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RESUME :
Cette étude a porté sur le développement de precgéinus performants de production d’esters a
partir de I’huile de tournesol hautement oléiquerge ou raffinée en réacteurs enzymatiques &dt fi
tres productifs et stables dans le temps.
Un procédé de transestérification continue en eéad lit fixe utilisant Novozyme 435 (lipase B de
candida antarctica immobilisée sur Lewatit VP O©@Q)6 biocatalyseur non régio-spécifique, a été
optimisé pour transformer de I'huile vierge de tmsol hautement oléique en esters butyliques. Les
phénoménes de partition des composés polairespblizides présents initialement dans I'huile, du
glycérol co-produits etc.) entre milieu réactionml support enzymatique ont été gérés grace a
I'utilisation de tert-butanol, un solvant polaire. Les conditions assula meilleur compromis entre
stabilité, productivité et rendements de productitsters ont été obtenues pour une concentration
initiale en huile de 500mM et un rapport molairérersubstrats de 5. De telles conditions permettent
une productivité de 13,8 tonnes’ay de Novozyme 435 Le réacteur ainsi dimensionné s’est avéré
stable pendant 50 jours consécutifs sans aucute giactivité, permettant de minimiser le colt élev
de I'enzyme. L'originalité du procédé est l'utilitn d’huiles vierges contenant des antioxydants
naturels (phospholipides, tocophérols etc.). Nousnga démontré que ces composés mineurs sont
préservés au cours du procédé de transestérificalidla confere aux esters formés de remarquables
propriétés de résistances a I'oxydation.
La pertinence économique du procedé a été améligréee au développement d’'un nouveau
biocatalyseur sur support hydrophobe (I'Accurel Mpgrmettant d’éviter toute adsorption de
composeés polaires. Une analyse économique du prdofakimisation de la valeur nette actualisée) a
permis de rationaliser les conditions optimalemdiobilisation. Une économie de I'ordre de 50% sur
les colts générés tout au long du temps de vieratégé a pu ainsi étre obtenue. En conditions de
transestérification continue, aucune différencesdarprofil de produits par rapport a Novozyme 435
n'a été observee.
Finalement, une alternative a la transestérificatioecte de I'huile a été envisagée. Une premiere
phase d’hydrolyse de I'huile est suivie d’'un praeéld récupération des acides gras qui sont dans un
second temps estérifiés enzymatiquement. Pourse¢atiette derniere étape, le meilleur systéme
réactionnel s’est avéré étre le milieu sans solvint réacteur continu d’estérification de I'acide
oléique avec Isobutanol a été optimisé. Cela a permis un réactabtespendant 54 jours conseécutifs
et respectant les criteres des biotechnologieshés Une productivité annuelle de 126 tonnes.kg de
Novozyme 433 a été atteinte. Cela représente une amélioratida pieductivité d’un facteur 9,2 par
rapport au procédé de transestérification dévelppécédemment.

Mots clés: lipases, huiles végétales, esters d’'acides tnassestérification, estérification, réacteurta li
fixe, stabilité opérationnelle, productivité, stébioxydative.
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ABSTRACT:
This work focused on the development of efficieomtuous processes for the production of esters
from crude or refined high oleic sunflower oil widnzymatic packed bed reactor presenting high
levels of productivity and stability.
A process of continuous transesterification in jgalcked reactor using Novozyme 435 (lipase B from
Candida antarcticdmmobilized onto Lewatit VP OC 1600), a non-spiedifiocatalyst, was optimized
to transformation of high-oleic sunflower oil inbutylic esters. The phenomena of partition of polar
compounds (phospholipids found in crude oils, poadlglycerol etc.) between the reaction medium
and the enzymatic support were managed ugngbutanol, a polar solvent. The conditions that
enabled the best compromise between stability,ymtbdty and production yields were obtained with
an initial oil concentration of 500 mM and a mofatio between co-substrates of 5. Such conditions
enabled a productivity of 13.8 tons’klgg of Novozyme 435 to be reached. The reactor exhibited
great stability for 50 consecutive days without &gs of activity. That enabled to minimize thehig
costs of the enzyme. The novelty of the processthesise of crude oils, containing high levels of
natural antioxidants (phospholipids, tocopherots)eiWe demonstrated that these minor components
of oils were preserved during the transesterificafirocess. It conferred the synthesized esterg som
remarkable properties of oxidative resistance.
The economic relevance of the process was imprthaatks to the development of a new biocatalyst
onto a very hydrophobic support (Accurel MP) inartb avoid any adsorptions of polar compounds.
An economic analysis (maximisation of the net pmésalue) enabled to rationalize the optimal
immobilisation conditions. Over the whole processnabled a 50% saving on the global expenses.__
In continuous transesterification conditions, nffedence in the product profile was noticed between
the new biocatalyst and Novozyme 435.
Finally, an alternative to direct transesterifioatiof oil was considered. A first stage of oil hylgsis
is followed by a process of fatty acid recovery anstage of enzymatic esterification into estars. |
order to realize/complete this last stage, the beattion system was a solvent-free medium. A
continuous reactor for the esterification of oleid with isobutanol was optimized. It enabled a
reactor stable/a stable reactor for 54 consecutegs, respecting the conditions of white
biotechnologies. An annual productivity of 126 tyesi'.kg of Novozyme 435 was reached. That
represented a productivity improvement by a facfo®.2 in comparison with the transesterification
process.

Key words: lipases, vegetable oils, fatty acid alkyl estaansesterification, esterification, packed bed
reactor, operational stability, productivity, oxide stability, economic pertinence/relevance.
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EPA Environmental Protection Agency

FA Fatty Acids

FAAE Fatty Acid Alkyl Esters

FAME Fatty Acid Methyl Esters

GTL Gaz to Liquid

HOSO High-Oleic Sunflower Oils

IB IsoButanol

MAG MonoAcylGlycerols

MSECI Marshall and Swift Equipment Cost Index
NPV Net present value
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o]0
PBR
PLs
pNPB
PP
REACH
RSO
SFS
TAG
TMSH

WBCSD

Oleic Acid

Olive Oils

Packed-Bed Reactor
Phospholipids
para-NitroPhenyl Butyrate
Pour Point

Registration, Evaluation, Authorization drestriction of Chemicals
Rapeseed Oil

Solvent-Free System
TriAcylGlycerols

TriMethyl Sulfonium Hydroxide

World Business Council for Sustainable Depeient
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Introduction Générale

"Mieux vaut prendre le changement par la main awaritl ne vous prenne par la gorge.”

Winston Churchill

L’humanité fait peut-étre face actuellement a ltles plus grands challenges de son histoire :
la mutation d’une société de consommation vers sgweté durable. Le remplacement du
pétrole dans la synthese des dérivés chimique®mleienjeu clé de cette mutation. En effet,
I'amoindrissement des ressources pétrolieres, igatiété des cours du pétrole, les émissions
de gaz a effet de serre responsable du réchauftentiematique planétaire sont autant
d’arguments justifiant I'intérét de développer deses alternatives de synthese a partir de
matieres premiéres renouvelables. Cette prise dec@mnce collective est le premier moteur
pour contraindre les compagnies et gouvernemerdéy@lopper des productions propres de
produits respectueux de I'environnement et deiéésa

Soucieux de I'environnement et a I'écoute des lmssdu marché, Syngenta Seeds a été I'un
des premiers semenciers a investir pour ce futumpdtticulier, Syngenta Seeds investit dans
les oléo-protéagineux en tant que ressource nkgyrelir créer une chimie de substitution des
huiles minérales. Si tout le monde connait le dgy@ment du biodiesel en Europe, soutenu
par les Pouvoirs Publics, le potentiel des huilegétales dans I'oléochimie est encore sous-
estimeé : bio-lubrifiants, bio-surfactants, plasgqu..

Mon projet de thése a consisté a développer deségés innovants de premiere
transformation des huiles, répondant aux exigedoedgéveloppement durable. L'objectif est
d’apporter un soutien aux industriels Business tsiBess, Business to Consumer et aux

consommateurs finaux en proposant une expertismdant a leurs besoins.

La biocatalyse, qui consiste en l'utilisation déludes entieres ou d’enzymes pour effectuer

des réactions chimiques, est considérée comme aammdlogie propre et respectueuse de
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I'environnement. L'utilisation de lipases immobéiss constitue donc une voie alternative a la
transformation chimique des huiles. Cependant, isenen ceuvre des enzymes et plus
particulierement des lipases dans des procédéstmals reste rare et limitée. Le principal
obstacle a leur développement est le prix souMenééales biocatalyseurs disponibles sur le
marché. Cela impose donc de développer des procdeléype continu. Des procédés
hautement productifs et stables pendant des sesnagiee des mois sans remplacement du
biocatalyseur permettront de réduire l'incidence ot des enzymes sur le produit final.
Ainsi, le challenge est de déterminer le comproopismal entre productivité et stabilité afin
de donner une pertinence économique aux systernele développer des procédés ou la
biocatalyse peut offrir une valeur ajoutée plus ontgnte qu’avec les procédés chimiques

conventionnels.

Ce rapport de these débute par un état de l'artofpudi permettant I'appréhension de
'ensemble des différents enjeux, objectifs et potatiques liés aux travaux de cette thése. Il
est organisé en six sous-chapitres. Le premieca@stacré a la présentation de ce contexte
mondial particulier qu’est I'orientation vers levddoppement durable. Le deuxiéme présente
les huiles végétales, matieres premieres renoueslalilisées dans cette étude. La troisieme
partie aborde les esters d’acides gras, prodwusenggllement ciblés lors de la transformation
des huiles. Ce sous-chapitre permet de justifiatéfét de la transformation des huiles en
esters. Les quatrieme, cinquiéme et sixieme soapHrhs traitent plus particulierement de la
mise en ceuvre des lipases dans des réactions teesyret des limitations liées a leur

utilisation dans les réactions de transestérificaties huiles.

La partie suivante regroupe les résultats obtenusaurs de cette thése, lesquels sont

présentés sous la forme de quatre publicationgremier article évoque la mise au point
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d’'un réacteur enzymatique a lit fixe permettantca¢alyser la réaction de butanolyse de
I'huile brute de tournesol hautement oléique. Degtsarticle, le Novozyme 435, lipase B de
Candida antarctica immobilisée disponible dans le commerce, a éwdseh Le second
article estime les bénéfices de I'utilisation dlbsivierges en tant que substrat, au niveau de
la qualité de résistance oxydative des esters obt@nl'aide du réacteur développé dans
l'article précédent. Une stratégie d'immobilisatiate la lipase B deC. antarctica
(formulation commerciale liquide) sur support déypoopyléne, permettant de minimiser les
dépenses liées au biocatalyseur, est abordée elarmsieme article. Enfin, le dernier article
décrit une voie alternative de production d’estetégrant une premiére étape d’hydrolyse
suivie d’'une réaction d’estérification enzymatiqeehéma de production permettant une

augmentation substantielle des productivités patektipase.

Bonne lecture !
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.1 Vers un développement durable.

.1.1 Historique, enjeux et objectifs du développement dable.

Le concept de développement durable est une nator I'émergence a été lente. Les
premiéeres discussions et la prise de consciencalismerdatent de 1968 avec la création du
club de Rome qui a pour but de cerner les limiedadcroissance économique. En 1972, le
rapport intitulé“The limits to growth” ™ publié par le Club de Rome prévoit & long terme
(fin du XXI°™® siécle) une chute brutale des populations due apd#ution, a
I'appauvrissement des sols cultivables et a la minmn des ressources fossiles. La méme
année, au cours de la conférence des Nations W@ni8sckholm, considérée comme le
premier Sommet de la Terre, I'environnement appagraur la premiére fois comme un
patrimoine essentiel & transmettre.

