Retour au menu

Aptitude a la transesteérification de quelques
lipases régiosélectives 1-3

lll. — Stabilité de la régiosélectivité 1-3 (1)

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

Résumé. — La derniére partie de cetie étude concerne la vérification de la conservation au cours du lemps de la régiosélecuvité 1-3 des
biocatalyseurs mis en ccuvre pendant la réaction dinterestérification. Celte réaction biocatalysée par les lipases régiosélectives [-3 ne dont pas
affecter la position centrale des triglycérides dont la composition en acides gras doit rester constante, du moins pendant une durée compatible
avec les exigences des réactions industrielles. Ce contrle a été effectué en déterminant la répartition interne-externe des acides gras d 'aide du
systéme huile de coprah/stéarate de méthyle et en survant ''ncorporauen de I'acide stéarique sur la position 2 des triglycéndes de coprah. Dans
le systéme choisy, 1l a €t€ démontré que les lipases étudiées. nolamment celle de Mucor micher (Lipozyme) et celle du mycelium de Rhizopus
arrhizus, conservent leur régiosélectivité 1-3 au moins 12 h. soit une durée suffisante pour assurer pratiquement la transformation compléte de
la matiére grasse sans que les phénoménes de transferts d’acyles n'altérent la régiosélectivité de la transesténfication

INTRODUCTION

Pour clore cette éwude sur 'aptitude a I'interesténfication
de quelques lipases régiosélectives 1-3, le dernier volet qui va
étre abordé, concerne la vérification de la conservation de la
stabilité de la régiosélectivité au cours dn temps pendant la
réaction d’interestérification, Comme cela a ét€ énoncé dans
la 17 partie, I'interestérification catalysée par des lipases
régiosélectives 1-3 présente de nombreux avantages, notam-
ment parce gu’elle permet la préservation de la position 2 des
triglycérides qui doit théoriquement rester inchangée. En
effet, si les hpases mises en ceuvre sont effectivement régio-
sélectives 1-3 par rapport 4 des conditions analytiques
caractérisées notamment par des temps de réaction trés
brefs, la stabilité de cette propriété n’a pas toujours éteé le
souci majeur des équipes qui ont &tudié ce type d’interesté-
rification. La plupart des auteurs se contente de constater
que les échanges d'acyles s’effectuent effectivement en
suivant le plus souvent l'évolution dun trniglycénde
marqueur dans des systémes huile/contre huile, systéme
relativement complexe a analyser.

Le modéle simple adopté jusqu'ict dans cette étude &
savoir huile de coprah/stéarate de méthyle permet de vérifier
de fagon efficace et sans ambiguite la stablite de la régiose-
lectivite. Toutefms le systéme équumolaire a &té préfére dans
ce cas, contrairement aux parties I et II qui concernaient la
mise au point d’'un test d’activite de transestérification et
I'étude de T'activité de 'ean dans les mélanges réactionnels.
En effet pour ces précédentes études le rapport molaire des
réactifs huile de coprah/stéarate de méthyle était de 20 et la
réaction était suivie par I'incorporation du 12 : 0 de I'huile de
coprah dans les esters méthyliques. Par contre, dans le cas
présent, le marqueur de la réaction est 'acide stéarique,
inexistant en position centrale des triglycéndes de I'hulle de
coprah ; théoriquement cet acide gras ne devrait pas s'incor-
porer sur cette position ; ains: sa présence éventuelle donnera
une image de la stabilité de la régospécificité 1-3.

{1) Les 1°™ et 2™ parties de ceite etude ont paru dans Qiéaginens, 1988,
43, N° 10 et 11.

(2) Division Chimie des Corps Gras, IRHO-CIRAD BP 5035 - 34032
Montpeilier Cédex (France)

La détermination de la répartition interne-externe des
acides gras est donc indispensable pour suivre le processus de
I'interestérification régiosélective 1-3 ; elle permet non seule-
ment de prévoir le réarrangement des radicaux acyles a
I’équilibre, mais aussi de vérifier la conservation de la
régiosélectivité 1-3 des lipases mise en cuvre dans un
intervalle de temps donné compatible avec les durées de
réactions industrielles.

