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Interestérification enzymatique

régiosélective 1-3

en milieu fondu et en réacteur continu :
valorisation de I'huile de palme

J. M. MUDERHWA (1), M. PINA (1), D MONTET (1), P FEUILLARD (1) et J. GRAILLE (1)*

Résnmé. — La muse en ceuvre de 'imiteresténfication enzymatique régiosélective 1-3 dans un réacteur tubulaire & lit calalvtique fixe remph
de Lipozyme (lipase fixée de Mucor nucher), fait suite a la mise au point de la réaction en « batch » |, elle constitue la phase finale de I'étude du
biofagonnement des huiles végétales par interestérification enzymatique en mulicu fondu catalysée par les lipases régiosélectives 1.3 La cétique
de la réaction montre une transformation compléte en 5 h de séjour dans le réacteur avee conservation de la régiosélectivité 1-3, Il est possible
de partir de coupages huile de palme/contre-huile dans un rapport défim et de fagonner ainsi des produits dent les propriétés sont fonction du
débit du réacteur et de la composition du mélange mmtial ; on peut donc faire vaner les propriétés des produats a souhait. L’abjectif consistant
a valoriser huile de palme, ou sa fraction concréte, par 'obtention soit de base grasse pour margarines sans huiles hydrogénées, soit d"huiles

fluides pour I'assaisonnement et la friture, a été atteint.

INTRODUCTION

Le travail entrepris a été effectué dans le but de valoriser
biologiquement la quahté commerciale et nutntionnelle de
I'huile de palme et de sa fraction concréte par biofaconne-
ment réalisé par interestérification enzymatique, catalysée
par des lipases régiosélectives 1-3 en milicu fondu Cetie
valorisation vise deux principaux objectifs :

— concevoir des bases grasses pour margarines de table
ou de pitisserie, garanties sans huiles hydrogénées,

— produire des huiles fluides pour 'assaisonnement et la
friture, éventuellement enrichies en acides gras essentiels,
correspondant aux besoins technologiques et nutntionnels.
Du pomnt de vue biotechnologique, le choix de I’cnzyme la
plus appropriée par sa spécificité et la facilité de sa mise en
ecuvre sont des critéres essentiels. Aimnsi, nous avens souligne
par ailleurs les avantapes de Iinterestérification
régiosélective 1-3 (1.LR. 1-3)} ou, en particulier, seules les
positions 1 et 3 des triglycénides sont modifiées, la position 2
plus riche en acides gras essentiels restant inchangée Cet
aspect revét une importance capitale a ’égard du probléme
de T’huile de palme dont certaines perspectives d'améliora-
tion n'ont pas donné a ce jour entiére satisfaction (déshy-
drogénation chimigque, méthodes agronomiques et mélanges
eutectiques).

Concernant la structure glycéridique de cette huile,
Faulkner ef al. [1] ont montré que 90 % environ des acides
gras saturés (essenticllement palmitique) occupent les posi-
tions externes du glycérol.

En conséquence, pour atteindre les objectifs fixés. 'LR. 1-
3 inter-huiles, catalysée par les lipases régiosélectives 1.3, a
été étudiée en milieu fondu en utilisant comme huile de base
I'huile de palme et/ou sa fraction concréte ¢t comme contre-
huiles les huiles suivantes : coprah. palmiste (huiles lauriqucs
4 propriétés de fusion intéressantes) ; colza (type oléique) .
Myrianthus arboreus, soja (type linoléique) , son de iz (type
oléique-linoléique) ; bourrache (type gramma linolénique)

Faisant smte a4 une premiére phase de sélection et dv

(1) Division Chimie des Corps gras, CIRAD-IRHO ; B P. 5035 — 34032
Montpellier Cedex (France).
* Auteur & qui loute correspondance doil étre adressée

production de lipases régiosélectives 1,3 [2, 3], puis 4 une
¢tude comparative de 'activitée des divers biocatalyseurs
testés sous différentes formes [4, 5], le Lipozyme, lipase de
Mucor miehel fixée sur résine macroporeuse échangeuse
d’anions, a été choisi comme biocatalyseur de la réaction,
nolamment pour les raisons suivantes : la mise au point d’un
test de détermunation de Vactivité spécifique de transestéri-
fication [6, 7] et I'étude de l'influence de I'activité de 'eau sur
les milicux réactionnels [8] ont montré que le Lipozyme était
le complexe enzymatique le plus actif parmi tous les bioca-
talyseurs testés , nous avons également vérifié que la régio-
sélectivité 1,3 &tait conservée pendant un temps compatible
avec les durces des réactions industrielles [9).

Bien que ce biocatalyseur soit trés cher (3 300 F/kg), il a
cependant été retenu aussi pour ses propriétés physiques
particuliéres : le diamétre des particules est supénieur 4
200 um, ce qui facilite son utilisation en continu dans un
systéme sans solvant. De plus sa thermostabilité lui confére
une demi-vie allant jusqu’a 1 600 h a 60 °C [10]

Une étude préliminaire en « batch » [11] nous a permis de
connaitre la cinétique de la réaction et de déterminer le
temps pour lequel la réaction atteinl 'équibibre. L'interesté-
rification a été conduite avec des ratios huile dec palme ou
concret de palme/contre-huile de 20/80 a 80/20. La réaction
a 60 °C pendant 6 h mettant en ceuvre 6 g de couple huile de
base/contre-huile et 0.3 g de Lipozyme, a montré que Uinte-
resténification est totale. On a pu ainsi suivre allure des
courbes de teneur en solides en fonction de la température
pour chaque rapport huile/contre-huile. Ces courbes de
teneur en solide ont été comparées a celles des margarines
commerciales témoins fournissant des renseignements sur les
meélanges présentant des propriétés rhéologiques intéressan-
tes