Les chocs pétroliers de 1973 et 1979 font prendnsaence aux pays développés que leur
prospérité matérielle n’est basée que sur I'utilisaintensive de ressources naturelles finies.
Par conséquent, outre I'économique et le sociatraisieme aspect du développement se
réveéle avoir été ignoré et négligé : I'environnemen

Le terme de développement durable ne fait son @jgpagu’en 1980 dans un rapport intitulé
la “Stratégie mondiale pour la conservatio pour montrer que le développement doit
amener des améliorations de la qualité de vie desres, et en méme temps doit conserver
la vitalité et la diversité de la Terre. Une réedléfinition du développement durable est
donnée en 1987 par la commission mondiale surifenmement et sur le développement au
travers du rapport dit Brundtland du nom de saigeéte Gro Harlem Brundtland, intitulé

“Our Common Future®! :
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« Un développement qui répond aux besoins des générations du présent sans compromettre /a
capacité des générations futures a répondre aux leurs. Deux concepts sont inhérents a cette
notion : le concept de « besoins », et plus particuliérement des besoins essentiels des plus
démunis d qui il convient daccorder la plus grande priorité, et lidée des limitations que /€tat de
nos technigues et de notre organisation sociale impose sur la capacité de [lenvironnement a

répondre aux besoins actuels et d venir. »

Ce rapport prébne la préservation de I'environnemeinta consommation prudente des
ressources naturelles non renouvelables. Il insistda nécessité de protéger la diversité des
géenes, des especes et de I'ensemble des écosysiatmeds terrestres et aquatiques, et ce,
notamment, par des mesures de protection de laitéqudé I'environnement, par la
restauration, I'aménagement et le maintien degdtalessentiels aux espéces, ainsi que par

une gestion durable de l'utilisation des populaianimales et végétales exploitées.
Il rappelle le propos prété a Antoine de Saint-Extyp “nous n'héritons pas de la Terre de nos

ancétres, nous l'empruntons d nos enfants”. Ce rapport place 'hnomme au centre de son propre
développement car I'environnement ne peut étreéisids actions de I'homme, de ses

ambitions et de ses besoins.

Certains analystes percoivent désormais le dévetoppt industriel comme étant non viable
sur le plan environnemental. Les points cruciaux fameur de cette affirmation sont
I'épuisement des ressources naturelles (matieremigres, énergies fossiles etc...), la
destruction ou la fragmentation des écosystemehimution de la biodiversité ou encore le
changement climatique supposé di aux émissionsadeageffet de serre ainsi qu'a la
pollution due aux activités humaines. Les catasispnaturelles, la fonte des glaciers,

I'élévation du niveau des mers (etc...), conségeeitiirectes du réchauffement climatique, et
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bY

les catastrophes industrielles a répétition intepe désormais I'opinion publique et les
associations.

Dans le méme temps, le sommet de Rio modifie lecjpe de développement durable décrit
par le rapport Brundtlafiti en définissant les trois piliers (

Figure 1.1-1) devant étre conciliés dans une petspede développement durable : le progrés

économique, la justice sociale et la préservatmiiethvironnement.

Ecologique

Durable

Economique

Equitable

Figure 1.1-1: Schéma du développement durable : dalconfluence des trois piliers du développement

durable .

Le développement durable n’est pas sans conséqeucela communauté car il pose les
jalons de nouveaux concepts tels gaedlogie industrielle laproduction propre ou encore

la chimie verte. Une idée commune a ces concepts est la minimisaikes dechets : il est
préférable d’éviter la génération de déchets plgi@t les traiter en fin de procédé. Celle-ci est

établie sous la forme d’une hiérarchie pyramidglgyre 1.1-2).
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Option la plus
favorable ;
— PREVENTION : Eliminer ou éviter les sources de déchets
MINIMISATION: Réduire les sources de déchets
REUTILISATION: Réutilisation et recouvrement
RECYCLAGE : Recyclage en cours de procédé
RECUPERATION ENERGETIQUE
Option la moins ELIMINATION: Destruction sure des déchets
favorable non traités ou non recyclés

Figure 1.1-2 : Schéma de la hiérarchisation de la mimisation des décheté!

Excepté ce but commun d’apporter un changement uvess industrie durable pour
I'environnement, les trois concepts se distinguestuns des autres par leurs approches de la

problématique.

L'écologie industrielle.

Le principe de développement durable implique qsedystemes constitutifs de la société
humaine (systéme social, infrastructures, actidEmnomiques ...) et I'environnement qui les
englobe soient totalement interdépendants. Less lieinles échanges entre la société et
I'environnement sont indéniables.

L’écologie industrielle propose de considérer lest&ye industriel comme une forme
particuliere d’écosysteme. Elle donne wision globale des interactions entre la société
industrielle et la biosphére. L'écologie industeele considére plus les problemes comme des

boites isolées, mais integre I'économie, les seewe l'ingénieur, I'écologie scientifique, la
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géographie, 'aménagement du territoire et de neudms autres disciplines pour aboutir a
une harmonisation globale des relations entre mitdiee et son environnement.

La stratégie opérationnelle de I'écologie indufisiecomporte quatre axes principatix

Valoriser systématiguement les déchets: créatien rélseaux d'utilisation des

ressources et des déchets dans les écosystemeatrigidude sorte que tout résidu

devienne une ressource pour une autre entrepriga autre agent économique.

- Minimiser les pertes par dissipation : limiter Ijpact environnemental de I'utilisation
ou la consommation du produit.

- Dématérialiser I'économie : minimisation des flolax de matiere (et d'énergie) tout
en assurant des services au moins équivalents.

- Deécarboniser I'énergie : rendre la consommatioydddtarbures moins dommageable

(par exemple en récupérant le gaz carbonique issla dombustion) et favoriser la

transition vers une diéte énergétigue moins riche carbone fossile (énergies

renouvelables, économies d'énergie).

La production propre.

Le principe de base d’'une production plus proptdaeduction des déchets et des émissions
a leur source, I'’économie des matieres brutes,ud’éénergie et des codts qui y sont
associés. Le terme de “production plus propret diéfini la premiére fois par un groupe
d’experts du Programme Environnement des NationgedJ(UNEPY'. La production plus
propre est l'application continue des stratégiesirennementales préventives intégrées,
appliguées aux procédés, produits et services pogimenter I'éco-efficience et réduire les

risques envers les humains et I'environneffent
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La chimie verte.

La chimie verte sera abordée plus longuement @gapsokhaine section 1.1.2.

.1.2 La Chimie verte

Les organiciens, Paul Anastas et John Warner, de$&aEnvironmental Protection Agency
EPA” définissent pour la premiere fois dans les&es 90 le concept de chimie verte qu’ils
caractérisent de serment d’Hippocrate des chimi&tesSon but principal est d'aider le
chimiste dans sa démarche en orientant vers detuifgp des voies de synthése ou des
procédés permettant de réduire, voire d’éliminemgiétement I'utilisation de produits
chimiques dangereux. Pour ce faire, il convientrepecter les 12 principes de la chimie

verte :

(1) Il est préférable de prévenir les déchets plutot que de les traiter apres formation

(2) La voie de synthése doit &tre développée dans une optique doptimisation de
I'incorporation du matériel utilisé dans le produit final

(3) Dans la mesure du possible, les voies de synthése doivent €tre congues pour utiliser et
générer des substances présentant la plus faible (voire aucune) toxicité possible pour la
santé humaine ou |'environnement.

(4) Les produits chimiques doivent &tre congus pour préserver l'efficacité de fonction tout
en réduisant la toxicité.

(5) L'utilisation de substances alternatives (ex: solvants, agents de séparation etc.) doit &tre
rendue inutile dans la mesure du possible et inoffensive si nécessaire.

(6) Les besoins énergétiques doivent €tre minimisés pour leurs impacts économiques et
environnementaux. Il est préférable de conduire les voies de synthése a température

ambiante et a pression atmosphérique.
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(7) Les sources de matiéres premiéres doivent &tre renouvelables quand cela est
techniquement et économiquement possible.

(8) Les dérivations non nécessaires (groupes bloquants, protections/déprotections,
modifications temporaires des procédés chimiques ou physiques) doivent &tre évitées
autant que possible.

(9) L'utilisation des procédés catalytiques est préférable aux procédés stoechiométriques,
cela implique la recherche de nouveaux réactifs plus efficaces et minimisant les risques
en terme de manipulation et de toxicité.

(10) Les produits chimiques doivent &tre congus de maniére qu'd la fin de leur fonction, ils ne
persistent pas dans la nature et se décomposent en produits de dégradation inoffensifs.

(11) Les méthodes analytiques nécessitent un développement accru pour permettre une
surveillance en temps réel et en ligne et un contrdle antérieur a la formation de
substances secondaires dangereuses.

(12) Les substances utilisées dans le procédé et leurs formes (solide, liquide, gaz) doivent
etre réfléchies afin de minimiser les risques d'accidents chimiques tels que des largages

dans I'environnement, des explosions ou des incendies.

Ce faisant, Anastas et Warner définissent un eertambre d’outils de la chimie verte : les
matieres premiéres alternatives, les réactifs radtés, les solvants alternatifs, les produits
alternatifs (molécules cible), la chimie analytigieeprocédé. Récemment Tang et coll., 2005
Bl ont proposé un acronyme mnémotechnique des 1Zipem de la chimie verte,

“ PRODUCTIVELY”, signifiant :
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P - Prevent wastes
R - Renewable materials
O - Omit derivatization steps.
D - Degradable chemical products
U - Use safe synthetic methods
C - Catalytic reagents.
T - Temperature, Pressure Ambiant
I - In-Process Monitoring
V - Very few auxiliary substances
E - E-factor, maximises feed in product
L - Low foxicity of Chemicals products
Y - Yes, it is safe
Ces 12 principes ont dés lors inspiré de nombreuguas, pour qui le concept énoncé par
Anastas et Warner, pouvait étre élargi et améligidsi Neil Winterton énonce les 12
principes supplémentaires de la chimie verte” dienbut de comparer “I'efficacité verte”

des procédés et d’'estimer leur potentiel de mirdtiua de déchetd” :

(1) Identifier et quantifier les co-produits

(2) Rapporter les conversions, sélectivités et productivités

(3) Etablir la balance massique pour le procédé

(4) Quantifier les pertes de catalyseurs et solvants

(5) Examiner la thermochimie basique des réactions pour identifier de possibles processus
exothermes dangereux

(6) Anticiper les limitations de transfert massique ou d'énergie potentielles.

(7) Consulter un ingénieur chimiste ou de procédé (scale up).
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(8) Considérer l'effet de I'ensemble du procédé sur le choix de la chimie.

(9) Aider, développer et appliquer les mesures de viabilité

(10) Quantifier et minimiser l'usage d'utilités (eau, gaz, électricité etc..) et autres entrants.
(11) Identifier ot la sécurité de l'opérateur peut €tre incompatible avec la réduction des
déchets

(12) Contraler, rapporter et minimiser tous les déchets émis dans l'air, dans I'eau ou sous

forme solide par chaque expérience ou par le laboratoire globalement.

Anastas et Zimmerman, 2068 ont, quant & eux, prolongé le concept aux 12cip@s de
I'ingénierie verte. Ces derniers représentent unetsire permettant aux scientifiques et aux
ingénieurs de concevoir de nouveaux materiaux, it®at procédés, bénins pour la santé
humaine et I'environnement.