Les trois lipases de microorganismes sélectionnés précé-
demment ont été testées :

— la lipase de Candida deformans adsorbee sur la célite,

— le mycélium deévitalisé de Rhizopus arrinzus,

— la lipase de Mucor miehei immobilisée sur une résine
macroporeuse, fchangeuse d'amons (Lipozyme T,, de
Novo).

MATERIEL ET METHODES

Les matériels biologique et chimique ont été développés
dans les parties précédentes de cetie étude [1, 2].

Les techniques analytiques concernant la répartition
interne/externe des acides pgras ont été décrites dans de
précédents articles [Muderhwa et al., 3, 4]. La méthode
TUPAC [3] mettant en ceuvre la lipasc pancréatique ne
pouvant étre appliquée aux huiles lauriques, la répartition
interne/externe des acides gras des hwiles de coprah native et
transestérifié est effecinée selon la méthode de Brockerhoff
[6], adaptée par Muderhwa [4]. par dégradation ménageée et
non specifique des triglycérides par le bromure d'éthyl
magnésium. La répartition glycéridique est déduite d’une
relation proposée par Yurkowski et Brockerhofl [7]: 3
A, = 4ALc10 — A, o1 les indices t, DG 1-2, et 1 désignent
respectivement la concentration totale, la concentration
dans les DG 1-2 et en position interne pour un acide gras A
donné

La récupération par CCM préparative des diglycérides 1-2
1ssus de la deégradation des triglycérides. la préparation des
esters méthyliques provenant des triglycéndes et des digly-
cérides 1-2, awnsi que les conditions chromatographiques en
CPG sont detaillées par Muderhwa er al. [4].
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RESULTATS ET DISCUSSION

Considérations générales.

Du fait que Panalyse stéréospécifique n’est pas nécessaire
dans cette étude, il faul noter que, pour I'interprétation des
résultats, les positions 1 et 3 des triglycérides sont considé-
rées comme étant équivalentes el la dénomination DG 1-2
désigne indifféremment diglycérides 1-2 et 2-3.

Compte tenu du fait que la réaction est swvie par I'incor-
poration dc 1'acide stéarique dans les triglycérides et non
plus par l'incorporation de I'acide laurique dans le si¢arate
de méthyle, comme pour la détermination de aclivité de
transestérification, le rapporl molaire huile/stéarate de
méthyle a été fixé a 1.

Rappelons qu'avec le systéme équumolaire et compte tenu
de Ta répartition glycéndigue de I'huile de coprah mise en
ceuvre, 'équilibre de la réaction est atteint lorsque I'ncor-
poration de I'acide laurique tend vers 21.9 % molaire dans la
fraction esters méthyliques [1].

1. — Transestérification catalysée par la lipase
supportée (célite) de Candida deformans.

Le mélange réactionnel est constitué¢ de 5,0 g d’huile de
coprah purifiée, de 2,5 g de stéarate de methyle 4 99 % de
pureté et 2,56 g de lipase de Candida deformans adsorbée sur
la célite soit 35,5 % (P/P lipase/corps gras). La réaction
g'effectue en baich dans les conditions décnites dans les
Parties I et 11.

La lipase de Candida deformans mise en guvic cst peu
actrve ; I’équilibre n'est atteint gu'au terme de 8 jours de
réaction. Cependant la réaction a é1é arrétée au boul de 5
jours (120 h), le taux de convertion calculé élant de 87,7 %.

Les triglveérides de I'huile de coprah transestérifiée sont
dégradés par le bromure d’éthyl magnésium et les données
fournies par les diglycénides 1-2 issus de la dégradation
permetient en combinaison avec la composition des acides
gras totaux de calculer la composition en positions exlemnes
et en position interne. Les résultats obtenus sont préscntés
dans le tableau T el sont comparcs & ceux de hwle de coprah
native.
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Dans lhuile de coprah native, 'acide stéanque (1,6 %
molaire) est en totahté réparti sur 'ensemble de 2 positions
externes. Aprés transeslérification on constate que cet acide
s'est incorporé 4 raison de 19,2 % molaires ; il est nettement
plus abondant en positions externes (16,9 % molaires) qu'en
position interne (2,3 % molaires) ; autrement dit, sur les
19,2 % molaires de 18 : 0 dans les triglycéndes, 88,2 % sont
répartis sur les positions externes €t 1.8 % sur la position
centrale.