Dans la présente étude, sculs les rapports huile/contre-
huile ayant donné des produits 4 propriétés rhéologiques
désirées ont &€ retenus. On suivra systématiquement Pallure
des courbes de teneur en solide en fonction de 1a température
pour chague temps de séjour dans le réactcur. Les produits
qui auront les propriétés rthéologiques les plus inléressantes
seront sélectionneés et proposés pour une €lude plus détaillée
avant de procéder aux tests industriels.
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MATERIEL ET METHODES

Bien que I'un des objectifs généraux de cette technique soit
de metire en ceuvre des huiles brates ou trés sommairement
raffinées, nous avons dans certains cas utilis¢ des huiles
totalement raffinées Quelquefois, il s’est avéré nécessaire de
travailler avec des huiles purifiées sur colonne de silice, Ces
exceptions ont ét¢ nécessaires pour rendre plus aisé le
contrdle analytique. La lipase mise en ceuvre est le Lipozyme
fabriqué et commercialisé par Novo.

Conditions de réaction.

Un reacteur 4 lit catalytique fixe a été congu : le réacteur
est constitué d’une colonne « Pharmacia » 4 double enve-
loppe thermostatée maintenue & 60 °C. Le lit catalytique
comprend 9 g de Lipozyme. Le mélange 4 interestérifier est
maintenu a 60 °C + 1 °C dans un réservoir et admis dans le
réacteur par la base 4 laide d'une pompe péristaltique
Gilson, Le volume mort de la colonne, déterminée a I'aide de
colorant « rouge d huile O » a 1 % (P/P) dans I'huile est de
17,6 ml. Les temps de s€jour dans ce réacteur penvent varier
de 30min 4 5h, ce qui correspond & des debits de
352ml-h"'43,52ml-h™",

Meéthodes analytiques.

Les méthodes analytiques de contréle de I'LR.1-3 a
savoir, 'analyse des triglycérides par CPG en fonction du
nombre d’atomes de carbone et par HPLC en fonction du
nombre de partitions, la composition des acides gras en
position interne et la teneur en solide des mélanges interes-
térifiés par RMN 4 basse résolution ont été détaillées
précédemment [11].

RESULTATS ET DISCUSSION

L’LR. 1-3, effectuée en « batch » [11] entre 'huile de palme
¢t le concret de palme et les huiles lauriques, a montré d'une
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part que les meélanges suivants, totalement interestérifiés,
palme/palmiste 80/20 et concret/palmiste dans les ratios
40/60, 50/50 et 60/40 présentent 4 30 °C les mémes tencurs en
solide que la margarine ferme témoin et, d’autre part que
les couples d’huiles suivants, totalement interestérifiés.
palme/coprah  B0/20, palme/palmiste 70/30 et coneret/
palmuste dans les ratios 20/80 et 30/70 sont caraciérises par
un taux de solide & 30 °C comparable 4 celui de la margarine
au tournesol frigo tartinable.

De méme, Uinterestérification entre huile de palme ou le
concret de palme et les huiles fluides permet d’obtenir, a
partir des mélanges palme/colza, palme/HSR, palme/soja,
palme/bourrache dans le ratio 40/60 et concret/colza.
concret/soja, palme/Myrianthus, palme/bourrache dans le
rapport 30/70, des huiles fluides vers 20-25°C et enrichies
sclon les cas en acides gras essentiels.

Ces mélanges présentent donc des propriétés intéressantes
et certains d’entre-eux ont été étudiés en réacteur en effec-
tuant des cinétiques Mais les conditions de réaction ne sont
pas les mémes en continu et en « batch ». En effet, dans le
réacteur, le lit catalytigue de 32 cm de haut est constitué de
9g de Lipozyme. Tl s’'avére donc nécessaire d’établir la
cinétique de la réaction afin de déterminer le temps de
contact nécessaire pour que la réaction atteigne I'équlibre.
De plus, il est également nécessaire de vérifier si, dans ces
conditions, le biocatalyseur conserve sa régiosélectivité 1-3 4
Pégard du substrat c’est-d-dire si des migrations spontanées
d’acyles n'ont pas heu surtout pour des durées de réaction
assez longues.

Cinétique de la réaction et détermination du temps i
Péquilibre (T.,).

Comme dans le cas de la réaction en réacteur discontinu,
le couple d’huiles retenu pour cette étude est le suivant:
palme/ Myrianthus dans le ratio 60/40, car elles sont respec-
tivement caractérisées par 25 % de POO et 35 % de POP

TABLEAU I, — Cinétique d’interestérification entre 'huile de palme et Phuile de Myrianthus arboreus (60{40)

(Les résultats sont exprimés en % pondéraux)