Cependant, les 12 principes de la chimie verte tnjlas échappé aux critiques. Graedel,
19992 déplore que les principes de la chimie vertdereent pas compte de la vie totale du
produit ou procéde, “de la vie a la mort ou devia a la réincarnation”. Il propose des lors
d’ajouter la perspective de cycle de vie aux pgaside chimie verte pour en élargir I'horizon
et en augmenter les bénéfices environnementaua. ggemet de considérer les 5 stades de la
vie d’'un produit : (1) la préfabrication, (2) labfécation, (3) la livraison du produit, (4)
I'utilisation du produit, (5) la fin de vie du prod, chaque étape étant caractérisée par les
ressources utilisées. Cela représente autant dmawkivd’implication des principes de la

chimie verte.
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.1.3 Le contexte réglementaire

De nombreuses dispositions réglementaires ou l@galentent le développement durable et
plus particulierement la maitrise des énergies déebets et des produits ayant un impact sur
I'environnement et/ou la santé.

Celles-ci sont établies aussi bien a un niveawnatiavec I'entrée en vigueur en France des
lois Grenelle Environnement qu’a un niveau intdoral avec la ratification du protocole de

Kyoto sous I'égide de 'ONU, ou encore I'entréevégueur du réglement européen REACH.

.1.3.1 Au niveau national : le "Grenelle Environnement”.

Le Grenelle Environnement fait référence a un ensemble de rencontres remtiss
'ensemble des acteurs du développement durald@nmées en France en octobre 2007 et
visant a prendre des décisions a long terme erereafienvironnement et de développement
durable. Les discussions ont été organisées ad®wwix groupes de travail, permettant de
proposer des mesures appropriées aux problématadpoedées. Les groupes sont composes
de 40 membres répartis en 5 colleges (Etat, coligxt locales, ONG, employeurs et les

salariéd}? :

Groupe 1 : Lutter contre les changements climatiqaienaitriser I'énergie.
- Groupe 2 : Préserver la biodiversité et les regssunaturelles
- Groupe 3 : Instaurer un environnement respectueua danté
- Groupe 4 : Adopter des modes de production ebdsammation durables
- Groupe 5 : Construire une démocratie écologique
- _Groupe 6: Promouvoir des modes de développemenibgiques favorables a
I'emploi et a la compétitivite.
Des discussions intergroupes ont été organisédssstiremes de :
- Lagestion des OGM.
- La gestion des Déchets.
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Le Grenelle Environnement a fait I'objet d’'une posftion de loi qui fut adoptée
deéfinitivement en Juin 2009. Cette loi reprend $emble des propositions établies par les
groupes. Tres réecemment, une loi Grenelle Il aaiiBée par le Sénat le 8 Octobre 2009, qui

renforce encore les engagements de I'état Frapoaisassurer sa mutation écologique.

[.1.3.2 Au niveau européen : Le reglement REACH

Le réglement européen REACH correspond textuelléraehacronyme de€‘'Registration,
Evaluation, Autorisation and restriction of ﬁemicals"[m. Ce réglement, entré en force I8 1
Juin 2007, a pour but de connaitre la toxicité et ktonséquences sur la santé et
I'environnement, des produits chimiques, de sawaqirse trouvent ces produits chimiques et
de repérer plus largement leurs utilisations. Degtte optique, le réglement impose aux
producteurs et importateurs de produits chimiguaeppbrter la preuve que les risques des
substances produites ou importées (de plus derfefam) par fabricant ou importateur sont
valablement maitrisés. Il réglemente égalemenséearble de la chaine aval. Dans ce cadre, a
la fois les substances nouvelles et anciennes istégrées dans un méme systéeme. Les
autorités n’ont pas la charge de I'ensemble deliatrans des risques mais il a été créé pour
cela une procédure d'autorisation. Une agence éerope des produits chimiques, la

“European Chemicals Agency” (ECA) gére le dispisi

Pour les autres substances susceptibles de prédestasques éleveés, il est prévu de mettre
en place une procédure de restriction (c'est-attimerdiction de certains usages). Au-dela
des limites de date, I'importation ou la productus substances non enregistrées deviendra

illégale (Figure 1.1-3).
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Production 2 1000 T/an
CMRs (1T/an)
Toxiques du milieu aquatique (2 1000 T/an)

Délai d’enregistrement de > Production 2 100-1000 T/an
Délai d’enregistrement de > Production 2 1-100T/an

Substance entrant sur le marché

Entrée en vigueur de REACH
lPréenreg‘strement

v v Vv v v v
Juin Juin Dec Nov Mai Mai
2007 2008 2008 2008 2013 2018

Figure 1.1-3 : Calendrier d’enregistrement du Réglenent REACH ™. CMRs= Cancérigénes, Mutagénes,

toxiques pour la Reproduction.

REACH donne une plus grande part de responsaéiliténdustries qui gerent les risques que
leurs produits chimiques pourraient avoir sur latéaen les identifiant clairement et en les
communiquant auprés des utilisateurs.

Le but de REACH n’est pas seulement d’améliorepriatection de la santé humaine et de
'environnement vis a vis des risques liés aux wrres chimiques mais aussi d’accroitre la
compétitivité des industries chimiques de l'uniamapéenne, de promouvoir des méthodes
alternatives pour I'évaluation des dangers liés praduits chimiques et d’assurer une libre
circulation des substances au sein du marché &éribans ce contexte, REACH représente
un formidable potentiel de recherches et d’inn@ratipour les industriels de la Chimie et
ouvre d'immenses perspectives de développementatiéna de nouveaux produits et/ou de

nouveaux procédés.
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Les Bioressources offrent des opportunités dansetderche d’économie d’énergie, la

préparation de l'apres pétrole, la limitation déslets et le développement de produits de
substitution aux substances polluantes ou dangeseelsce, nécessairement au travers du
développement de “clean technologies™” qui song¢ whance de progresser vers I'application

des principes de Développement Durable.

[.1.3.3 Au niveau mondial : Le protocole de Kyoto.

Le protocole de Kyoto découle de la Convention-eatlrs Nations unies sur les changements
climatiques (CCNUCGY"! adoptée a lissue du Sommet de la Terre, qui &est en juin
1992 a Rio de Janeiro, au Brésil. Il est I'aboatissnt de la conférence qui a réuni les

représentants de 160 pays a Kyoto, au Japon, éh 199

« L'objectif ultime de la présente Convention [..] est de stabiliser, conformément aux
dispositions pertinentes de la Convention, les concentrations de gaz d effet de serre dans
/'atmosphére a un niveau qui empéche toute perturbation anthropigue dangereuse du systéme

climatigue ». — Article 2 de la Déclaration de Rio.

La ratification du protocole par 55 pays représanf% des émissions mondiales de gaz a
effet de serre en 2004 permet son application gptemade Février 2005. Les pays signataires
dits «de l'annexe» (soit 37 pays développés ouaaTsition vers une économie de marché
comme la Russie) ont accepté globalement de rédeif&5% leurs émissions de gaz a effet
de serre sur la période 2008-2012 par rapport\aaniatteint en 1990.
Les gaz a effet de serre concernés sont :

- le gaz carbonique ou dioxyde de carbone AC@rovenant essentiellement de la

combustion des énergies fossiles et de la défdi@sta
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le méthane (CkJ qui a pour origine principale I'élevage des ruamits, la culture du
riz, les décharges d'ordures ménageres, les exipbois pétrolieres et gazieres,
- les halocarbures (HFC et PFC) sont les gaz réfigérutilisés dans les systemes de
climatisation et la production de froid, les gaapriseurs des aérosols,
- le protoxyde d'azote ou oxyde nitreux; (N provient de I'utilisation des engrais azotés
et de certains procédés chimiques,
- I'hexafluorure de soufre (GFutilisé par exemple dans les transformateursrgees.
Si les engagements de réduction sont ambitieux,états signataires sont tenus de les
atteindre en temps et en heure, et pour ce faingrdtocole de Kyoto prévoit la possibilité de
recourir a des mécanismes dits de “flexibilitéi eomplément des mécanismes politiques et
des mesures mis en place au niveau national :
- les "permis d’émission” : vente ou achat de driémettre entre pays industrialisés
- la “mise en oeuvre conjointe” : permet de procédales investissements entre pays
développés visant a réduire les émissions de gefiretide serre en dehors de leur
territoire et de bénéficier de credits d’émissiag@nérés par les réductions ainsi
obtenues.
- Le "mécanisme de développement propre” permet pays développés d’investir

dans des pays en développement pour la réductgatea effet de serre.

.1.4 Outils de management environnemental.

.1.4.1 L’analyse du cycle de vie.

L’analyse du cycle de vie est une méthode syst@umatid’évaluation des impacts
environnementaux d’'un produit, d’'un service ou dpmcédé. Son but fondamental est de
réduire la pression d'un produit sur les ressougtésnvironnement tout au long de son cycle

de vie, depuis l'extraction des matieres premigisgu'a son traitement en fin de vie (mise en
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décharge, incinération, recyclage, etc.). Ce cede souvent qualifié dedu berceau au
tombeau’”. L’enjeu majeur de I'analyse du cycle de vie egtetifier les principales sources
d'impacts environnementaux et d’éviter, ou le cakéant, d’arbitrer les déplacements de

pollution liés aux différentes alternatives enviseg

En pratique, les flux de matiéres et d’énergiesamntet sortant a chaque étape du cycle de
vie, sont inventoriés, puis on procéde a une étialuales impacts environnementaux. La

complexité des phénoménes mis en jeu et en intenatchpose une incertitude quant aux

impacts réels des flux et on parle plutét “d'imgapotentiels”.

L’analyse du cycle de vie est un outil décisionmel se déroule en 4 étapes (Figure 1.1-4 ci-
apres). L'analyse du cycle de vie a fait I'objetime normalisation internationale en 1997 :

Norme 1S014040.

@ N A\

Etape 1

il

Définition des objectifs
et du champ de I'étude

C o L Ftape5 |
Etape ' !
tlape £ Etape 4 i - Propositions d’amélioration |

Analvse de Fi - = 1 - Planification Stratégie .
1 op @ .

nalyse de ' inventaire Interprétation = - Politique publique !
CESIIIE: | - Mercatique '
NS J _— |
f‘ .

4 )

Etape 3
)
Evaluation de I'impact

Figure 1.1-4 : Diagramme des 4 étapes d’analyse duycle de vi€"®.
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1.1.4.2 L’analyse d’éco-efficience

L’Eco-Efficacité ou Eco-Efficience est un terme st apparu dans le rapport "Changing
Course" ordonné par la World Business Council fost&inable Development (WBCSD) et

présenté lors du sommet de la terre de Rio derdeeeil 993,

" L Eco-Efficacité consiste a offrir des biens et des services d des prix compétitifs qui
répondent aux besoins des hommes et leur apportent une qualité de vie, tout en réduisant
progressivement les impacts environnementaux et la quantité des ressources naturelles
nécessaires tout au long du cycle de vie des produits pour atteindre finalement un niveau qui soit

en harmonie avec ce que peut supporter durablement la planéte".

1.1.4.3 Llinitiative "Responsible care”

Le programme “Responsible Care” est une initiativolontaire des industries chimiques
organisée autour d'un code de conduite articul®wautle 9 principes, indépendants des
normes et des dispositions réglementaires qui s$emt aux industries signataifés’Yl. Les
compagnies unissent ainsi leurs forces grace aad&snnes associatives nationales, (en
France, il s’agit de I'Union des Industries ChimeguJIC), pour (i) améliorer continuellement
leur performance en termes de santé, de sécuritémtironnement, pour (i) communiquer
avec les acteurs de leur chaine a propos de leanlsifs et procédés et pour (iii) produire des

biens a bon marché et sains, apportant un réefibériéla société.

“Responsible Care” aide les industries a opéenament, profitablement et dans le respect
des générations futures au travers d’'un partagdodmations, d’'un systéme rigoureux de
contrdle, d’'indicateurs performants et de procéslute vérification. Ainsi, "Responsible

care” incite les entreprises chimiques a étre phassparentes vis-a-vis de leur rapport a

I'environnement. Cette démarche, tant individueljee collective, permet a l'industrie
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chimique de consolider sa réputation dans un mandées produits chimiques sont plus
considérés comme des dangers potentiels que comsngé&ments contributifs au bien étre de

chacun.