La composilion moyenne des acides gras en position
interne des triglyccrides de 'huile de coprah transesiérifiée
est naturellement devenue trés différente de la composition
moyenne initiale de 'huile de coprah native. Ces résuliats
mettent en évidence Uincorporation du 18:0 en position
interne due 4 un manque de stabilité de la spécificité de la
hpase de Candida deformans pour un temps de réaction
prolongé, Deux hypothéses permettent d’expliquer cetie
observation :

—— d’une part la durée de la réaction &tant trés longne {5
jours), on peuwtl considérer que la régiostlectivité ne se
conscrvail pas au-deld d'une durée trop importante. La
hpase de Candida deformans ne peut donc &tre mise en ceuvre
pour ce type de réaction car le fait que son AST soit faible
oblige 4 prolonger le temps de réaction au-deld des limrtes
convenables, induisant ainsi une migration d’acyles trop
importante. Seules les 2 autres lipases nous ont donné
satisfaction ;

— d’autre part selon Naudet [8], les liaisons csters, qui
dans un triglycéride Lent tes difféerents acides gras au glycé-
rol, nc sont pas lotalement inertes. Dans certaines conditions
de chauffage prolongé et enh milien presque anhydre, les
chaines acylees s'échangent les unes avec les autres. Ces
migrations d’acyles peuvent se produire soit 4 lintérieur
d’un méme glycénide, sot entre triglycérides différents.
Naudet [9] fail encore obscrver que les migrations sponta-
nées sous l'action de la température sont liées a l'induction
thermique spontanée de I'activité des fonctions alcools libres
des glycérides particls présents & 1’état de traces dans les
corps gras ; or l'analyse par CCM du melange réactionnel
aprés 5 jours de réaction indique que ce mélange a la
composition centésimale pondérale suivantc : esters méthy-

TABLEAU I. — Répartition internefexterne des acides gras des triglycérides des huiles de coprah natives et transestérifiées —
Transestérification catalysée par la lipase de Candida deformans adsorbée sur célite, 35,5 % (P/P)

{ Les résultals sont exprimés en % molaires)

T, T)z0n
Huile de coprah native purifiee Huile de coprah transestérifiée et puritfice
Positions Positions

Acides TG 2 1 +3 TG 2 1+3
gras

8 0 12,3 0,2 12,1 9,2 0.4 8,8
0.0 7.6 1,2 6.4 6,2 1,5 4,7
12:0 48.6 26,7 21,9 38,7 239 14.8
14:0 16.6 34 13,2 14,2 32 11.0
16:0 6,9 2 6,7 6,5 0,3 6.2
18:0 L6 — 1,6 19,2 2.3 169
131 5.1 09 42 4,7 0,8 3.9
18:2 1.3 0.7 0,6 1,0 0,6 0.4
20:0 — — — 0.3 0,1 0,2
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liques (26,2), triglyceérides (40,2), acides pras libres (16,7),
diglycérides 1-3 (9,5), diglycérides 1-2 (6,0), monoglycérides
(1,4). On constate donc que les diglycérides principalement
sont présents en proportions relativement élevées (15,5 %)
et, bien que la lipase de Candida deformans soit spécifique
1-3, la concentration de diglycérides 1-3 est nettement
supérieure 4 celle des diglycérides 1-2 ; en effet le rapport DG
1-3/DG 1-2 = 1,6 indique quune migration d’acyles s'est
produite au cours de la transestérification. Or les diglycérides
1-3 ainsi formés sont plus stables que les diglycérides 1-2. La
transformation inverse (DG 1-3 —» DG 1-2) est plus difficile.
En supposant que les diglycérides 1-3 proviennent tous des
diglycérides 1-2, ce qui est plausible compte tenu de la
régiosélectivité 1-3 de la lipase de Candida deformans, la
migration 2 — 1 affecte donc 60 % des diglycérides 1-2, ce
qui est considérable. On se rend donc compte que ce
phénoméne sévissant dans de telles proportions rend totale-
ment aléatoire et vide de tout sens la proprété de régiosé-
lectivité du biocatalyseur pour des durées de réaction trop
importantes.