TG Palme Myrianthus [ 26 min 64 min Lh30 3h00 5hoo
LLnLn 1,4 0,5 0,5 0.4 0.3 04
LLLn 0,5 0,4 0,3 0,3 0,2 0.2
LLL 79,9 31,1 28,3 26,0 238 21,8 21,0
OLL 12.8 4.8 5,4 59 6,3 7.8 7.8
PLL 1,0 27 1,7 3,0 5,6 7.4 8.9 9,0
OOL Lo 0,7 1,2 1,8 1,6 22 3.3 33
StLL — 1,6 0,8 Lo 0.9 1,0 1,1 L1
POL 7.9 0.4 54 7,0 8,6 9.8 11,1 1,2
MyOO 0,5 0.4 0.2 0,2 — — —
PPL 7,2 4,5 5.1 5,0 5.0 5.3 3,2
MyPO 1,0 L2 1,2 1,2 1.1 0.9 0.9
000 3,5 2,2 2,5 2.4 22 2,0 2,0
StOL 7 0.8 — — — L1 1,7
POO 25,1 14,9 14,7 14.4 13,7 11,7 14,7
PStL 0.8 03 0,5 1.1 1,1 1.2 Ll
POP 352 20,7 19,1 17,6 17,2 15,6 15,9
PFP 9,5 5.5 4,7 3.8 4.5 4,0 4,0
PStO 5,5 34 31 3,5 30 2,7 2,8
PPSt 0.8 0.7 L1 09 0.7 0.6 0,4
StStO 0,3 0,4 0,4 0,5 0.5 04 03

2

3
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pour T'huile de palme et 80 % de LLL pour lhuile de
Myrianthus. Ces triglycérides traceurs aident a suivre I'évo-
lution de la réaction.

Des prélévements de 5 g du mélange interesténfié sont
effectués en fonciion du temps pour un certain nombre de
temps de séjour dans le réacteur. Ce temps de séjour varie de
30 min a 5 h et I'interestérification est contrdiée par HPFLC
en fonction des nombres de partitions des tniglycérides. Les
valeurs consignées dans le tableau [ indiquent I'évolution des
concentrations (% pondéraux) des divers triglycérides en
fonction du temps de séjour dans le réacteur ; elles permet-
tent de suivre la cinéiique de Dinterestérification en tenant
compte des triglycérides principaux suivants: LLL, PLL,
POL, POP et PPP.

La concentration des triglycéndes LLL, POP et PPP
diminue progressivement au cours de la réaction alors que
celle des triglycérides POL et PLL augmente.

11 apparait que 'interesténfication est totale au terme d’un
temps de 5h, temps pour lequel la concentration de ces
divers triglycéndes n’évolue plus.

La concentration des triglycérides LLL et POP diminue de
32 et 27 % respectivement par rapport d la concentration
initiale en valeur relative ; la teneur des triglycérides POL et
PLL évoluede 5,44 11,2 % et de 1,7 4 9,0 % respectivement

En conséquence, l'interestérification en réacteur sera
étudiée en effectuant des cinétiques pour des temps de séjour
variant de 30 min 4 5 h.

Etude de la stabilité de la régiosélectivité 1-3 du bioca-
talyseur.

Le mélange palme/Myrianthus (60/40) est interesténfie
pour des temnps de séjour dans le réacteur variant de 26 min
4 5 h. Des prélévements de 2 g de 'effluent sont effectués an
cours de la réaction a la sortie du réacteur. Les différents
effluents sont purifiés par chromatographie sur gel de silice.
La composition en acides gras totaux des triglycérides du
mélange non traité et la répartition interne/externes des
acides pras des tnglycérides sont déterminées. Les résultats
obtenus, consignés dans le tableau I1, suscitent les commen-
laires ci-aprés: en comparant la composition maolaire
moyenne des acides gras en position interne du mélange non
traité 4 celle des mélanges interestérifiés entre 26 mun et 5 h,
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on constate que ces compositions sont pratiquement équi-
valentes ; la composition molaire moyenne des acides gras en
position interne des triglycérides reste constante au cours de
la réaction. La régiosélectivité 1,3 du Lipozyme est conservée
et 'LLR.1-3 se déroule convenablement puisque aucune
migration d’acyles n’est constatée au cours de la réaction.

LR. 1-3 avec les huiles lauriques.

Les couples d’huiles reienus pour cette transformation
biologique sont les suivants: palme/coprah 70/30 et
concret/palmiste 30/70, La réaction d’interesténfication est
effectuée pour des temps de séjour dans le réacteur variant
respectivement de 30min a2 4h et 35min & 4h 37 min
L'effluent du réacteur est contrdlé par RMN & impulsion a
basse résolution.

Les valeurs de teneurs en sohde en fonction de la tempé-
rature et du temps de séjour dans le réacteur sont données
dans les tableaux JT pour le couple palme/coprah (70/30) et
IV pour le couple concret/palmste (30/70} et peuvent étre
interprétées comme suit

—— les mélanges nterestérifiés sont caractérisés par un
taux de solide nettement inférieur 4 celui des mélanges
respectifs non traités ,

— la teneur en solide des mélanges interestérifiés varic
avec le temps de séjour dans le réacteur. elle diminue
progressivement au cours de la réaction d’interestérification ;
— Ja teneur en solide & 37 °C des mélanges inlerestérifiés
oscille entre @ et 2 % ; en particulier elle est nulle pour le
couple palme/coprah 70/30 interestérifié pendant au moins
1 h; elle atteint 2 % pour le mélange concret/palmiste 30/70
interestérifié au bout de 35min et 0,37 % pour le méme
mélange traité au bout de 4 h 37 min.

