95
120 (% molaire) 11,5 12,4 10,3 6,6 4,1 23 0.9 0,2 — — —
Taux de conversion (%) 36,1 388 324 20,6 12,8 7.3 2.8 0,6 — — —

valeurs supérieures a 0.5, le taux de conversion diminue
progressivement et s’annule vers une a,, proche de 0,90.

La variation du taux d’hydratation du mélange réaction-
nel en fonction de 1activité de 'eau correspond 4 la courbe
de sorption (Fig. 1). De forme sigmoide, elle traduit d'aprés
Drappon [13] le recouvrement de plusieurs phénoméncs
élémentaires qui s¢ superposent plus ou moins et dans
laquelle 3 zones peuvent étre distinguées
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FIG | — Courbe dc sorption - Transestérification catalssée par e
hpozyme Ty
® —® taux d'hydratation, O-—0 taux de conversion

— la zone OA (a,, = 0 a 0,3) correspond & une adsor-
ption d’eau par liaison hydrogéne sur des siles fortement
polaires ;

— la zone AB linéaire (a,, = 0.3 4 0.6) correspond aux
molécules d’eau formant une ou plusieurs couches d’adsor-
ption additionnelles mettant en jeu, d’aprés Kuntz ect
Kauzmann [15], des forces de nature plus faible du type
liaisons de Van Der Waals et hydrophobes. Lorsque I'acti-
vite de ['eau croit, la substance dissout de 'cau pour former
une solution solide en suivant la loi de proportionnalité de
Henry, C'est cette zone qui coincide avec Pintervalle ou le
taux de conversion est efficace et maximal ;

— la zone BD (a,, > 0,6) correspond a 'apparition d*une
nouveile phase aqueuse. Une quantité d’eau de plus en plus
importante s¢ fixe par des forces plus faibles dc nature
capillaire ou osmotique.

L’extrapolation de la partic linéaire définit une fraction
d’cau trés fortement hée 4 la surface des molécules par
intermédiaire des liaisons hydrogéne avec les groupements
polaires accessibles.

Son extrapolation jusqu'a a,, = 1 (point C) représente en
premiére approximation, la quantité d’eau totale fortement
fixéc 4 la matiére séche. La zone hachurée correspond a
« I'eau solvante » d’aprés Guilbot ct Linderberg [16] qui est
encore fortement fixée puisque P'activite thermodynamque
dc I'eau est inférieure a celle de I'eau pure.

Ainsi, des écarts minimes dans lactivité de leau se
répercutent directement sur PAST ct I'accroissement de
lactivité de I'eau s¢ caracténse par unc augmentation de
Iactivité hpolitique comme en témoigne la présence des
glvcéndes partiels et des acides gras libres que nous avons
quantifics (Tabl. IT)

e Pour des valeurs de l'activité de 'eau dc 0,3 4 0,6,
correspondant a T'intervalle on le taux de conversion est
maximal (zone AB hinéaire Fig. 1), la réaction de transesté-
rification esl prépondérante par rapport 4 la réaction d’hy-

TABLEAU I1. — Estimation des glycérides partiels et des acides gras libres apparus (exprimée en % pondéral)
en fonction de Pactivité de 'ean - Transestérification catalysée par le Lipozyme T, (4 % P/P)

Activite de I'eau mesurée i 25 °C

(1 0.33 0.43 0.59 0,72 0,77 0,81 0,86 0,88 0,50 .93 0,95
EM 10,1 8,6 1.7 8.7 9,9 1,7 9,3 8,1 9,1 8.6 75
TG 84,1 82.6 76.6 75,8 722 71,8 67,9 67,5 64,6 61,3 59.7
AGL 3,0 50 7.0 24 10.9 12,8 14,3 15,3 16,3 19,0 20,5
DG 2,6 35 43 5,6 6.3 69 7.6 g1 8.7 9,5 10,3
MG — 03 0.4 0,5 0,7 0.8 0.9 1,0 L3 L6 2,0