2, — Transestérification catalysée par le lipozyme
{Mucor michei) et le mycéliom de Rhizopus
arrhizus.

Du fait que l'on effectue des prélévements de 1g du
mélange réactionnel au cours de la réaction jusqu’a I’équili-
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bre (24 h par la lipase de Mucor miehei et 48 h pour la lipase
de Rhizopus arrhizus), les quantités de corps gras mises en
réaction ont été multipliées par 3. Ces prélévements de 1 g
effectués aprés 1. 2, 4, 12 et 24 h de réaction dans le cas du
lipozyme et 2, 4, 8 24 et 48 h de réaction dans le cas du
mycelum de Rhizopus arrhizus sont reprnis par 20 ml
d’hexane afin d’obtenir des solutions 4 5 % (P/V).

Les mélanges réactionnels sont constitués comme suit :

— 15 g d’hule de coprah purifiée et 6,6 g de stéarate de
méthyle auxquels sont ajoutes soit 0,432 g de lipozyme Ty
(2% P/P), soit 0,432 g de mycélium de Rhizopus arrhizus
(20 % P/P).

La réaction de transestérification a lieu 4 50 °C, sous 20
mm de Hg.

a) Analyse de la «fraction esters méthvliques » (FEM).

La FEM est séparee des triglycérides et des plycérides
partiels éventuels par CCM préparative et sa composition en
acides gras est directement déterminée par CPG. Les résul-
tats obtenus sont consignés respectivement dans les tableaux
Il et IIT pour le hpozyme et le mycéhum de Rhizopus
arrhizus.

De ces compositions en acides gras, on retiendra plus
particuliérement I’évelution des concentrations de C 12: 0 et
C 18:0 en fonction du temps.

TABLEAU II. — Evolution de la compesition en acides gras de la fraction « Esters méthyliques ». Transestérification catalysée par
le lipozyme ™, 2 % (P{P)

{ Les résultats sont exprimés en % molaires)

Acides Temps (heures)
gras 0 0,5 1 2 4 8 12 24
8:0 — 0.4 0.4 0.4 2,6 2,9 3,1 30
10:0 — 0,5 0,5 0,9 22 2,9 38 4.4
12:0 — 23 5.1 8.1 12,9 18,0 20,5 21,8
14:0 — 3.1 4,3 6,7 10,0 13,5 14.6 16,6
16:0 0,2 1.6 23 3,6 32 7.2 79 8.7
L7:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 a.l 0,1
18:0 98,5 90,1 84,9 773 63,3 50,8 4.5 389
18:1 0,1 0.8 1,2 1.7 2,6 34 4,2 4,2
18:2 —_ 0,1 0,2 0.3 0,4 0,6 0.8 0,8
20:0 1,1 1,0 1,0 0.9 0,7 0,6 0.5 0,5

TABLEAU III. — Evolution de la composition en acides gras de la fraction « Esters méthyligues ». Transestérification catalysée
par le mycélivm de Rhizopus arrhizus, 20 % (P/P)

{ Les résultats sont exprimés en % molaires )

Acides Temps (heures)
gras 0 2 4 8 24 32 48
8:0 _ 1,3 24 4.3 5,6 2,2 1,3
10: 0 — 0,8 1,2 29 3,6 39 4.3
12:0 — 4,7 B.6 15,9 21,1 21,6 21,9
14:0 — 3,1 6,0 a,5 12,3 13,8 15,2
16-0 0,2 1,8 32 50 55 8,7 8,5
17:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0.1
18:0 98,5 85,8 75,2 57,9 46,2 43,4 41,9
18:1 0,1 1,1 1,9 29 3.9 4,7 47
18:2 — 0,3 0.5 08 1,2 1.1 1,2
20:0 1,1 1,0 0,9 0,7 0,5 0.5 0,5
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Dans le cas de la transestérification catalysée par le
lipozyme Ty, on note d’une part que 'équilibre est atteint
pour 24 h de réaction puisque la concentration en C12: 0 a
une valeur de 21,8 % molaires dans les estors méthyliques et
que le taux de conversion est déja de 93,6 % apres 12 heures
de réaction et, d’autre part, que la concentration résiduelle
de C 18:0 dans la FEM a chuté de 98,5 4 39,9 % molaires
4 1"équilibre.