Les teneurs en solides des mélanges interestérifies ont &lé
comparées a celles des produits de référence (margarine
ferme et marganne frigo-tartinable au tournesal) (Tabl. V).
En tenant compte uniquement des valeurs de teneurs en
solide a 29, 30 et 37 °C, il apparait dans ces conditions que :

1} Les mélanges palme/coprah (70/30) et concret/palmiste
(30/70) interesténfiés pendant 30 min et 4 h 37 mun respecti-
verrient sont comparables & la margarine frigo-tartinable au
tournesol, les teneurs en solide & 30 "C étant respectivement

TABLEAU II. — Etude de la conservation de la régiosélectivité 1-3 du Lipozyme au cours de 'IR 1-3 en réacteur du mélange
palme/Myrianthus (60/40)

Les résultats sont exprimés en % molaires par rapport i la totalié de I'acide gras dans le mélange

Acides G {0 mun 26 min 64 min 1h3¢ ih 5h
gras 2 1+3 2 1+3 2 1-3 2 1+3 2 L+3 2 143
12: 0 0,1 0,03 0.07 0,03 0,07 0,03 0,07 0,03 0.07 003 0,07 0,03 0,07
14:0 0,7 0,1 0.6 0,1 6 0.1 0.6 0,1 0,6 0,1 0.6 0,1 0.6
16:0 288 16 25,2 3,5 253 16 252 16 25.2 16 252 3.6 252
16:1 0,1 0,03 0,07 0,03 0.07 0,03 0,07 0,03 0,07 0.03 0,07 0,03 0.07
13:0 3,1 0.4 2,7 0,5 26 0,4 2.7 04 27 0.4 2.7 0.4 2.7
18:1 249 135 11,4 13.5 11,4 13,6 113 136 113 13,6 11,3 13,5 i1,4
18:2 41,7 156 26,1 15.6 26,1 15,6 26,1 15,5 26,2 15,5 26,2 15.6 26,2
18:3 0,1 0,03 0,07 0.03 0,07 0,03 0.07 0,03 0,07 0,03 0,07 0,03 0.07
20:0 0.2 — 0,2 — 0.2 — 0.2 - 02 — 0,2 — 0,2
201 0,2 — 0,2 — 0,2 — 0.2 — 0.2 — 0.2 — 0,2
20:2 | — 0,1 — 0.1 — 0.1 — 0,1 — 0,1 — 0,1
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TABLEAU TI1. — Teneurs en solide (%) en fonction de la température du mélange palme/coprah (70/30) interestérifié cn réacteur
pour des temps de séjour variant de 30 min a 4 h

Te m?é(;)ature Palie o Palme/coprah 70/30
0 30 min Lh 2h 4h
54,46 79,60 5342 45,65 38,60 35,66 33,94
49,59 68.21 42.65 32,85 27.88 24,71 22,17
10 34,67 57,33 25,33 20,30 18,00 15,67 13,65
15 25,29 49.42 14,54 12,34 11,00 10,04 9,03
22 1541 30,99 7,34 7,00 6.00 5,65 4,67
29 8§95 0,23 5,18 3,81 2.64 2,24 1,93
37 3,70 — 1,85 0,72 — — —
42 2,20 — 1,26 0,35 — — —
48 — — — — — — —

TABLEAU TV — Teneurs en solide (%) en fonction de la température du mélange concret/palmiste (30/70) interestérifié
en réacteur pour des temps de séjour variant de 35 min 3 4 h 37 min

Concret/palmiste 30,70

Tem{:c’(:;;i ture Concret Palmiste
0 35min 63 min 2h4 4h 37
0 66.04 70,52 64,70 62,99 635 58,08 36.51
62,73 66,67 54,75 52,44 30,30 4943 46.05
10 33,30 60,63 43,36 41,33 7,67 38,67 4,60
15 45,00 53,35 34,43 31.70 29,82 2691 23,98
22 33,39 40,74 23.30 21.50 18,59 17.20 . 1580
29 23,65 3.30 8,46 6,42 4,89 360 2,84
37 14,00 -— 3.03 2.03 1,00 0,90 0,37
42 8,30 — 2.45 0,47 0,09 — —
43 2,66 - - — — — —

TABLEAU V. — Teneurs en solide (%) des produits de référence et des mélanges concret/palmiste (30/70)
et palme/coprah (70/30) interestérifiés

Temp Margarine Margarl ne Concrel/palmiste Palmejcaprah
°C) ferme frige .
lartinable 35 min 4 h 37 30 mim
29 5,63 3,22 6,42 2,84 3,81
30 5,00 2,33 5.33 2,67 2,67
37 — — 2.03 0,37 0,72
de 2,67 % et 2,33 %. Ces deux mélanges ont un laux trés Interestérification avec les huiles fluides.

néghgeable de solide 4 37 °C, soit 0,72 % et 0,37 % respec-
tivement ; par voie de conséquence, ce sont des bases grasses
susceptibles de servir d’ingrédients dans la production des
margarines de table ayant des propriétés rhéologiques voisi-
nes de la margarine an tournesol |

L’étude en réacteur discontinu nous a pernms de retenir,
les  couples d’huiles swvants: palme/colza  40/60,
concret/soja 30/70 et palme/Myrianthus 60/40.

2) Le couple concret{palmiste (30,"'{"0) intererstéri_ﬁé a) LR. I-3 avec Phuile de colza.
pendant 35 min se rapproche de la margarine ferme témoin,
les teneurs en solide & 30 °C étant respectivement de 5,33 %
pour le produt et 5,00 % pour la margarine ferme : cepen-
dant ce mélange est caractérisé par un taux non négligeable
de solide 4 37 °C, soit 2,03 %.