.2 Les huiles végétales, sources de carbone renouvééab

.2.1 Généralités.

Les huiles végétales représentent une alternatomgiteuse aux ressources fossiles car elles
sont renouvelables et présentent apres transfamdés propriétés trés proches de celles des
ressources fossiles. L'utilisation des huiles valgsta démarré il y a fort longtemps avec la
production de savon a partir d’huile d’olive etstride végétale qui désignait en ce temps le
carbonate de sodium. Les premiéres traces sordéddé&la civilisation sumérienne, 3000 ans
avant notre ere. Plus récemment, en 1900, les prenmoteurs a compression/allumage
développés par Rudolf Diesel furent testés avekhdie d’arachide’®?. Par la suite, du fait,
d'une grande disponibilité de produits pétroliersrés faible prix, l'utilisation des huiles
végétales a été abandonnée. Les huiles végétalemmeredevenues attractives que trés
récemment, car permettent notamment de faire féeelianinution des stocks pétroliers.

La figure 1.2-1 présente la production d’huiles &&des communes a travers le monde et
selon les continenitd. La production mondiale ne cesse de croitre, méifi@ugmentation a
tendance a ralentir au cours des derniéres ane@e2007, elle représentait un volume de
130,4 Mtonnes, soit une croissance de plus de 2d@9%apport a 1990. La production est
largement dominée par les pays asiatiques, quniggent en 2007 plus de la moitié de la
production mondiale. Les continents européen etiamg représentent respectivement 15%
et 24% de la production mondiale. Et enfin, 'Odéagt I'Afrique assurent chacun, seulement

5% de la production mondiale.
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Figure 1.2-1 : Production mondiale (x16 tonnes) d’huiles végétales selon les continentstren

1990 et 2007,

La majorité des huiles végétales est produite aeatement 4 cultures spécifiques (le palme,
le soja, le colza et le tournesol) qui représengeniron 79% de la production totale. Seuls
14% des huiles et graisses sont estimés étreégtitlans des procédés industriels selon Dyer

et coll., 2008*, le reste n'étant pas transformé.
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[.2.2 Les principaux constituants des huiles végétales.

[.2.2.1 Triglycérides et composition en acides gras.

Les huiles végétales représentent une importas&uece renouvelable de la nature. Les
acides gras les composants peuvent étre présargdesahuiles sous forme libre, ou estérifies
a un squelette carboné de glycérol formant aing faonoacylglycérols (MAG),
diacylglycérols (DAG) et triacylglycérols (TAG). keTAG (Figure 1.2-2) représentent de
95% a 98% des huiles végeétales, les 2 a 5% restamsspondant a des composés mineurs

(voir sections suivantééy.

M \/\_/\_/\_/\/\/\/\ﬂ/ ° o
0 % ¢ /U\/\/\/\/ N NP CH,
Hie /\/\/\/\:/\/W\H/ ¢

(o}

Figure 1.2-2 : Représentation schématique d'un triaylglycérol, portant un résidu d’acide oléique
(C18:1%%) en position 1, un résidu d’acide linoléique (C18%°*) en position 2 et un résidu d’acide

linoléique (C18 :3%'>y en position 3.

Les acides gras different entre eux par :
- le nombre d'atomes de carbone composant la chaangomee. Les acides gras
naturels les plus représentés contiennent de 6card@nes. Les acides gras contenant
18 carbones sont les plus rencontrés dans leshudigtales.
- Le nombre de doubles liaisons dans la chaine caebon

- La configuratiorcis outransde la (des) double(s) liaison(s).
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- La présence de groupements sur la chaine carbfmmé&tign hydroxyl ou époxy-).
Une grande variabilité dans la composition en acigi@s est constatée intra-espece, inter-
espece et méme selon le cultivar. Néanmoins dedgsatendances peuvent étre dégagees

(Table 1.2-1).

Table 1.2-1: Composition moyenne en acide gras (% of) de quelques huiles végétales d'importance

industrielle.
\% Palmitique  Palmitoléique  Margarique Stéarique Oléique Linoléique Linolénique Gadoléique
Huile 16:0 16:1 17:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1
Arachide 8-13 <0,3 <0,1 3-4 48-66 14-28 <0,3 1-2
Colza 1-5 <1 -- 1-2 55-62 18-22 8-10 1-2
Mais 8-13 <1 -- 1-4 24-32 55-62 <2 <0,5
Noisette 5-9 <0,3 -- 1-4 66-83 8-25 <0,6 -
Noix 6-8 <0,2 <0,1 1-3 14-21 54-65 9-15 <0,3
Olive 8-14 <1 <0,2 3-6 61-80 3-14 <1 <04
Pépin de raisin 7-10 <05 -- 3-6 14-22 65-73 <0,5 <0,2
Soja 8-13 <0,2 -- 2-5 17-26 50-62 4-10 <04
Tournesol 5-7 <04 <0,1 4-6 15-25 62-70 <0,2 <0,5
Tournesol Oléique 3-4 <0,1 - 3-4 75-83 10-21 <0,3 0,1-0,5

Dubois et coll., 2007 ont réalisé I'analyse de 80 huiles végétales ¢tpsoposé une
classification selon la teneur et la compositionaeides gras en 3 grands groupes (Table
[.2-2), chacun pouvant étre sous-divisé selondéa@minance de tel ou tel acide gras:

- Les huiles saturées

- Les huiles mono-insaturées

- Les huiles poly-insaturées.
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Table 1.2-2: Classification des huiles selon leueneur en acides gras majoritairdé®. AC : Acide Caprique ;
ALR : Acide Laurique ; AM : Acide Myristique ; ASAcide Stéarique ; AGS : Acides Gras Saturés ; AGMI

Acide Gras Mono-Insaturés ; AGPI : Acides Gras RoBaturés ; AL : Acide Linoléique ; AAL : Acide-

Linolénique.
Classes d’huiles Sous-classes Exemples Total AGS  Total AGMI Total AGPI
(%) (%) (%)
Saturées AC Cuphea 91,6 0,0 8,2
ALR + AM Coco 92,6 6,1 1,9
Palmiste 81,9 16,4 3,1
AP Palme 50,4 39,4 10,5
AS Beurre de Cacao 62,9 34,1 3,0
Beurre de karité 46,5 48,0 54
Mono-insaturées AGMI Olive 15,3 73,8 10,0
Noisette 7,8 83,1 9,0
Avocat 16,4 67,8 15,2
Abricot noyau 4.8 66,4 28,8
Colza 8,0 62,4 31,5
Moutarde blanche 3,4 68,5 21,4
AGMI + AGS + Arachide 18,3 49,6 30,8
AL Son de riz 21,3 42,4 35,9
Argan 17,8 35,9 35,8
Poly-insaturées AL Pépin de raisin 6,7 18,4 65,4
Carthame 9,1 13,9 77,3
Cassis 8,3 16,3 75,3
AL + AGS Coton 27,8 18,2 53,4
Noix 14,8 0,4 84,0
Lupin 26,4 17,4 55,8
AL + AGMI Tournesol 12,8 22,4 66,0
Mais 14,8 28,1 57,1
Sésame 15,7 40,1 45,7
Bourrache 16,6 26,1 60,9
Soja 15,7 24,2 59,8
Chanvre 10,1 12,1 79,1
AAL + AGMI Cameline 9,7 32,8 54,1
Lin 10,0 18,5 71,8
AAL + AL Pourpier 21,7 11,8 66,5
Framboise 3,7 12,0 83,6

Une centaine d’acides gras naturels a été ideatifisqu’a présent. Leurs combinaisons dans
les TAG, leurs positions stéréochimiguasl sn-2 ou sn-3sur le squelette de glycérol, la
configuration optique R/S du triglycéride estérifd sn-1 et sn-3 par des acides gras

différents (isomeéres optiques) entrainent une cerit@ énorme des TAG. A titre, d’exemple,

60



| — Etat de l'art

Lisa et Holcapek, 2068! réalisent I'analyse des TAG issus de 26 huilesistriellement

importantes. Ils identifient 28 acides gras diffésedonnant lieu a 264 TAG différents.

Comme lillustre la Table 1.2-3 pour les acidesggraajeur€?, les acides gras saturés ont
tendance a se positionner majoritairement en posstn-1 et sn-3du squelette de glycérol.
Au contraire les acides gras (poly-)insaturés seugent majoritairement en positisn-2 (a
I'exception de I'huile de soja dans laquelle I'aitholénique se positionne en positiamsl

et sn-3. Concernant les acides gras mono-insaturésdiaoléique ((C18 :1) est distribué
assez regulierement, mais les acides gras plus ltelg que I'acide érucique (C22:1) et
I'acide eicosenoique (C20 :1) sont clairement plusndants sur les positions externes.

Table 1.2-3: Distribution positionnelle des acidegyras majeurs dans les triglycérides de certaines hes

végétales (%molf®.

Huile sn  16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 20:1 22:0 22:1 24.0

1 10,1 0,2 5,6 15,3 15,6 53,2

Lin 2 16 0,1 0,7 16,3 21,3 59,8
3 6 0,3 4 17 13,2 59,4
1 18,2 0,1 54 15,9 47,8 12,9

Soja 2 1,9 0,1 2,7 28,4 64,1 2,6
3 12 0,1 4,5 25 48,3 10,3
1 17,9 0,3 3,2 27,5 49,8 1,2

Mais 2 23 0,1 0,2 26,5 70,3 0,7
3 135 0,1 2,8 30,6 51,6 1
1 13,6 0,3 4.6 59,2 18,5 0,7 1,1 1,3 0,7

Arachide 2 1,6 0,1 0,3 58,5 38,6 0,3 0,2 0,5
3 11 0,3 51 57,3 10 4 2,7 5,7 2,8
1 10,9 0,6 1,9 17,1 70
Tournesol 2 1,7 0 4,1 36,3 57,8

3 9 0,5 8,7 31,2 51,3
1 131 0,9 2,6 71,8 9,8 0,6

Olive 2 14 0,7 82,9 14 0,8
3 16,9 0,8 4,2 73,9 5,1 1,3
1 4,1 0,3 2,2 23,1 111 6,4 16,4 1,4 34,9

Colza 2 0,6 0,2 37,3 36,1 20,3 2 3,6
3 43 0,3 3 16,6 4 2,6 17,3 1,2 51
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[.2.2.2 Les composants mineurs.

Selon leur mode d’obtention, les huiles sont difiges sous trois formes différentes :

- Les huiles vierges répondent a des criteres prixés par la réglementation:
extraction par des procédés exclusivement mécasigaas solvant ; clarification par
des moyens physiques (décantation et double fidtrat aucun traitement de raffinage
physique ou chimique.

- Les huiles brutes : le terme d’huile brute estiséilpour toute huile obtenue en sortie

d’extraction, quel que soit le mode d’obtention ¢aréique ou avec solvant).

- Les huiles raffinées sont obtenues apres un praseksraffinage qui sera abordé plus

en détail dans la section 1.2.3.

1.2.2.2.1 Les composés phosphorylés.

Les composés phosphorylés sont représentés pajraleds groupes de molécules différant

par la nature de leur squelette carboné :

- les phosphoglycérides sont composeés d’'un acidepploosiue (un phosphate estérifié

en positionsn3 d’'une molécule de glycérol) dont les positi@rsl et sn2 sont
estérifiés de résidus d’acides gras R1 et R2 Vi@saff-igure 1.2-3). Le résidu X peut

étre une base azotée (aminoalcool) ou un péfol

0 —R1

R2—0 -

Figure 1.2-3 : Représentation schématique de la fonule générale des phosphoglycérideR1 et R2 sont des

résidus d’acides gras, X est une base azotée (aloow) ou un polyol.
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Les Phosphoglycérides les plus courants sont la spttatidylsérine, la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylcholine phosphatidylglycérol et le
phosphatidylinositol.