Dans le cas de la transesténfication catalysée par le
mycélium de Rhizopus arrhizus, T'équilibre de la réaction
n’est atteint qu’apres 48 h de réaction, mais il faut remarquer
que le taux de conversion est dé&ja de 96 % aprés 24 h.

b) Répartition interne/externe des acides gras des triglycé-
rides des huiles de coprah transestérifiées.

Les huiles de coprah transestérifies sont tout d’abord
purifiées sur colonne de silice de maniére 4 disposer exclusi-
vement des triglycérides.

Pour chaque prélévement la composition en acides pras
totaux des triglycérides est déterminée et rend compte de
I’évolution de la réaction ; ¢’est sur la base de cette compo-
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sition que pourra se déterminer la répartition interne/externe
des huiles transestérifiees dont les résultats sont consignés
dans les tableaux IV et V pour les réactions de transestérifi-
cations catalysées respectivement pour le lipozyme et le
mycélium de Rhizopus arrhizus.

o Transestérification catalysée par le lipozyme,

Si l'on compare au cours du temps la composition
movenne initiale des acides gras de I'huile de coprah en
position interne 4 celle des acides gras en position interne des
tniglycérides interestérifiés, on note que cette composition
reste pratiquement constante jusquid 12 h de réaction, c’est-
d-dire pour une durée de réaction pour laquelle le taux de
conversion est de 93,6 %. A ce moment 13, I'acide stéarique
ingorporé d I'huile de coprah transestérifiée est totalement
situé sur ’ensemble des deux positions externes. Au-dela de
12 h de réaction, et notamment quand I'équilibre est atteint,
sur les 22,8 % molaires de C 18 : 0 constitutifs des triglyce-
rides de lhuile transestérifiée, 1,2 % molaire apparait
désormais en position centrale soit 1/20° environ, De méme,

TABLEAU IV. — Répartition interne/externe des acides gras des triglycérides de huile de coprah transestérifiée. Réaction
catalysée par 2 % (P/P) de lipozyme™

{ Les résultats sont exprimés en % molaires)

Temps (h) ¢ i 2 4 12 24
Positians Positions Positions Positions Pasitions Positions
TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 143 TG 2 1+3 TG 2 1+3
8:0 104 03 o 102 02 10,0 10,1 03 98 8% 04 84 71 04 67 71 06 65
10:0 6,9 1,0 59 67 09 58 66 0% 57 59 0% 50 49 08 4,1 49 Lo 39
12:0 482 263 219 465 26% 190 452 264 1838 430 266 164 415 208 147 413 243 170
14:0 18,0 3,7 143 164 36 128 159 37 122 14,1 34 10,7 133 34 99 133 3,5 98
16: 0 7.7 02 7.5 68 01 67 86 02 64 56 03 53 52 03 49 52 04 48
18:0 20 — 20 65 — 65 88 — 88 166 — 16,6 224 — 224 228 1,2 21,6
18:1 53 1,0 43 52 09 43 47 Lo 37 43 09 34 3% 08 31 39 1,6 2,3
18:2 1.5 0,9 06 1,5 09 06 19 09 10 LS L 05 14 0 04 12 05 03
20:0 — — 0.2 — 02 02 — 02 02 — 0,2 03 — 03 03 — 0,3

TABLEAU V. — Répartition interne/externe des acides gras des friglycérides de I'huile de coprah transestérifiée. Réaction
catalysée par 20 % (P/P) de mycélium de Riizopus arrhizus

{ Les résultats sont exprimés en % molaires)