(1) EM = esters méthyhques . TG = trniglycéndes , AGL = acides gras Libres , DG = diglycérides . MG = monoglvcérides
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TABLEATJ III. — Taux de conversion en fonction de I’activité de 1’ean
Transestérification catalysée par les cellules de Candida deformans (30 % PP)

Eau totale (mg) 22,6 27.6 32,6 42,6 52,6 62,6 72,6 172,6 2726 772,6
Taux d’hydratation des cellules (%) 2.9 35 4,1 53 6,4 7.5 8.6 18.4 26,2 50,2
Taux d’hydratation du mélange réactionnel (%) 0,68 0,82 0,97 1.27 1,55 1,85 2,14 494 7,58 18,86
a, 25°C 0,22 0,25 0,29 0.34 0.39 0,45 0,50 0.63 0,77 0,91
12 -0 (% molaire) 5.1 5,6 6.0 5.8 53 4,4 3,3 1.8 0,8 0.4
Taux de conversion (%) 15,9 17,5 18.8 18.1 16.6 13,8 10,3 5.6 2.5 1.3

TABLEAU 1V. — Taux de conversion en fonction de Pactivité de ’ean
Transestérification catalysée par le mycéliom de Rhizopus arvhizus (20 % P[P)

Eau totale (mg) 9 14 19 29 39 49 59 159 259 759
Taux d’hydratation du mycélium (%) 1.6 2,5 13 3,0 6,6 2 9.7 22,4 32,0 58,0
Taux d’hydratation du mélange réactionnel (%4} 0,29 0,45 0,61 0,92 1,24 1,55 1,86 4,87 7,70 19,64
a, 25°C 0,26 0,30 0,33 0,36 0,40 0,44 0,49 0,61 0,73 0,89
12.. 0 {% molairc) 9.4 9.9 2.8 9,5 8,6 7,0 5,4 4,3 2,0 1,0
Taux de conversion (%) 29,4 30,9 30,6 207 26,9 21,9 16,9 13.4 6,3 31

TABLEAU V. — Estimation des glycérides partiels et des acides gras libres apparus en fonction de Pactivité de 1’ean

{en % pondéral) - Transestérification catalysée par les cellules de Candida deformans (30 % P{P)

Activité de Pean mesurée a 25 °C

022 0,25 0,29 0,34 0,39 0,45 0,50 0,61 0,77 0,91
EM 9,7 9.4 8.5 8.8 8,7 2.0 9.5 9,7 94 9,6
TG 85.8 85,6 86,2 85,0 84,4 83,4 81.8 79.4 73,6 67,6
AGL 2,3 2,7 29 34 3.6 4,1 4,6 58 9.9 13,5
DG 2.0 2.1 22 2.5 2,9 3,1 3.5 4,4 6,1 8,0
MG — 0.2 0,2 0.3 0.4 0.4 0,6 0,7 1,0 1.3

TABLEAU VI. — Estimation des glycérides partiels et des acides gras libres apparus en fonction de Pactivité de eau

{en % pondéral) - Transestérification catalysée par le mycélium de Rhizopus arvhizus, (20 % P/P)
P

Activité de 'eau mesurée a 25 °C

0,26 030 0,33 0,36 0,40 0,44 0,50 0,59 0,75 0,89
EM 10.0 8.3 87 3,0 8.9 8.6 9.2 9,0 9,1 9,9
TG 84.1 85.0 84.2 82,9 82.4 81,4 78,9 75,8 63,6 54.8
AGL 34 38 4.0 4.8 5.2 3.8 7.2 9,0 15,2 21,3
DG 2,5 2,7 2.8 2. 3,0 3.5 3.8 2 8.9 12,5
MG — 0.2 0,3 0.4 0,5 0.7 09 1.0 1,2 1,5

(1)
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drolyse. Cependant on conslate que la quantité d’acides gras
libérés (3 & 7 %) varie proportionnellement a la quantité
d’eau fixée. Parallélement la quantité de diglycérides varie de
2,6443%.