- Les sphingophospholipides sont basés sur un stpielsphingosyt”. Le

phospholipide le plus commun dans cette classaresster de phosphoryl-choline et
de N acyl-sphingosine. Il est communément appdiéhngpmyeéline (Figure 1.2-4). Les

sphingophospholipides sont des composés trés raimes dans les huiles végétales.

OH (0] CH,
| I
H.C P ‘N—CH
3 P ~ 3
M: e | Te CH.,
12 OH
NH
_—0
HO

Figure 1.2-4 : Représentation schématique de la fonule générale de la sphingomyéline.

1.2.2.2.2 Les Tocophérols et Tocotrienols.

Les tocophérols sont des éléments abondants déss.hils sont constitués d'un noyau
chromanol et d'une chaine latérale saturée a lfestade carbone (Figure 1.2-5). Les
tocotrienols different des tocophérols par la pmésede trois doubles liaisons (indiquées en
pointillés dans la Figure 1.2-5) sur cette chakgrale. Les tocophérols et tocotriénols sont
présents sous trois formes,3, , ety. La différence réside dans le nombre et la pasides
groupements méthyles sur le noyau chromanol. Lenfiguration est tout R. Ils forment le

groupe de la Vitamine E.
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OH R1 R2 R3

R2 o a-tocoph\erol _CH, _CH, “CH,
a-tocotrienol
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-CH -H -CH
[B-tocotriénol $ °
6—tocop.h\erol H _CH, _CH;
o-tocotriénol
El z
y-tocop_h\erol H H “CH,
y-tocotrienol

Figure 1.2-5 : Structure des Tocophérols et Tocoténols. Les doubles liaisons indiquées en pointiliée sont

présentes que dans les tocotriénols.

La composition et la teneur en tocophérols et tommbls varient énormément entre les
especes et selon le cultivar. Cependant, de graietelsnces peuvent étre soulignées. Un
récapitulatif de la composition et de la teneucedaines huiles végétales est présenté dans la

Table 1.2-4.

L’ a-tocophérol est le plus représenté des tocophdamis certaines huiles, en particulier chez
le tournesol, le carthame, le germe de blé et twlea D’autres huiles contiennent une plus
grande quantité dgtocophérol (palme, soja, colza, mais, arachidearsé). Le germe de blé
contient une quantité appréciablefdemcophérol et d@-tocotriénol. La palme est riche en
tocotrienol, les tocotrienols étant peu représepatsailleurs. Les huiles de coco et d’olive ne

contiennent de tocophérols que trés modestement.
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Table 1.2-4: Teneur en tocophérols d’huiles végétas (mg/kg)=® 3

Tocophérols Tocotrienols

a B y 3 a B
Canola 210 1 42 0,4 0,4 -
Coco 5 - - 6 5 1
Mais 112 50 602 18 - -
Coton 389 - 387 - - -
Olive 119 - 7 - - -
Palm 256 - 316 70 146 32
Arachide 130 - 214 21 - -
Carthame 342 - 71 - - -
Sésame 136 - 290 - - -
Soja 75 15 797 266 2 -
Tournesol 487 - 51 8 - -
Germe de blé 1330 710 260 271 26 181
Colza 190 - 500 15 - -

1.2.2.2.3 Les Stérols.

Les stérols représentent la plus grande partiepomsfiable des huiles végétales. Leur
structure repose sur le noyau dit cyclopentanopitnene (encore appelé noyau stérane).
C’est une structure cycliqgue a 19 carbones et tetarbones £2C8 Co C10 C13 C14 sont

asymetriques (Figure 1.2-6).

Figure 1.2-6 : représentation du noyau cyclopentanghénanthréne, motif de base des stérols.
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Les stérols different les uns des autres par lar@adt la position de groupement porté par ce
cycle et notamment la chaine latérale portée peafieone 17 et par la présence éventuelle et
le nombre de doubles liaisons. Plus de 250 stégtlsels ont été isolés du monde védétal
Nous pouvons citer lef3-sitostérol, le campestérol, l'ergostérol, le fuéosl et le

brassicastérol comme étant les plus courants. dteucture est présentée dans la Figure 1.2-7.

campestérol Fucostérol
HO HO
ergostérol
B-sitostérol
HO HO
stigmastérol brassicastérol
HO HO

Figure 1.2-7 : Représentation schématique de phyttérols courants.
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Les stérols se trouvent dans les huiles sous fdilne ou sous forme estérifiee avec des
acides gras. La nature des acides gras est diféseiton les huiles. La teneur, la composition

et le degré d’estérification des stérols dépendemtombreux facteurs tels que :

les especes génétiques

le cultivar

les conditions de stockage des huiles

le procédé de raffinage.

Verleyen et coll, 2002 donnent la teneur en stérols d’une liste non estha d’huiles
d’intérét industriel. La Figure 1.2-8 démontre lariabilité de teneur en stérols des huiles
pouvant aller de 65 mg/100g pour I'huile de paloegp’a 900 mg/100g dans I'huile de mais.

L’huile de tournesol en contient environ 300mg/100g

mais
colza
tournesol
soja
arachide
olive

noix

oléine de
palme

coco

palme

0 200 400 600 800 1000
Teneur en stérols (mg/100g)

Figure 1.2-8: Teneur en stérols totaux (mg/100g) & quelques huiles d'intérét industrief?. THO =

Tournesol Hautement Oléique.
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Le taux d’estérification des stérols est égalenterst variable selon les huiles (Figure 1.2-9).
Les stérols estérifiés peuvent représenter jusgd% dans I'huile d'olive tandis qu'ils ne

représentent que 41% dans I'huile de colza et 688s thuile de tournesol.

colza
mais
noix
tournesol
coco

arachide

oléine de
palme

palme

soja

olive

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%
Pourcentage de stérols libres (violet) et de stérol s estérifiés (vert).

Figure 1.2-9 : Comparaison entre la teneur en stéds libres (mg/100g) (violet) et la teneur en stérsl

estérifiés (vert) de quelques huiles d'intérét indstriel®?.

Phillips et coll, 200%* ont analysé les stérols de 45 huiles différeritasTable 1.2-5 donne

un résumeé des teneurs des principaux phytostéeotedaines huiles d’intérét industriel. On
observe une large variation dans la teneur et tapogition des différentes huiles végétales.
La classe de stérols préedominante est celleBditostérol qui représente 73% dans le

tournesol ou méme jusqu’a 88% des stérols dandd’de coton.

Table 1.2-5: Composition en stérols (mg/100g) d’higs d'intérét industriel=?.
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A5-
sitostérol  campestérol stigmastérol brassicastérol Avenastérol

Canola 381 164 16 51 18
Colza 393 275 3 69 36
Mais 509 139 59 41 11
Soja 158 55 60 1 5
Carthame 121 28 15 0 18
Arachide 115 24 12 1 13
Sesame 331 75 33 0 51
Olive 129 4 2 17 3
Coton 256 20 5 0 8
Palme 40 15 9 0 2
Onagre 862 71 4 0 121
Bourrache 108 84 9 0 76
Tournesol 245 34 32 0 25

1.2.2.2.4 Composés phénoligues.

De nombreux composés phénoliques secondaires s&s#nts dans les huiles. Leur diversité
et leur nombre sont trés importants. Ces derniarsicijpent aux propriétés de stabilité
oxydative hors norme des huiles de sésame et des liplive. Les composés phénoliques
sont nombreux et de natures différefifésSont présentées dans la Figure 1.2-10 les stegtu

de différents composés phénoliques :

- les lignanes sont des composés phénoliques formésedx unités monolignols.
existe de tres nombreux lignanes, qui different lpatype de liaison entre les deux
unités et les modifications qui interviennent ageedimérisation (Figure 1.2-10). les
lignanes se retrouvent surtout dans les huilegsianse et de lin.

- les alcools phénoliques, tels que le tyrosol oydibtyrosol, sont essentiellement

présents dans les huiles d'olive.
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- les acides phénoliques, tels que l'acide caféibaede vanillique, les acidgsara- et
ortho-coumarique, l'acide férulligue ou Il'acide cinnamg sont essentiellement
présents dans les huiles d'olive.

- Les flavones qui dérivent d’une structure phényHogryrone.

La pluralité des composés phénoliques dans legshuodsulte souvent en des mélanges trés

complexes.

Les composés phénoliques ont été identifiés damondoreuses huiles. La teneur relative de
chaque composé phénoligue est tres dépendantespede végétale et du cultivar. La teneur
en composés phénoliques de I'huile d'olive est'dedte de 250 & 300 mg/kg et sont
essentiellement des phénols simples (hydroxytyrasdltyrosol). L’huile de sésame contient
de grandes quantités de sésamine et de sésamdén200 a 400 mg/100g) pouvant se
décomposer en sésamol et sésartifioll est reconnu que la graine de tournesol contien
grandes quantités de composés phénoliques (2 al@gy/de graines), essentiellement
constitués d’acide caféiqd8, Cependant, ils ne sont retrouvés qu'a I'étatrdees dans les

huiled®,
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Figure 1.2-10: Représentation schématique des stctures de polyphénols présents dans les huiles
végétales.1a4 : Lignanes ; 5&6 : Alcools phénoliques ; 7al@cides phénoliques ; 11&12 : Flavones. 1:
Sésamine, 2 : Sésaminol, 3 : Sésamol, 4 : Sésandin Hydrotyrosol, 6 : Tyrosol, 7 : Acide férallie, 8 :

Acide cinnamique, 9 : Acide caféique, 10 : Acideillajue ; 11 : Lutéoline ; 12 : Apigénine.
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1.2.2.2.5 Autres composeés.

Un certain nombre de composés mineurs supplémestaiont contenus dans les huiles

végétales. Peuvent étre cités :

des hydrocarbures. Le plus couramment rencontréeesfjualéne, un hydrocarbure

terpenoide a 6 motifs d’isopréne. Il peut atteindige quantités non négligeables dans
I'huile d’olive et représenter jusqu'a 40% de ladtion insaponifiable (800 a 1200
mg/kgf?®. Le squaléne est également présent en quantits ldanhuiles d'argan,
d’amarante, de son de riz ou de germe de blé. D&efaquantités de squaléne sont
rencontrées dans les huiles de tournesol (de Boddr6é mg/100§¥'. Des alcanes de
C8 a C35 peuvent étre également présents.

des pigments chlorophylliens et leurs dérivés (phgtines) responsables de la

coloration verte des huiles de canola, colza eteopar exemple. L’absence de
chlorophylles et dérivés est devenue un critérguidité de certaines huifés*®!

Des caroténoides et plus spécialemeftdéaroténe et la lutéine. La concentration des

caroténoides est souvent faible dans les huilegtal®g mais leur présence est
cruciale dans le processus de stabilité oxydatre&r Gection 1.2.4.3). Les huiles de
colza et de lin en contiennent de 30 a 40 ppm.ileéhdiolive peut contenir 30 a 31
ppm de chacun des pigméfits

Des cires, esters d’acides gras (de 20 a 28 atdenearbone) et d’alcool gras a chaine
longue (de 22 a 30 atomes de carbone) et deslslgma¥>. La teneur en cire peut
étre importante dans les huiles de mais, de saizdde carthame, de sésame et de
tournesol : de 0,2 & 3% selon Jonhson, 2808

Des traces de métaux, provenant des sols et désdets ou issus de contamination

due a la transformation et au stockage. Les métsiplus fréquemment rencontrés

sont Fer et Cuivi&. La Table 1.2-6 donne des valeurs de leur préselrs les
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huiles végétales. Cr, Mn, Sn, Ni et Pb peuvent &wecontrés mais a des
concentrations n’excédant pas le p§ig

- Des protéines résiduelles.