Le mélange palme/colza 40/60 est interestérifié pour des
temps de séjour dans le réacteur variant de 35 min 4 4 h. Les
teneurs en solide en fonction de la température et du temps
de sé&jour dans le réacteur sont consignées dans le tableau-

En conséquence, il conslitue une base grasse exploitable VI, on peut suivre ainsi I'évolution du % de solide du
pour la confection des margarines de cuisson ou de pitisse- mélange interestérifie en fonction du temps de séjour dans le

rie. réacteur. Les résultats appellent les commentaires suivants :
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— les mélanges interestérifiés présentent une teneur en
solide inférieure a celle des mélanges non traités ;

— la teneur en solide des mélanges traités varie avec le
temps de séjour dans le réacteur : elle diminue progressive-
ment au cours de la réaction et devient nulle 4 37 °C,

— le couple palme/colza 40/60 interestérifié pour le temps
de séjour dans le réacteur variant de 2 h a 4 h est pratique-
ment fluide 4 20-25 °C; les teneurs en solide a 22 °C sont
respectivement de 0,92 % et 0.41 %.

b) LR. 1-3 avec les huiles de soja et de Myrianthus.

Les couples dhuiles concret/soja  (30;70) et
palme/ Myrianthus (60/40) sont interestérifiés pour des temps
de séjour dans le réacteur variant de 35min 4 5h et de
26 min a 5 h respectivement.

Les valeurs des teneurs en solide en fonction de la
température et du temps de sgour dans le réacleur sont
indiquées dans les tableaux VII pour le couple concret/soja
(30/70) et VIII pour le couple palme/ Myrianthus (60/40) ; les
résultats s'interprétent comme suif :

— Tlinterestérification abaisse la teneur en solide des
coupages ;

— la teneur en solide des mélanges interestérifiés varie
naturellement avec le temps de contact comme dans les cas
précédents ; il diminue au cours de la réaction ;

— le couple concret/soja 30/70 nterestérifié pour des
temps de séjour dans le réacteur, variant de 75 mn & 5 h est
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caractérisé par une teneur en solide nulle 4 37 °C il en est de
méme du mélange palme/Myrianthus 60/40 interestérifié
pour des temps de contact de 64 min a Sh:

— le mélanpe concret/soja 30/70 interestérifié durant
2 h 45 min et 5 h constitue une graisse plastique d tempéra-
{ure ambiante, le % de sohde 4 22 °C étant 1,83 % et 1,20 %
respectivement. 11 pourrait étre utilisé en tant qu'ingrédient
dans la production de « shortenings ». Il est de plus totale-
ment fluide & 37 °C pour une réachion de 2 h 45 min.

Par contre, le couple palme/Myrianthus 60/40 cst prati-
quement fluide 4 température ambiante pour un temps de
séjour de 5 h dans le réacteur , 1a teneur en solide a 22 *C est
de 0,69 %.

¢) Caractérisation des produits apant des teneurs en solides
intéressantes : composition des acides gras des mélanges et
analyse des triglycérides par HPLC.

Seuls, les produits ayant 1,20 % et 0,69 % de solide &
22 °C seront caractérisés en effectuant par HPLC I'analyse
de leurs triglycérides.

* Composition des acides gras des mélanges.

La composition des acides gras des mélanges concret/soja
30/70, palme/Myrianthus 60/40 et palme/colza 40/60 est
contrdlée puis comparée 4 celle des iriglycérides de I’huile de
palme et du concret de palme.

Il est évident que comparativement 4 ’huile de palme, et
au concrel de palme. les mélanges concret/soja 30/70,

TABLEAU VL. — Teneurs en solide (%) en fonction de la température du mélange palme/colza (40/60) interestérifié en réacteur
pour des temps de séjour variant de 35 min 4 4 h

Palme/colza 40/60

Tem%:‘g;l ture Palme Colza

0 35 min 69 min 2h05 dh

0 54,46 0,39 14,74 12,10 10.53 8,67 7,52
3 4959 0,01 a.41 7,85 6.67 5,43 4,65
1¢ 34,67 — 540 4,67 3.30 3,00 2.00
15 25,29 —_ 3,54 3,35 2.15 1,81 121
22 15,41 — 232 2,13 1,01 0,92 0.41
29 8,95 — 2,03 1,58 0,33 0,13 0.04
37 3,70 — — — — — —
42 2,20 — — — — —
48 — — — -— — — —

TABLEAU VII. — Teneurs en solide (%) en fonction de la température du mélange concretfsoja (30/70) interestérifie
en réacteur pour des temps de séjour variant de 35 min a4 5h

Concret/saja 30,70

Temf’.%;i ture Concret Soja

0 35 min 75 min 2h4s Shos

1] 66,04 0,29 16,15 14,29 12,34 10,31 8,03

5 62,73 0,04 11,35 9.91 8.04 7,08 5.65

L0 53.30 — 900 7.30 5.67 4,68 3.04

L5 45,00 — 730 5.66 410 124 2.08

22 3339 — 537 4.33 233 .83 1.20

29 23.65 — 4.00 2. 1.00 0.86 (.32

37 14.00 — 1.33 0.67 0.06 0,01 —

42 8.30 — 100 029 — — —

48 2,66 — —
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TABLEAU VIII. — Teneurs en solide (%) en fonction de la température du mélange palme/Myrianthus 60/40 interestérifié
en réactenr pour des temps de séjour variant de 26 min 3 5h