e Pour des valeurs de I'activité de 'eau de 0,6 4 0,9, (zone
BD Fig. 1) dans laquelle on assiste & une diminution progres-
sive du taux de conversion, la vitesse de la hpolyse augmente
trés rapidement ; la quantité d’acides gras libérés est de plus
en plus importante (9,4 & 20,5%) et la formation de
diglycérides croit de 5,6 a 10,3 %. Dans cet intervalle
d’activité ou apparail une nouvelle phase aqueuse, la réac-
tion d’hydrolyse est favonsée au détriment de la transesteri-
fication et cela d'autant plus que la teneur en cau s'accroil
dans le milieu.

o Pour des valeurs de I'activit¢ de 1'cau comprises entre
0,40 et 0,45, a,, = (,43 correspondant au taux de conversion
optimal, les quantités de diglycérides et d’acides gras libres
apparus sont faibles (respectivement 3,5 % et 5,1 %) et sont
compatibles avec un raffinage ultérieur chimique ou physi-
que.

e Cetie étude montre également qu'aux faibles activités
de l’eau, la réaction d’hydrolyse se manifeste tout de méme
et qu’il est expérimentalement pratiquement mmpossible de
déterminer le seuil de cette réaction dans la mesure ot I'on ne
peut pas enlever toute 'eau du mélange réactionnel et que
des traces suffisent pour détecter le début dc cette activité.
On peut tout de méme extrapoler et penser que sl était
possible d’atteindre une a,, de 'ordre de 0,1, la reaction
d’hydrolyse serait probablement négligeable mais 11 n’est pas
évident que la réaction d’interestérification ait encore lieu.

2, — Cas des cellules de Candida deformans et Rhizo-
pus arrhizus.

Les meélanges réactionnels ont la composition snivante .
2,5 g d’huile de coprah et 55 mg de stéarate dc méthyle dans
lesquels sont ajoutés 30 % (P/P) soit 760 a4 770 mg de cellules
de Candida deformans contenant 2,6 % d’eau (mélange I) ou
20 % (P/P) soit 540 4 560 mg de mycélium de Rhizopus
arrhizus contenant 1,2 % d’eau (mélange 1.
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FIG 2 — Courbe de sorpuon - Transestérification catalvsée par Canedic
deformans.
@—® taux d'hydratation, O— 0 taux de conversion,
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Le mélange I contient 23 mg d’eau soit 0,7 % et le mélange
IT renferme 9 mg d’eau soit 0,3 %. Deux séries de réaction de
transestérification sont effectuées & 50 °C pendant 4 h pour
Cundidu deformans et pendant 3 h pour Rhizopus arrhizus el
ceci pour une gamme croissante de quantité d’eau totale.

On détermine les activités de I'eau & 25 °C et on dose par
CPG le % molaite de Cl12.0 incorporé au stéarate de
méthyle. Le taux de conversion est calculé par rapport au %
molaire maximal obtenn & léquilibre. Les résultats sont
consignés dans le tableau III pour Candida deformans et le
tableau IV pour Rhizopus arrhizus et permettent de tirer les
observations suivantes :

— le taux de conversion optimal cst atteint pour une
activité de ’eau de 0,292 et 0,33 respectivement pour Candide
deformans et Rhizopus arrhizus, ce qui correspond a 28 et
14 myg d’eau totale pour I'un et I'autre mélanges, soit 1,0 et
0,5 % d’hydratation pour les meélanges réactionnels ;

— laffinité eau-cellules étant infiniment plus grande que
I’affinité eau-corps gras comme dans le cas du Lipozyme T,
le taux d’hydratation des cellules est estimé a 7,1 % (Can-
dida deformans) et 7.2 % ( Rhizopus arrhuzus) ;

— dans les 2 cas, I'activité de I'eau doit étre maintenue
entre 0,25 et 0,35 ;

— pour des valeurs d’activité de l'eau supérieures 3 0.8,
I'activité de transestérification est encore perceptible dans les
2 cas (1,3 % de taux de conversion pour Candida deformany
ct 3,1 % pour Rhizopus arrhizus quand a,, = 0,91) ;

— les courbes de sorption {Fig. 2, 3) font apparaitre
¢galement 3 zones et appellent les mémes commentaires que
dans le cas du lipozyme. Cependant la phase aqueuse
solvante apparait plus tét pour a,, 0,45 c’est-d-dire pour une
activite de I'eau beauccup plus faible que dans le cas du
hipozyme ou elle apparait vers 0,60.