Table 1.2-6: Teneur en métaux de quelques huilesidtéréts [+,

Teneur en métaux

Cuivre (ppb) Fer (ppm)
Sésame 16 1,2
Soja brut 13,2 2,8
Olive vierge 9,8 0,7
Tournesol 5,2 03

.2.3 Raffinage des huiles

La plupart des huiles sont utilisées sous une fodite raffinée dans laquelle nombre de
composés “non TAG” sont éliminés au travers d'mgi®dn de raffinage. Ces composés
indésirables incluent de petites quantités de preséet autres solides résiduels issus du
procédé d’extraction : les phospholipides, lessgites composés soufrés (huile de colza),
eventuellement des traces de solvants résiduele deau. Cependant tous les composeés
mineurs ne sont pas délétéres. Par exemple, lephémls qui protegent les huiles contre
I'auto-oxydation, lesB-caroténes et autres composés phénoliques agissataint qu’anti-
oxydant sont a conserver. Malheureusement, dessthpprocessus de raffinage ne sont pas
parfaitement sélectives et éliminent certains deaposés bénéfigues au méme titre que les

indésirables ciblé¥/,
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De nombreux procédés de raffinage des huiles @ntéveloppés au cours du temps. Le
raffinage chimique et le raffinage physique sostdeux types majeurs de raffinage des huiles
végeétales. Des procédés impliqguant des enzymesomsides membranes ont été également

développés. Néanmoins, le raffinage chimique Hespeocédé le plus utilisé.

1.2.3.1 Le raffinage chimigue

La Figure 1.2-11 présente I'organigramme génératatfinage chimique des huiles végétales

brute&™,

La premiére étape du raffinage implique le retlai phospholipides grace a une étape dite de
“dégommage”. Son principe est d’éliminer les ppbslipides grace a un lavage a l'eau.
L’hydratation des phospholipides les rend insolsid@ns I'huile et facilement éliminables
par précipitation. Les gommes sont rendues insetutdans I'huile avec un taux d’hydratation
de 1% a 3%. Une régle générale est que la quahdigdl a utiliser doit étre équivalente a la

quantité de phospholipides hydratables contenus kfauile'**.

Les phospholipides sont présents sous une formeatajade et sous une forme non-hydratable
(i.e. combinés avec des cations calcium, magnésiun Ces derniers sont traités avec des
solutions acides (acide phosphorique de 0,02% % @,%0°C-90°C pendant 15-30 minutes)

afin de les rendre hydratabfés
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Huile brute

!

Démucilagination Phospholipides |
aqueuse

!

Conditionnement acide —’| Phospholipides non hydratables |

| Eau

| Acide phosphorique

l Pates de neutralisation, savons,
phospholipides, H3PO4, mélaux,

s
F—
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-
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I d'oxydation, certains contaminants

centrifugation
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| Terres activées Décoloration » phospholipides résiduels,
l produits d'oxydation polaires
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_________________ A
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Vapeur séche sous vide + N . . . Flaveurs, peroxydes, contaminants,
Température > Désodorisation " eic.

Azote |—~> Inertage
'

Huile raffinée

Figure 1.2-11 : Diagramme des opérations élémentads du raffinage chimique des huiles végétal&s

L’étape de neutralisation consiste en un appodalele afin de saponifier les acides gras et
neutraliser le possible exces d’acide phosphorigiesé lors de I'étape précédente. Les
savons sont alors éliminés de facon continue patriftegation. La quantité et la force de la
soude utilisée sont dépendantes de la quantitéddsgras libres présents dans les huiles. Les
exces de soude peuvent conduire a la saponificalies triglycérides et réduire les
rendements de raffinage. L'indice d’acide des lsudst donc déterminé avant neutralisation.
La neutralisation en présence d’hexane est conmuglse nom de raffinage sur miscella. Cela

permet une réduction de viscosité et une augmentake la difference de densité entre les
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deux phases huile/ solvant et eau/savon. Cela pefaggmenter I'efficacité de séparation et
de réduire les pertes de raffinage. Ce procédéitirmiimultanément une décoloration de
I'huile. Le principal inconvénient est le recyclages solvants utilisés qui en font un procédé
relativement cher. Une étape de lavage a I'eaua(20%) est effectuée pour retirer la grande
majorité des savons produits lors de I'étape ddraksation. Les savons résiduels pouvant

persister sont éliminés lors de I'étape de décttmra

La saturation en eau des huiles est en moyenne8dé. Cependant, les huiles végétales
doivent étre séchées pour éviter des hydrolysesspas aboutissant a la formation d’acides
gras libres lors d'utilisation des huiles a hauempératures (désodorisation par exemple).
Pour ce faire, les huiles végétales sont traitéelsaaid (90°C — 115°C) et sous vide poussé
(15mm Hg absolu). L’humidité relative des huilesgoidmeées et neutralisées est ainsi

abaissée a moins de 0,1%.

Une étape de décirage peut étre nécessaire pobhuiles fortement chargées en cire (mais,
son de riz, carthame, sésame et tournesol surfmatjitionnellement, le décirage consiste en
un refroidissement continu des huiles a 4-6°C pumistalliser les cires. La durée de la
cristallisation est de 4h et peut étre prolongéeyre période de 6h pour développer les
cristaux de cires. L’huile est alors chauffée aCl@fvant d'étre filtrée pour séparer les

cristaux de I'huile.

La décoloration a pour but d’optimiser la coulees duiles en éliminant les pigments avec
des argiles neutres, des terres activées, deatsgsisynthétiques, du gel de silice ou encore du
charbon. Un bénéfice associé a la décolorationleesiécomposition des péroxydes et

I'élimination des derniéres traces de savons fordas les étapes précédentes. Le procédé

76



| — Etat de l'art

est généralement conduit sous vide car les dentusuels peuvent catalyser I'oxydation
des huiles en présence d’air. Les pigments somirlés a la surface des terres ou argiles lors

de la mise en contact avec les huiles puis samirés par filtration.

La derniere étape du raffinage chimique est la di@ssation. Son but est d’éliminer les

derniers contaminants des huiles tels que les @cglas volatils ou les aldéhydes

responsables des odeurs des huiles. Le princifeeadisodorisation est un entrainement par la
vapeur a haute température (180°C-240°C) sous Uaelésodorisation a également pour
effet secondaire de réduire les traces de solvasiduels et les traces de pesticides. Elle
permet I'élimination de la plupart des péroxydesianmt étre contenus dans les huiles mais
ne permet pas de récupérer celles dont le stade/dfition est trop avancé (rancissement

complet).

Les huiles vierges et brutes possedent génératamenstabilité oxydative plus importante
que les huiles raffinées (perte d’antioxydantshsiiles huiles raffinées ne sont pas exposees

a 'atmosphére mais sont conservées sous atmosgherde inerte.

Le raffinage chimique, s'il est largement utiliséyn certain nombre de désavantédes
- la procédure est assez colteuse.
- la perte par saponification des triglycérides p&ue élevée, spécialement pour les
huiles a haute teneur en acides gras libres, gsacwliesommatrices de soude.
- La procédure demande beaucoup de temps.
- De grandes quantités d’énergie sont consommeées.
- Les déchets liés aux différentes étapes doiveattiétites.

Pour ces raisons, des voies alternatives de rgHioat été développées.
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1.2.3.2 Raffinage physique.

Lors du raffinage physique des huiles, les acidas Gbres contenus dans les huiles brutes
sont élimininés par des méthodes physiques, sapficamon de solution de soude.

Néanmoins, méme dans les procédés de raffinagaqpieyssont inclues des étapes faisant
intervenir des produits chimiques nécessaires pasurer les purifications non réalisées

physiqguement (dégommage, décoloration etc...).

La Table 1.2-7 suivante propose une vue d’enseméseprocédés de raffinage physique. Le
raffinage par entrainement a la vapeur est le &ettte actuellement employé a un niveau

industriel.

Le raffinage physique sous flux de vapeur et s@ssd pression permet le retrait des acides
gras libres et des substances insaponifiablesetoutduisant les pertes de triglycérides par
rapport au raffinage chimique. Le raffinage physiquun certain nombre d’avantages par
rapport au raffinage chimique traditionnel : siroppé de procédure, rendement de raffinage
augmenté, conservation énergétiqgue, génération dalleapts environnementaux réduits.

Cependant le principal inconvénient de la procédsteque toutes les huiles ne sont pas
raffinables par ce procédé. L'utilisation de hautapératures et d’'un vide poussé entraine la

formation de produits secondaires tels que des-isnmeres.
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Table 1.2-7: Méthodes de raffinage physique des higis végétales brutdd’.

Procédure

Principe

Raffinage a la vapeur

Entrainement par gaz inerte

Distillation moléculaire

Raffinage sur membrane

Systeme hermétique

Extraction par solvants

Raffinage avec C@supercritique

Retrait des acides gras dlibe¢ autres
volatiles par la vapeur surchauffée a 200-
270°C a basse pression suivant un
dégommage et une décoloration primaire.

Retrait des acideslipr@s dans un flux de
gaz inerte (azote)

Retrait des composés Idaspvolatils y
compris les acides gras libres des TAG
moins volatils a trés basse pression sans
application de vapeur.

Traitement des huiles brates pression
avec des membranes sélectives perméables
aux acides gras libres mais imperméables aux
TAG

Traitement de I'huile a hautgpérature et
haute pression, suivi de la centrifugation des
précipitats puis d’un raffinage a la vapeur.

Retrait sélectif des acidggsas par
distribution a contre courant entre solvants
non miscibles, I'un dissolvant les acides gras,

'autre extrayant sélectivement les TAG

Retrait des acides gras libres efreau
impuretés par C@supercritique

.2.4 Mécanisme d’oxydation des huiles et matiéres grasse

La stabilité oxydative représente la résistanceéorydiation pendant le traitement et le

stockage des huiles et dérivés. La résistance xdation peut étre exprimée comme la

période de temps nécessaire pour atteindre un poifitjue d’oxydation, représenté soit par
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un changement des propriétés organoleptiques diupr@oit par une accélération soudaine

du procédé oxydatif.

Différents mécanismes moléculaires, I'auto-oxydatat I'oxydation photosensible, sont a
'origine de l'oxydation des huiles pendant leuaitement et leur stockage. Deux types
d’oxygénes peuvent réagir avec les huiles ; I'urappelé€’ oxygene atmosphérique a triplet’
%0, et est impliqué dans le phénoméne d’auto-oxydatioe réaction radicalaire en chaine.
L'autre est appelé “oxygéne singulet” 'O, et intervient dans le processus d’oxydation
photosensible. La différence entre les deux oxygééside dans leurs orbitales moléculaires
(Figure 1.2-12). La forme la plus abondante et laspstable estO, que I'on respire

quotidiennement. L'orbitale moléculaire 4@, différe de celle déO,, par la présence d’une

paire d'électrons au niveau de I'orbitale antilent* 48!

Molecular Molecular
Yy 4 “\{"
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/A" AN AN /M . ~
Y ' AN YN AN\
\‘/\ /\N'/ % N/\‘/\ Y \‘/\ 1\ u —‘H41 :‘<1— \ ‘\“/‘\‘/‘\‘_/
2px 2py 2p; "' N, ,\\N/ 2p; 2py 2px 2py 2py 2p: N \N 2p; 2py 2py
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Y/ LY
./A_D /Al\.
-~ v/ - ’ vV -~
7N — a0 a0 . AN
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N
— { l! ) |f )
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Oxygeéne a triplet Oxygéne a singulet

Figure 1.2-12 : Orbitales moléculaires des oxygénestriplet 0, et & singulet'O, ** %l
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.2.4.1 Le mécanisme d’auto-oxydation des huiles.

L’auto-oxydation des huiles est une réaction rddioaen chaine. Elle se décompose en une

étape d'initiation, une étape de propagation etaiape de terminaison.