Température Palme/ M yrianthus 60/40

C) Palme Myrianthus : -
0 26 min 64 min 1h3o Ih 00 5hoo
0 54,46 0.01 25,30 23 85 20,11 18,76 15,70 14.36
5 49,59 — 19,38 17,69 15.67 12,92 10,86 8,59
10 34,57 — 13,00 11,36 9,32 8,30 6,30 5,00
15 25,29 — 9,37 7.54 5,70 5,33 4.00 3,05
22 1541 — 5,67 4,34 3,00 2,36 1,30 0,69
29 895 — 2,32 1,30 0,33 0,14 — —
37 3,70 — 1.00 0.33 — — — —
42 2,20 — 0,01 — — — — —
48 — — — — — — — —

TABLEAU IX. — Composition en triglycérides des mélanges concret/soja (30{70), palme/Myrianthus (60/40) et palme/colza
(40/60) avant (T )et aprés (T, ; T,) interestérification en réacteur. Détermination d’espéces de triglycérides

(Les résultats sont exprimés en %% pondéraux)

Concretfsoja Palme/Myrianthus Palme/colza
TG 30/70 60/40 40/60

T, Ts T, T, T, T,
LLnLn 0.5 0,2 — 0,4 — —
LLLn 54 Q.2 — 0,2 0,2 0,2
OLnLn — — — — 0.3 0,3
LLL 13,2 11,4 31,1 21,0 2,2 0,5
OLLn 3,6 3.6 — — 32 2,0
PLLn 22 2.6 — — 0,5 0,7
OLL 12,4 12,0 48 78 6,1 4,7
0OO0Ln 0,3 1,2 —_ — 52 3,8
PLL 10,5 12.0 1,7 2.0 2,0 2.4
POLn 04 1.7 — — 0,9 3,1
QOL 5,6 5.8 1,2 33 14,1 13.7
StLL 29 2,7 0,8 1,1 1,1 —
POL 7.5 10,7 54 11,2 6,7 12,9
MyQO — — 04 — — —
PPL 32 4,8 4,5 5,2 3.6 32
MyOP — — 1,2 09 — —
000 22 1,7 2,2 2,0 16,5 13,4
StOL 2,5 24 0,8 1,7 1,7 1,9
POO 3,2 5.2 14,9 11,7 I8,4 8,1
PStL 1,4 1,4 0,3 1,1 1,1 1,2
POP 9.6 8,3 20,7 159 14,3 10.6
PPP 74 5.0 55 4.0 54 2,1
St00 -— — — — — 2,5
PStO 2.3 1.9 34 2,8 1.5 2,2
PPSt 1,3 £,0 0.7 0,4 0,7 0,3
St5t0 1.4 0,1 04 0,3 03 0,2
Espéces de
triglycérides
GS; 8.7 6,0 6,2 4.4 57 24
GS,1 16,9 16,5 30,5 26,2 20.8 17,4
GSI, 3,2 37,3 24,0 34,7 25,7 41,6

Gl; 43,2 40,2 39,3 34,7 43,8 38.6
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palme/Myrianthus 60/40 et palme/colza 40/60 sont appau-
vris en acides gras saturés (53,4 % et 72,4 % contre 32,7 %,
329 % et 26,8 % respectivement) mais ennchis en acides
gras insaturés (46,6 % et 27,6 % contre 67,3 %, 67,1 % et
73,2 % respectivement) ;

— en particulier, alors que 'huile de palme ne renferme
que 8,3 % molaires d'acide linoléique (18:2, n-6) et le
concret de palme 2,6 % molaires de ce méme acide gras,
précurseur de l'acide grammalinolénique (18 .3, n-6), les
couples d’huiles concret/soja 30/70, palme/Myrianthus 60/40
et palme/colza 40/60 sont caractérisés par le taux respectif en
cet acide de 36,5 %, 41,7 % et 19,2 % molaires.

De plus, Pinterestérification étant régiosélective 1-3, la
proportion en acides gras insaturés en position § est accrue
dans les mélanges interestérifiés.

* Analyse des triglycérides des mélanges.

Les triglycérides des mélanges palme/colza 40/6(, concret/
soja 30/70 et palme :Myrianthus60/40 avant et aprés interes-
térification pour des temps de contact respectifsded4 het 5h
sont analysés par HPLC ; la composition des triglycérides
(Tabl. IX) montre que :

— I'LLR. 1-3 appauvrit les mélanges traités en triglycerides
trisaturés (GS;), disaturés (GS;I) et dans certains cas en
triglycérides triinsaturés (Gl,), mais les enrichit en triglycé-
rides diinsaturés (GSI,), les symboles 8 et T signifiant
respectivement acide gras saturé et acide gras insaturé.

Partant de ces observations, nous proposons de défimr un
facteur « F », indépendant de la température comme é&tant
I'indice de fluidité d’une huile ou d'un mélange d’huile [11].
« F » est calculé selon I'équation suivante :

F = GI; + GSL,/GS, + GS,1.

« F » est calculé pour 3 mélanges avant et aprés interesté-

rification. Ces valeurs sont consignés dans le tableau X jelles

indiquent comme il fallait 8’y attendre que I'LLR. 1-3 améliore
la fluidite des coupages.