L’estimation des acides gras libres et des glycérides partiels
apparus en fonction de 'activité de I’ean, est consignée dans
les lableaux V et VI; Pexamen des valeurs autorise les
comimentaires suivants :

— pour les valeurs de a,, comprises entre 0,25 et 0,3, la
réaction de transesténfication est plus impertante que celle
d’hydrolyse. L'évolution de la vitesse de la lipolyse esi
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FIG 3 — Courbe de sorpuon - Transestérihcation calalysée par Rhiizopus
arrhizus.
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linaire dans cet intervalle et la quantité d’acides gras libérés
{2,5 4 4,6 % pour Candida deformans et 3,4 4 7,2 % pour
Rhizopus arrhizus) varie proportionnellement avec la quan-
tité d’ean, la quantité de diglycérides variant respeclivement
de20435%etde2,543.8%;

— pour les valenrs de a,, comprises entre 0,5 et 0,9, la
réaction d’hydrolyse est favorisée au fur 3 mesure que la
teneur en eau s’accroit dans le milieu, L'évolution de la
vitesse d’hydrolyse est encore linéaire mais varie beaucoup
plus rapidement que dans la zone précédente. Le taux
d’acides gras libérés passe de 5,8 a4 13,5 % par Candida
deformans et de 9,0 a 21,3 % pour Rhuzopus arrhizus ; le tanx
de diglycérides varie respectivement de 4,4 3 8,0 % et de 5,2
4 12,5 %. Ces résultats se rapprochent de ceux de Caillat et
Drappon [17] qui, étudiant le comportement de la lipase du
blé en milieu solide en fonction de l'activité de 1’eau, ont
montré que I'activiié lipolytique augmente proportionnelle-
ment pour a,, compris entre 0,3 et 0,8 ;

— aux valeurs maximales de taux de conversion, c’'est-
a-dire pour une activité de 'eau voisine de 0,3, les teneurs en
acides pras (2,9 et 3,8 %) et en diglveérides (2,2 et 2,7 %
respectivement pour Candida deformans et Rhizopus arrhi-
zus )} sont egalement compatibles avec un raffinage chimique
ou physique. Pour les mémes raisons que dans le cas du
lipozyme, a savoir qu’on ne peut expérimentalement éliminer
les traces d’eau qui suffisent a4 provoquer la réaction d’hy-
drolyse, il n’est pas possible de déterminer un seuil de
démarrage de cette réaction, car elle nécessiterait d’avoir une
activité de Ieaun pratiquement nulle. Or, dans ces conditions,
il n’est pas certain que la transestérification ait lieu.

CONCLUSION

Cette étude a donc permis de démontrer gue 1'interestéri-
fication en mulieu fondu biocatalysée par les ipases, indé-
pendamment de leur éventuelle régiosélectivité nécessite la
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determination de I’activité de 1’eau pour permettre de prépa-
rer les mélanges réactionnels en fixant les taux d’hydratation
de fagon optimale. Dans ces conditions la réaction de
transestérification est privilégiée par rapport 4 'hydrolyse.
La réversibilité d’action des lipases fait que ces 2 réactions
sont compétitives et sont directement lices 4 l'activité de
I'eau dans les milieux peu hydratés.