Initiation RH => R+ H.
Propagation R 30, => ROQ
ROQ +RH =>ROOH +R
ROOH => RQ+ OH

RQ + RH =>ROH + R

Terminaison ROO+ R =>ROOR
RO+ R =>ROR
R+R => RR

(Eq. I-1)
(Eq. I-2)
(Eq. I-3)
(Eq. I-4)
(Eq. I-5)
(Eq. 1-6)
(Eq. I-7)
(Eq. I-8)

(R = chaine alkyle)

L’auto-oxydation implique que les acides gras oylglgcérols soient sous forme radicalaire.

Lors de I'étape d'initiation, un atome d’hydrogéest enlevé de la chaine carbonée d’acide

gras ou d’acylglycérol créant ainsi un radicaldigue R (réaction I-1). L’énergie nécessaire

varie selon la position de I'atome d’hydrogéne danshaine carbonée. L'atome d’hydrogéne

adjacent d’une double liaison et, plus particuleéeat celui lié au carbone présent entre deux

doubles liaisons, est facilement enlevé (FigurelBR Le processus est accéléré par les

catalyseurs métalliques, par les UV et la lumieigble qui permettent la formation de

radicaux libres sur les acides gras ou les acydgb/s.
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17
H
H H

100 kCal/mol 75 kCal/mol 50 kCal/mol 75 kCal/mol

Figure 1.2-13: Energie nécessaire pour la formatio d'un radical lipidique selon la position de

I'hydrogéne sur la chaine carbonée de I'acide linélque™*.

Le radical lipidique réagit ave'©, et forme des radicaux peroxy-lipidiques RQ@action I-
2). Cette réaction est tres rapide sous pressionxggene normale et par conséquent la
concentration en radicaux lipidigues RBst trés inférieure a celle des radicaux peroxy-
lipidiqgues ROQ. Ces derniers peuvent a leur tour soustraire ttyéne d’'une nouvelle
molécule d’acide gras ou d’acylglycérol pour formmerhydropéroxyde ROOH et un nouveau

radical lipidique R (réaction 1-3). Ces radicaux catalysent a nouvéauréaction

d’oxydation : il y a alors réaction en chaine.

Les hydropéroxydes sont des especes peu stablgseqguent se dissocier facilement pour
produire des radicaux oxy-lipidiques RQui accélérent la propagation de la réaction
(réactions I-4 et I-5).

La formation de radicaux peroxy-lipidiques et d’hypéroxyde ne dépend que de la quantité
et de la disponibilité de I'oxygéne et de la tenapdre. Lorsque deux radicaux.(RRQ. ou
ROQ.) se rencontrent, des espéces non radicalairempalyues sont produites et la réaction

s’acheve (réactions I-6 a 1-8) : on parle de teaision.
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Les hydropéroxydes produits par auto-oxydation gg@riéralement stables a température
ambiante et en I'absence de métaux. Dans le casagen ils sont décomposés en radicaux
alkoxy-, pour former des aldéhydes, cétones, estcools et hydrocarbones a courtes

chaines.

[.2.4.2 L'oxydation photosensible.

L’oxydation des huiles est accélérée par la lumer@résence de “sensibilisateurs” tels que
les chlorophylles et dérivés. Ces derniers peuabsbrber I'énergie lumineuse et passer tres
rapidement dans un état excité instable a singlles. sensibilisateurs excités peuvent
retourner a leur état initial par émission de lumi€luorescence), par conversion interne

(émission de chaleur) ou par croisement inter-gyst€IS.

Etat excité 1Sen*
A
k=1-20x108 / sec
Fluorescence ICS
k=2x108/ sec 3Sen*
hv
+3
Phosphorescence O,
k=10x10+4/ sec k=1-3x109 / sec
. v ’
Etat de base Sen 0,

Figure 1.2-14: mécanisme chimique de la formation de I'oxygéne arngulet en présence de sensibilisateur,

de lumiére et d’oxygéne a triplef®.

Le croisement inter-systeme correspond au passagertsibilisateur excité a singulet, a un
état excité a triplet. Le retour de ce dernier aétat énergétique basal peut se faire de
différentes facons :

- par phosphorescence (Figure 1.2-14)
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- par production d’anions superoxydes.@ar transfert d’électrons (Figure 1.2-14)

- par acceptation d’'un hydrogéene ou d'un électramndSubstrat pour produire des
radicaux (type | dans la Figure 1.2-15).

- par transfert de triplet sur utO, adjacent pour former directement d0, par

annihilation de triplets (type Il dans la Figur2-15)

Sen _hv Sen* _1€S | 38en*
TYPE | TYPE Il
+ RH +30,
*R + Sen H'(OL *R* +eSen") 1(;2
+30, +30, + RH
RO"OH O, + :Sen+ RO"OH

Figure 1.2-15: formation du sensibilisateur excitéa triplet (*sen*) et ses réactions avec les substrats selon

des réactions de type | ou de type ff.

Les anions superoxydes sont a 'origine de la pcbdn de peroxyde d’hydrogene®h, une
des especes réactives par dismutation spontand®xygene. La réaction du peroxyde
d’hydrogéne avec un anion superoxyde est généatad’oxygéne singuléO, par réaction

de Haber Weiss en présence de métaux de tran@tgonCuivre) (réactions 1-9 et 1-10).
O + Og + 2H" => HO, + O, Eq. 1-9)

H,0, + O =>  H, +OH + 'O, Eq. 1-10)
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L’ *0,, grandement nucléophile, réagit directement aveddebles liaisons & haute densité en
électrons sans formation de radical alkyle poumfar des hydropéroxydes. La réaction
d‘oxydation a oxygene singulet est trés rapide dkss huiles, car une faible énergie
d’activation est requise. La vitesse de formatias dydropéroxydes est dépendante du
nombre de doubles liaisons portées par les chdiaesles gras, mais peu dépendante de leur
type (conjugué, non conjugué, diéne ou triene). hyelyopéroxydes formés par cette voie se

décomposent selon un processus identique a celaiude-oxydation.

1.2.4.3 Les Antioxydants.

1.2.4.3.1 Antioxydants primaires.

Les anti-oxydants primaires (également appeléxaydants de type | ou antioxydants de
rupture de chaine) sont des accepteurs de raditaes, capables de retarder ou d’inhiber la
période d'initiation et/ou d’interrompre l'étape dwmopagation du phénomene d'auto-

oxydatior®¥.

Les anti-oxydants primaires (AH) réagissent avecrblicaux libres lipidiques et peroxy-
lipidiques pour les convertir en produits non rathiaes plus stables (réactions I-11 a I-13).
Grace a une structure résonante, le radical artantyproduit (A) possede une énergie plus

faible que le radical avec lequel I'antioxydangagi (Figure 1.2-16).
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ROOG + AH =>ROOH + A (Eq. I-11)
RO. + AH =>ROH + A (Eq. I-12)
R. + AH =>RH+ A (Eq. 1-13)
ROQ +A. =>ROOA (Eq. I-14)
RO.+A. =>ROA (Eq. I-15)

A+ A, => AA (Eq. 1-16)

5-G-C0

Figure 1.2-16 : Stabilisation par résonance d'un raical antioxydant®.

Enfin, les radicaux antioxydants sont susceptidkegarticiper a la terminaison des réactions
d’auto-oxydation avec les radicaux péroxy-lipidigukes radicaux oxy-lipidiques ou d’autres

radicaux antioxydants (réactions I-14 a 1-16).

Les principaux agents donneurs d’hydrogéne sontdegposés phénoliques mono- ou poly-
hydroxylés avec des substitutions variées du ay@enatique. Dans cette catégorie, les anti-
oxydants les plus connus sont les tocophérolscetriénols.

lls sont capables de rentrer en compétition avebldes et les graisses vis-a-vis des radicaux
peroxy-lipidiques. Une molécule de tocophérol estable de protéger de*1® 18 molécules
d’acides gras polyinsaturés a faible valeur d’iedde peroxyde. Les tocophérols peuvent

transférer un atome d’hydrogéne de leur noyau canminau radical péroxy-lipidique RQO
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pour produire des lipides hydroperoxydés stabledest radicaux tocophéroxy. Tréaction
17), plus stables que les radicaux peroxy-lipidigper effet de résonance.

A faible taux d’oxydation des lipides, les radicaoxophéroxy- sont susceptibles de réagir
entre eux pour produire des tocophéryl-quinoneggdnérer des tocophérols (réaction [-18).
A fort taux d’oxydation des lipides, les radicaoxdaphéroxy- (T) peuvent réagir avec RQO
pour former des complexes tocophérol/peroxy-lipifleOOR). Ces derniers peuvent

s’hydrolyser en tocophéryl-quinones et hydropertpigles (réaction I-19).

T+ROQ => T.+ ROOH (Eq. I-17)
Te+ To=> T + Tocopheryl-Quinone (Eq. I-18)
T.+ ROQ => (T-OOR) => Tocophéryl-Quinone + ROOH (Eq9y1

L’efficacité des tocophérols en tant qu’anti-oxytsadépend :

- des isoméres des tocophérols. La capacité de nétigrédes radicaux libres est plus
importante pour I&tocophérol, suivi par leg-, B— et enfin lesx-tocophérols.

- De la concentration des tocophérols. La concentratptimale des tocophérols en tant
gu’anti-oxydants dépend de leur stabilité oxydatiRtus leur stabilité oxydative est
faible, plus leur concentration optimale pour ugévité antioxydante maximale est
faible. Ainsi, I'a—tocophérol, le moins stable des isoméres, présgr@eoncentration
optimale plus faible que leg- et d—tocophérols. Par exemplea¥, le y- et le &
tocophérol présentent respectivement des concemsabptimales de 100ppm, de

250ppm et de 500ppm, afin de stabiliser I'huilesd a 55°€°.
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En plus de leur capacité a réduire les radicauredibles tocophérols sont capables de
diminuer les phénoménes d’oxydation en réprimation du'O, produit sous I'action de la
lumiere selon :
- Un procédé physique. Les tocophérols peuvent fonmecomplexe de transfert de
charge avec don d'électrons$@,. La résultante est la production i moins réactif.
Ce phénoméne n’'implique pas de réaction chimiqtre ées tocophérols é0,.
- Un processus chimique irréversible impliquant ansformation du tocophérol en

tocophérol hydropéroxydienone, tocophéryl quinanguénone époxyde.

Les composés phénoligues autres que les tocophdemligles phénoliques, alcools
phénoliques, Lignanes etc... voir section 0) exerégalement une activité d’anti-oxydant

primaire puissaht”.

1.2.4.3.2 Antioxydants secondaires.

Les antioxydants secondaires (encore appelés mydiaaots de types I, ou antioxydants
préventifs) agissent selon plusieurs mécanismessdnt capables de ralentir la vitesse
d’oxydation mais selon des processus n'impliqua# la conversion des radicaux libres en
des espéces stables. Les processus protecteursardesxydants secondaires sont

multiple®” ; ils peuvent :

chélater les métaux pro-oxydants ou les désactiver.

- régénérer les hydrogénes labiles des antioxydairteijpes et allonger leur durée de
vie. On parle d’antioxydants synergistes.

- Décomposer les hydropéroxydes en des especesdioalaires.

- Désactiver 'oxygéne a singulet.

- Absorber les radiations UV.