TABLEAU X. — « F » avant et aprés interestérification

Concret/soja Palme/ Myranthus Palme/coiza
(30/70) (60/40) {40/60)
T, T; T, T, T, T,
«F» 2,91 3,44 1,72 2,27 2,77 4,05

La différence AF = F, ~ F, ot F, caracténse le mélange
interestérifié pendant le temps de séjour t dans le réacteur et
F, caractérise le mélange non traité, apparait alors comme
une mesure de l'efficacité de I'LLR. 1-3 pour un couple
d’huiles défini.

AF dépend de plusieurs facteurs tels que : la nature du
couple d’huiles, le rapport huile/contre-huile et la durée t de
I'I.R. 1-3. AF/t caractérise ainsi efficacité du réacteur

3. — Essai d’obtention d’une base pour margarine enri-
chie en polyinsaturés.

Le couple palme/coprah 70/30 interestérifié en réacteur
constitue nune base grasse avant des propriéiés rhéologiques
comparables 4 la marganne frigo-tartinable. Nous avons
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gssaver de concevoir la composition du mélange complexe
pour I'obtention de base grasse pour margarine enrichie en
polyinsaturés, en utilisant tous les types d’huiles ayant servi
pour cette étude. Ce mélange renfermant 70 % d’hwies type
palmitique, 20 % d’huiles lauriques et 10 % d’huiles luides
a la composition suivante :

palme (60 %) et concret (10 %), coprah (10 %) et palmiste
(10 %), soja, colza, son de riz, bourrache et Myrianthus
arboreus (2 % chacun).

La composition en acides gras totaux en % molatres de ce
mélange, a la composition suivante :

6:0= 0,2; 8:0=2,9;10.0=1,6;120=129; 14:0= 51,
16:0=734.1; 16:1=0,2; 18:0=3,4; 18:1 =279 18:2=10,3,

18:3(n-6)= 0.4; 18.3(n-3)=0.5; 1§:4=0,1; 2000= 0,2:20:1= 0,2,

Ce mélange est interestérifié en réacteur pour le temps de
séjour de 4 h, soit pour un débit de 4,4 ml - h™".

Le tableau XI donne les teneurs en solides en fonction de
la température de ce mélange avant (T,) et aprés (T,)
interestérification

TABLEAU XI. — Teneurs en solide en fonction
de la température du mélange complexe
avant et aprés interestérification

Teneurs en solide (%)

Température
Q) mélange avant mélange aprés
mteresténfication interestérification

0 45,47 42,51
5 36,15 32,44

10 19,33 14,67

15 10,58 8,25

22 6,66 4,67

29 3,67 2,52

37 2,68 0,10

42 1,42 —

48 — —

Ces résultats montrent que :

— le mélange interestérifi¢ constitue une base grasse
ayant des teneurs en solide comparables 4 celles de la
margarine au tournesol ; la teneur en sohde & 29 *C est de
2,52 % alors que celle pour la margarine au tournesol est de
3,22 % a cette méme température. Cependant, le taux de
solide 4 37°C est de 0,1 %, ce qui est négligeable et qui
pourrait étre évité en incorporant un peu plus de palmiste ou
de coprah au meélange,

— le produit interestérifié renferme 60,4 % d’acides pras
saturés et 39.6 % d'insaturés. Parmi les acides gras saturés,
17,6 % sont des acides gras & chaine courte (C6:0 4 C12 :0),
ce qui est intéressant sur le plan nutritionnel. Parmi les
acides gras insaturés, 11,3 % sont des polyinsaturés.

Cetle base grasse est donc utilisable comme ingrédient
pour la production de margarine enrichie en polyinsaturés
propniétés rhéologiques seraient comparables & celle de la
margarine au tournesol : bonne tartinabilité, fusion totale
dans la bouche et résistance a 'oxydation.

L’enrichissement en polyinsaturés et par voie de consé-
quence en acides gras essentiels peut étre établi 4 'avance en
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modulant plus ou moins 'apport en huiles riches en ces
acides . bourrache, Myrignthus, soja, colza et son de riz

CONCLUSION

La valerisation biologique de I'hwle de palme et de sa
fraction concréte par interestérification en réacteur tubulaire
a lit catalytique fixe, garm de Lipozyme, présente par
rapport 4 la réaclion en « batch » utilisant lc méme cataly-
seur, 'avantage d’une transformation enzymalique conti-
nue, ce qui permet de disposer d’une meillcure flexibilité
quant & obtention de produits aux propriétés définies.

L¢tude de la cinétique de la réaction montre que la
transformation est compléte au ferme de 5h de temps de
s¢jour dans le réacteur, ce qui correspond 4 un débit de
3,5ml - h™'. Pour un couple d’hules donné avec un rapport
buile/contre-huile défini, 'établissement d’une cinétique
montre qu'il est possible de fagonner des produits dont
chacun a des propriétés théologiques définies en fonction du
débit au sein du réacteur.

Ainsi, dans le cas de I'LLR. 1-3 entre I'huile de palme ou le
concret de palme et les huiles lauriques, le couple
concret/palmiste (30/70) intercstérifié pour des temps de
propriétés rhéologiques comparables d'une part 4 une
margarne ferme et d’autre part, & une margarine frigo
tartinable ; les teneurs en solide respectives 4 30 °C sont de
5,33 % et 2,67 %. L’interestérification avec les huiles fluides
permet d’obtenir soit des graisses plastiques, soit des huiles
pratiquemnent fluides 4 20 °C.