Temps (h) 0 2 4 8 24 48
Positions Positions Positions Positions Positions Positicns
TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 1+3 TG 2 1+3
8:0 104 03 10,1 85 02 83 71 02 69 58 03 55 52 04 48 5) 06 45
10:0 6,9 1,0 359 56 LI 45 50 .t 39 43 1.2 31 38 09 29 37 07 30
12:0 482 26,3 21,9 46,6 267 19,7 454 266 188 444 267 177 41,2 264 148 41,1 232 179
14 0 18,0 3,7 143 172 35 13,7 16,7 33 134 161 31 130 151 32 119 14,2 Ll 1Ll
16:0 7,7 02 7.5 7.1 02 69 89 03 66 67 04 63 66 05 61 87 1,2 55
18 0 20 — 20 94 — 94 139 — 139 183 — 183 235 04 23,1 247 26 221
18.1 53 1,0 43 39 Lo 29 35 09 26 30 09 2, 31 09 22 31 L2 19
182 L5 09 06 1,3 08 05 1,2 09 03 11 09 02 Ll 08 03 10 07 03
20.0 — — 02 — 02 03 — 03 03 — 03 04 — 04 04 — 0.4
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globalement la composition moyenne initiale a évolué et
n'est plus constante. L'acide laurique est le plus affecté : sa
concentration initiale en position interne passe de 26,6 %
molaires & 24,3 % molaires a ’équilibre.

o Transestérification catalysée par le mycélium de
Rhizopus arvhizus.

Dans ce cas, la composition moyenne des acides gras en
position interne est pratiquement invariable jusqu’a 8 h de
réaction et le C 18 : 0 est totalement incorporé 4 I'huile de
coprah transestérifiée sur I'ensemble des 2 positions externes.
Cependant aprés 24 h de réaction, sur les 23,5 % molaires de
C 18 : 0 constitutifs des triglycérides de Vhuile transformée,
0,4 % molaire apparait sur la position interne et a I'obten-
tion de Téquilibre aprés 48 h de réaction. ce pourcentage
molaire s'éléve & 2,6 %o, soit plus du 1/10° de I'acide stéarique
total. De plus, alors que la composition moyenne 1nitiale des
acides gras en position centrale demeure trés stable jusqu’a
24 h de réaction, cette composition n’est plus constante aprés
I’équilibre notamment en ce qui concerne la variation du
12: 0.

CONCLUSION

Dans le cas de la transestérification régiosélective 1-3
catalysée par les lipases ¢tudiées dans ces travaux, la stabilité
ou la conservation de la spécificité 1-3 des biocatalyseurs est
établic en comparant la composition moyenne 1mtiale des
acides gras en position interne des triglycérides de T’huile
native 4 celle des acides gras internes de I'hwle traitée au
cours de la réaction. Si I'on se contente d’étudier I'état imtial
et ’état final, aucune conclusion ne peut étre formulée quant
a Iefficacité de la transformation de la matiére grasse. Pour
la réaction catalysée par le lipozyme (lipase de Mucor miehei)
et celle catalysée par le mycélium de Rhfzopus arrhizus, il a
été démontré que la régiospécificité 1-3 est conservée prati-
quement pendant 24 h de réaction, durée au-dela de laquelle
la composition en acides gras en position centrale n’est plus
constante. Cependant pour ces 2 lipases, il faut noter qu'a
I'équilibre qui est atteint pour des durées de réactions de
l'ordre de la journée, les variations de composition en
position centrale n’affectent respectivement que 5 % et 10 %
des acides gras ce qui, somme toute, n’est pas trés important.
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A ce propos, il est probable que dans les faits ces variations
de composition soient dues a des migrations d’acyles plutdt
qu’d une perte de régiostlectivité des biocatalyseurs. En effet,
si I'on attribue aux migrations d’acyles les modifications de
la composition en position centrale, ¢es migrations devien-
nent dans les faits effectives 4 partir du moment ou la
réaction tend vers Iéquilibre, c’est-a-dire quand la vitesse
apparente de la réaction devient nulle. Compte tenu que les
migrations d'acyles dues a des phénoménes d’isomérisation
sont attribuées 4 la présence de glycérides particls, ces
phénomenes lents doivent exister dés le début. Toutefous. ils
sont probablement masqués par la vitesse de transestérifica-
tion 1nitiale trés rapide et sont, en fait, non apparents, ce qui
n'est plus le cas lorsque la réaction de transestérification se
ralentit. Ce fait pourrait étre important car cela signifie que,
méme a l'équilibre, le systéme n'est pas figé et Pon peut
supposer que si la réaction était maintenue pendant une
longue durée aprés I’équilibre, la conséquence pourrait étre
une évolution vers une répartition statistique. Ce n’est
d’ailleurs probablement pas un hasard si, dans le cas de la
réaction catalysée par la lipase de Rhizopus arrhizus ou la
vitesse de transestérification est plus lente donc moins effi-
cace que dans le cas de la réaction catalysée par le lipozyme,
les phénomeénes de migrations sont masqués moins long-
temps et apparaissent donc plus tot.