1l est impossible de s’affranchir totalement de la réaction
d’hydrolyse qui est toujours plus ou moins présente, mais il
n’est pas possible expérimentalement de trouver des condi-
tions telles que les taux d’hydratation et les activités de ’'eau
soient inférieurs au seuil nécessaire pour éliminer totalement
cette réaction génante, sans compromettre également 1'effi-
cacité de la réaction d'interestérification. Toutefois pour
obterur les résultats les plus satisfaisants, 11 a pu &tre
démontré que dans tous les cas, I'activité de 'eau doit étre
comprise entre 0,23 et 0,45, ce qu correspond 4 des taux
d’hydratation des mélanges réactionnels compris entre 0,5 et
1 %. En dega de 0,25, Iactivité des biocatalyscurs est trop
faible et au-dela de 045 c'est la réaction d’hydrolyse qui
prend le pas sur I'interestérification.

Aansi, pour clore cette étude sur aptitude 4 la transesté-
rification catalysée par des lipases régiosélectives 1-3, apres
avoir défini dans un premier temps les activités spécifiques de
transestérification permettant la sélection des biocatalyseurs,
apres avoir ensnite &tudié Iactivité de I'eau permettant de
trouver les conditions d’hydratation idoines, le dernier point
crucial & aborder est de savoir si dans les limites des durées
réactionuelles applicables industriellement, la régiosélectivité
1-3 des biocatalyseurs est conservée tout au long de la
réaction, ce qui esl fondamental En effet si ce dernier point
s’averait neégatif, I'intérét méme de cette application serait
ipso facto caduc. Cette vérification fait lobjel de la
Partie 111 (1}.

(1) Cette INT° partie  « Stabihté de la regiosélectiviie 1-3 » paraitra dans le
prochain numéra d Qléagineux de décembre 1988.
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SUMMARY

Transesterification ability of a few 1-3 regio-selective lipases.
II. — Conversion rate and partial glycerides depending on
biocatalyst water activity.

J M MUDERHWA, M. PINA and J. GRAILLE, Oléagineux,
1988, 43, N" 11, p. 428-433.

The development of locatalyzed interesterification reactions in a
melted medium by 1-3 regio-selective lipases, previously sclected for
their transesterification activity, requires nvestigation into the
effects of water activity. The study of thus parameter makes it
possible to define suitable hydration conditions under which the best
biocatalyzer performance can be obtained and to minimize parasite
hydrolysis reactions which adversely eflect the quality of the
products obtained, whose free fatty acid and parual glyceride
contents should be as low as possible. It is inevitable that the 2
reactions take place simultanecusly, and even compete with each
other ; 1t is also experimentally impossible to determine a water
activity threshold below which hydrolysis would not take place. In
all cases, the best resulls were obtained with water activity between
0,25 and 0.45, which corresponds to reaction media hydration rates
of around 0.5-1 %.
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RESUMEN

Habilidad de algunas lipasas regioselectivas 1-3 para la
transesterificacion. 1I. — Coeficiente de conversion y glicé-
ridos parciales en funcifn de la actividad del agua de
hiocatalizadores.

J.M. MUDERHWA, M. PINA y J. GRAILLE, Oféagineux, 1988,
43, N* 11, p 428-433.

Para puntualizar reacciones de interesterificacion biocatalizada
medio sin disolvente por lipasas repgioselectivas 1-3, selecoionadas
antes por su actividad de transesterificacion, se necesita estudiar la
mfluencia de la actividad del agua. El estudio de este pardmetro
permite definir las condiciones adecuadas de lidratacién que corres-
ponden a biocatalizadores de resultados mis destacados, redu-
ciendo al mimimo la reaccion parasita de hidrdlisis que perjudica la
calidad de los productos obtenidos; ademas los contemdos de
acides grasos libres y de gliceridos parciales de los productes
obtenidos deben limitarse lo mas posible. La simultaneidad v hasta
la competencia de las dos reacciones no pueden evitarse, v cs
imposible establecer de modo experimental un umbral de actividad
del agua hasta el cual la hidrolisis no podria efectuarse. De (odos
modos los mejores resultados se lograron para una acvtividad del
agua comprendida entre 0,25 y 045, que corresponden a unos
porcentajes de hidratacion de los medios de reaccion del orden del
0.5all %.
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