L'interestérification entre ["huile de palme ou le concret de
palme et I'huile de colza mériterait une étude plus détaillée
en réacteur tubulaire. Ce procédé permettrait de valoriser les
deux hutles ; le mélange inierestérifié pcut étre une huile
fluide & température ambiante oun une graisse plastique plus
stablc avec un taux d’acide a-linolénique réduit 4 une valeur
de l'ordre de 2-3 %. L’avantage de ce procédé sur I'hydro-
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génation serait de ne provoquer aucune isomérisation tant
géomélrique que de position au niveau des doubles liaisons.
I esi en effet connn que les catalyseurs d’hvdrogénation sont
générateurs d’isoméres et done d’espéces chimiques nouvel-
les formées aux dépens des acides insaturés.

Nous avons pu aussi concevoir ung base grasse, enrichie
en polyinsaturés, pour margarine, présentant des propriétés
rhéologiques dc la margarine au tournesol.

L’intercstérification étant régiosélective 1-3, les bases gras-
ses ainsi que les hwles fluides obtenues présentent compara-
tivement 4 I'huile de palme et 4 sa fraction concréte, une
meilleure biodisponibilité des acides gras essentiels car ces
derniers occupent principalement la position inlerne des
triglycéndes. Ces produts satisfont ainsi 4 la fo1s les besoins
technologiques ct nutritionmels. La conception des bases
grasses pour margarines de table ou de pitissene par 'LR.
1-3 inter-huiles est un procédé digne d'intérét car 1l évite
Putilisation des huiles fluides hydrogénées donc chimique-
ment modifiées. Partant des substrats naturels ou succinte-
ment raffinés chimiquement, 11 est ainsi possible de fagonner
des margarines « garanties sans huiles hydrogénées ».

Cependant, comme nous I'avons déja signalé, le biccata-
lyseur utilisé, le Lipozyme, est trés coilteux. L'utilisation de
cellules entiéres devrait éire une solution prometieuse, cn ce
sens gue sur les plans technique et £conomique, elles sont
plus faciles 4 produire que la lipase elle-méme, cetle dermére
nécessitant les processus de précipitation et de purification
diverses De plus, avec les cellules entiéres on dispose en fait
d’'une lipase fixée, naturellement; d’autre part on peut
aisément confiner des cellules, soit simplement en mélange
avec un support minéral inerte comme la silice, soit dans un
réticulum convenable [12, 13]. Sur le plan économique, un
réacteur 4 lil fixe constitué de cellules confinées serait bien
meilleur marché qu'un réacteur & Lt fixe composé d’une
hpase fixte dont les deux facteurs limitant soni essentielle-
ment le coit de production du biocatalyseur et la durée de
vie.
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SUMMARY

1-3 regioselective enzymatic interesterification in a melted
medium and a continuous reactor : valorization of palm oil.

J. M. MUDERHWA, M. PINA, D. MONTET. P. FEUILLARD
and J GRAILLE, Oléagmeux, 1989, 44, N° |, p. 35-43

The application of 1-3 regioselective enzymatic interesterification
in a tubular reactor with a fixed catalyst bed filled with Lipozyme
{Mucor michei fixed lipase), follows on from development of the
batch reaction , it forms the final stage in the study of vegelable ol
biomanufacture by enzymatic interesterification 1n a melted medium
catalyzed by 1-3 regioselective hpases Reaction Kinetics reveal
camplete transformation within 3 hours in the reactar, along with
conservation of 1-3 repioselectivity It 1s possible to start from palm
oil/counter oil blends in a defined ratio and manufacture products
whose properties depend on reactor output and the composition of
the initial blend ; the properties of the product can therelore be
varted at will. The aim, which 15 to valorize oil palm, or its solid
fraction, by obtaming either [at bases for margarines without
hydrogenated oils, or for liquid oils for seasoning and frying, was
achieved.
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RESUMEN

Interesterificacién enzimatica regioselectiva 1-3 en medio
derretido vy en reactor continuo: haciendo resaltar las
cualidades del aceite de palma.

J M. MUDERHWA, M PINA. D. MONTET, P FEUILLARD ¥
I GRAILLE, Qléaginenx, 1989, 44, N° 1. p. 35-43.

La interestenificacion enzimatica regroselectiva 1-3 en un reactor
tubular de lecho catalitico fijo lleno de Lipezime (lipasa [jada de
Mucor mieher) se realiza después de haberse desarrollado la reaccion
en discontnuo. y constituve la etapa final del estudic de la
bioelaboracién de aceites vegetales por interesierificacion enzuné-
tica en medio derretido catalizada por las lipasas regloselectivas [-3.
La cinética de la reaccién muestra una transformacion completa a
las 5 horas de permanencia en el reactor, conservandosc la regiose-
lectividad 1-3. A partir de mezclas de aceite dc palma cen otro
aceite, dentro de una relacion determinada, se¢ puede elaborar
productos cuyas propiedades dependen del caudal del reactor y de la
composicidn de Ja mezcla 1icial ; o sea que se puede hacer vanar
como s¢ quiera las propiedades de los productos La meta que
consiste en hacer resaltar las cualidades del aceite de palma o de su
fraccion concreta mediante Ja obtencion, ya sea de bases grasas para
margarinas sim aceites hidrogenados, o de aceites fluidos para aliiio
y freimiento, ha leprado cumplirse
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