Toutefois dans la pratique, il semble qu’il so1t préférable,
bien que ces migrations d’acyles soient peu importantes,
d'intervenir avant I'équilibre et notamment aux alentours de
90 % de taux de conversion c’est-d-dire avant la phase de
ralentissement de la réaction enzymatique. A la lumiére de
ces résultats, on peut conclure gue pour les biocatalyseurs
suffisamment actifs, la régiosélectivité 1-3 est conservée
pendant un temps suffisant, compatible avec les durées de
réactions industrielles.

Cette étude en 3 volets sur Paptitude a la transetérification
des lipases, dans laquelle ont été successivement mis au point
un test de détermination de I'activité de transestérification
des biocatalyseurs, le contréle de |'activité de I'eau dans les
mélanges réactionnels et I'évaluation de la conservation de la
spécificité des enzymes mises en cuvre, permet d'entrepren-
dre désormais la valorisation biologique de I'hwile de palme
et de sa fraction concréte par interestérification inter-huiles
Maigré le fait que ce biocatalyseur soit trés onéreux, le
lipozyme (hpase de Mucor miehei immobilisée sur résine
échangeuse d’anions) a été choisi pour effectuer quelques
exemples d’application car ¢’est le biocatalyseur le plus actif.
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SUMMARY

Transesterification ability of some 1-3 regio-selective lipases.
III. — Stability of 1-3 regio-selectivity.

J. MUDERHWA, M. PINA and J. GRAILLE, Qléagineux, 1988,
43, N° 12, p. 465-470.

The final part of this study involves checking preservation over
time of the 1-3 regio-selectivity of the Moecatalysts used during the
interesterification reaction. This reaction, which 1s biocatalyzed by
1-3 regio-selective lipases must not take up the central position of
the triglycenides whose fatty acid composition must remain cons-
tant, at least for a duration compatible wath the requirements of
industrial reactions. This check was made by delermining the
internal-external distnbution of the fatty acids using a copra/methyl
stearate muxture and by momtoring stearic acid incorporation 1n
position 2 of the copra triglvcendes. For the mixture chosen, 1t was
shown that the lipases studied, namely that of Mucor miehel
(Lipozyme} and that of the Rhizopus arrhizus mycelium, keep their
1-3 regio-selectivity at least 12 hours, ie long enough to ensure
practically the complete transformation of the fat without acyl
transfer phenomena altering transestenification regio-selectivity.

Oléagineux, Vol. 43, n° 12 — Décembre 1988

RESUMEN

Habilidad de algunas lipasas regioselectivas 1-3 para la
transesterificacion. II1. — Estabilidad de la regioselectivi-
dad 1-3.

J. MUDERHWA. M PINA v I. GRAILLE, Oféagineux, 1988, 43,
N° 12, p 465-470.

La dltima parte de este estudio se refiere a la verificacién de la
conservacion a travées del tiempo de la regioselectividad 1-3 de
biocatalizadores empleados durante la reaccion de imterestenfica-
c1én. Esta reaccidn hocatalizada por las lipasas regioselectivas 1-3
no debe influir sobre la posicion central de los trighcéridos cuva
composicion de acidos grasos debe mantenerse constante, por lo
menos por un plazo compatible con los requernimuentos de las
reacclones industriales. Este control se realizd estableciendo la
distribucion interna y externa de los acidos grasos mediante el
sistema de aceite de coprajestearato de metilo y siguiendo la
incorporacién del acidoe estearico en la posicion 2 de los triglicéridos
de copra. Dentro del sistema escogido, se demostro que las lipasas
estudiadas, en especial la de Mucor mucher (Lipozima) v la del
micelio de Rhizopus arrhizus, conservan su regioselectividad 1-3
durante 12 horas por lo menos, o sea un tiempo suficiente para
asegurar casi la transformacién completa de la grasa sin que los
fendmenos de transferencias de acilas alteren la regroselectividad de
la transesterificacion.
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