- Agir en tant que récupérateur d’oxygene.
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Les représentants majeurs des antioxydants secesagiturels sont :

les phospholipides. De nombreux mécanismes antantgdnt été démontrés pour les

phospholipides. Par exemple, les fonctions amimssRhosphatidyl-Choline, -Sérine
et -Ethanolamine présentent la capacité de chélesemétaux. Les phospholipides
forment une barriere contre IX@ I'interface Eau/Huile et jouent un rble de potéer
contre les contacts avec I'oxygene atmosphériges. phospholipides favorisent la
dispersion des autres antioxydants actifs et |mhil@ propagation des radicaux libres.
Judde et coll., 2067, ont démontré une action synergique importante des
phospholipides amino-alcooliques avec les tocopbéte la sérig/ et d mais moins
prononcée avec les-tocophérols. lls ont attribué ces propriétés adpacité des

fonctions amines des phospholipides a régénéreodephérols.

les caroténoides, et plus spécifiquemerfi-tarotene, de par leur structure contenant

de nombreuses doubles liaisons conjuguées, soablespde limiter 'oxydation des
huiles. Plusieurs processus sont décrits : fiiratie I'énergie lumineuse surtout entre
400 et 500 nm, répression déd) par transfert d’énergie aux caroténoides sans
générer de produits oxydés, inactivation des sdissiteurs et récupération des

radicaux libre€*.

Les stérols. L’action des stérols en tant qu'antilants est encore floue. Un certain
nombre de stérols issus de plantes, spécialemenf\de et A7-avénasterols, le
citrostanérol et le vernostanérol, ont été décmsmme inhibiteurs de la dégradation
. . . , N 53] . .
oxydative des acides gras insaturés & haute tetapgta®®. Au contraire, certains

stérols tels que le sitostérol, stigmastérol etdmpestérol sont soit inactifs soit pro-
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oxydant®¥. Les stérols tiennent leur pouvoir antioxydant lde présence d'un
groupement éthylidene dans leur chaine latérales taaicaux lipidiques sont
susceptibles de réagir avec ce dernier groupergant;a pouvoir s'isomeriser en un

radical tertiaire plus stable, bloquant ainsi lactéon d’oxydatioft?.

.3 Les esters d’'acides gras.

.3.1 Les Marchés cibles.

Historiquement, la transformation des huiles adééeloppée pour un usage de substitution
aux carburants pétroliers. L'utilisation directesdriiles dans les moteurs a été testée des les
premiers essais de moteurs diesel. Malheureuseging’accompagne d’'un certain nombre
d’'inconvénients. En effet, la structure méme dégytrérides leur confere des viscosités
pouvant étre élevées et des propriétés d’ignitaiinlds (Table 1.3-1).

La transestérification des triglycérides avec deoas pour former des esters permet
d’ajuster les propriétés des produits de transftomavers les caractéristigues des pétro-
diesel&®..

Table 1.3-1 : Quelques propriétés physico-chimiqued’huiles végétales et des esters méthyliques issies

ces mémes huile8®. EM : Esters méthyliques issus de I'huile végétalesidérée.

Huile Végétale / _Vi’scos_ité N Nonjbre de Il3’oint_
EM cinématique Densité Cétane d'éclair
mm?/s a 40°C g/cm3 a 21°C °C
Soja/ EM 33,1/4,08 0,914 /0,884 38,1/50,9 254 /131
Colza/EM 37,3/4,83 0,912 /0,882 37,5/52,9 246/ 155
Tournesol / EM 34,414,6 0,916 /0,880 36,7 /49 274 /183
Suif / EM 51,2/5 0,920/0,877 40,2 /58,8 201 /150
Diesel 2,0a45 0,820 a 0,860 51 55
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Les esters d’acides gras ont par ailleurs de namsbeepropriétés intéressantes qui permettent
de les utiliser dans plusieurs autres domainesptiction tels que celui des biolubrifialifs

%8 ou encore celui des biosolvamts?

.3.1.1 Les biodiesels.

Les biocarburants, liquides ou gazeux, sont conssdé@ujourd’hui comme une réelle
alternative aux carburants pétroliers. Deux typedidcarburants sont actuellement produits
et utilisés : I'éthanol dans les moteurs de typseese et les biodiesels (esters méthyliques
d’huiles végétales) dans les moteurs de type didsékchelle mondiale, c’est 'usage de
I’éthanol qui est largement majoritaire, la consaation de biodiesel étant environ 10 fois

inférieure (Figure 1.3-1).
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Figure 1.3-1: Evolution de la production de biocarhurants dans le monde (en millions de tonnes§*
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Le marché mondial du biodiesel est dominé par biperdans laquelle existe une domination
croissante de la consommation de gazole (60% deotsommation de carburants). La
production européenne atteignait en 2008, 7,7 andlide tonnes (Figure 1.3-2: Production
(A) et Capacités de production (B) européennesldfjicet mondiales (vert) de biodiesel

depuis 20092,

-A) assurant ainsi 70% de la production mondialas Précisément, 2,8 millions de tonnes
ont été produites en Allemagne et 1,8 million eane®®. Cependant, les capacités de
production sont encore peu exploitées puisqu’edas estimées a plus de 32,6 millions de
tonnes a un niveau mondial et a 20,9 millions deés au niveau européen (Figure 1.3-2:
Production (A) et Capacités de production (B) easymes (violet) et mondiales (vert) de
biodiesel depuis 206G2.

-B). Le marché est néanmoins en constante progregsiisqu’il a augmenté de prés de 35%
ente 2007 et 2008, 13,8% entre 2006 et $807
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Figure 1.3-2: Production (A) et Capacités de prodution (B) européennes (violet) et mondiales (vert)ed

biodiesel depuis 20022

.3.1.2 Les biolubrifiants.

Un lubrifiant représente un mélange de produitsivaat étre complexe, constitué de 70% a
90% d’huiles ou dérivés, enrichi ou non d’additfeur en modifier les propriétés. Les
lubrifiants assurent des fonctions variées tell@s diminuer les frictions et l'usure, assurer
des transferts de chaleur, assurer une protecigea-vis de la corrosion, assurer les transferts
de forces etc .°®. On parle de biolubrifiant lorsque tout ou padie produit est d’origine
végétale. En Europe, le terme biolubrifiant désigadois I'ensemble des lubrifiants issus du

pétrole ou de la biomasse, qui sont dégradables.

Le marché européen des lubrifiants représente2068, 4,6 millions de tonnes. Le marché se
segmente en plusieurs domaines d’application (Eigu®-3). Les huiles moteur représentent
la plus grande part de marché avec un volume demill®n de tonnes (39% de parts de

marché). Les huiles de transmission (fluides hyldraas) constituent le second marché avec
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25% des parts de marché (1,2 millions de tonnes)este du marché est partagé entre les
huiles utilisées en ferronnerie (0,7 million dertes) selon une étude Alcimed pour Syngenta

Seeds (High oleic in Europe, 200%).

Huiles de chaines

Graisses
3%

Huiles de
ferronerie

Huiles moteurs
7%

39%

Huiles de
procédés
15%

Huiles de
transmission
25%

Figure 1.3-3: Segmentation du marché européen deshbrifiants %,

La part des produits biodégradables dans le maratapéen des lubrifiants est de seulement
2% avec un volume de 1@DO0 tonnes. L'Allemagne fait figure de market leaalec une

production totale de lubrifiants biodégradabless@8e000 tonnes, soit 50 % de la production
européenne, suivie par la Scandinavie et I'Autridtee marché des biolubrifiants s’adresse
plus spécifiguement a des applications telles gadlliides hydrauliques (51% du marché des
biolubrifiants), les huiles de chaines de scie9428u marché) ou les agents de décoffrage

(11% du marché) (Figure 1.3-4).
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Figure 1.3-4: Segmentation du marché européen desdhubrifiants

La consommation frangaise de lubrifiants a été 6@852d’environ 77MO0tonnes. Les
lubrifiants pétrochimiques biodégradables repr@sent moins de 300 tonnes et les
lubrifiants d’origine végétale, moins deDQ0 tonnes (soit environ 0,1% du marché européen).
Un prix des biolubrifiants en Europe, de 2 a 5 fplas élevé que celui des lubrifiants

pétrochimiques, explique en partie cette faible gammarché en France et en Europe

Il est reconnu que 50% des lubrifiants vendus dansnonde terminent leur vie dans
'environnement. Les causes les plus souvent ifiées sont des applications a perte
(application dans des engrenages en extérieune),valatilité importante des substances ou
encore des accidents (renversement ét¢..En 2006, plus de 95% de ces matiéres étaient de
sources minérales. Au vu de leur haute écotoxigitéle leur faible biodégradabilité, les
lubrifiants minéraux représentent une réelle memmme I'environnement. Il apparait donc

urgent de remplacer les produits non dégradabledgsabioproduits. Ainsi, les biolubrifiants
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bénéficient d’'une dynamique politique et réglemeatéavorable (REACH, Eco-Label....).
Les prévisions estiment un taux de croissance dehéade I'ordre de 5 & 10% par®%h
Dans le groupe de travail préparatoire au rappelar’ stratégique Chimie du végétal et
biomatériaux" publié en janvier 2007, les expenms estimé que le marché francais des
biolubrifiants pourrait s'établir autour de @00 tonnes en 2015 et, que sous l'action d'une

politique volontariste, il atteindrait méme 2000 tonnes.

[.3.1.3 Les biosolvants.

Les solvants sont considérés comme des substaapedles de dissoudre, de diluer ou
d’extraire d’autres substances sans engendrer dédicadion chimique. Les biosolvants sont
totalement ou partiellement de provenance végétatefonction de leurs propriétés, les
solvants trouvent leurs applications en tant queadis ou adjuvants dans le domaine des
revétements (peintures, vernis, encres), des pgeoghytosanitaires (pesticides), des adhésifs
etc... Le marché européen e®@) équivalait a 4,1 millions de tonnes. La seguat@m du
marché est présentée dans la Figure 1.3-5. Lelgedé&s peintures et révétements représente
le marché le plus volumineux avec 41% des partseBtiles secteurs de solvants de synthese
dans les industries chimiques et pharmaceutiqué®¥d du marché des solvants) ou le
secteur de I'imprimerie (8,4% du marché).

En Europe, la consommation de solvants neufs estaese réguliere : elle enregistre une
diminution estimée d'environ 15 % entre 1994 et7$00 Cette tendance s'explique d'une part
par un recours important au recyclage des solveintsautre part, par une utilisation plus

modeérée des solvants chlorés et hydrocarbonésajsamrdes pressions réglementaires.
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Figure 1.3-5 : Répartition des marchés des solvantsn 2000 en Europe selon les secteurs d’applicatith

Le marché des solvants reste encore dominé paobeants d’origine pétrochimique. Le taux

de pénétration des bioproduits en France est fad#el’ordre de 1,3%. Ces biosolvants
appartiennent essentiellement a trois familles:dsters d’'acides fermentaires, I'éthanol et
terpénes (alcools terpéniques) et les esters @aghs.

Les prévisions de marché sont néanmoins positivas Ips biosolvants, car le marché profite
des pressions réglementaires de substitution deguis chimiques (REACH, directives

européennes contre les composés organiques volatils

1.3.2 Propriétés essentielles des esters d’acides gras.

Les esters d’acides gras utilisés en tant que dsedli biolubrifiant ou biosolvant sont
caractérisés par un certain nombre de paramétreprésentant leurs propriétés

physicochimiques.
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[.3.2.1 Le nombre de cétanes (propre aux biodiesels).

Le nombre de cétanes (NC) est I'indicateur premiéela qualité de combustion des biodiesels
et correspond au contraire de l'indice d’octaneggdsoil. Il est inversement proportionnel au
temps d’ignition du biodiesel, c'est-a-dire au dédmuis entre l'injection et le début de la
combustiof®> %8 Un nombre de cétanes trop faible est responsiblécoup de diesel”
(accumulation de biodiesel dans la chambre de cetidoud’'un moteur provoquant une forte
surpression, responsable d’émission de bruits &irdées). Un nombre de cétanes trop élevé
induit en revanche la surchauffe des injecteurs.

L’échelle de cétane se base sur un hydrocarbooegaié chaine auquel est attribué un NC de
100 ('hexadécane) et sur un composé hautemenfiéaem tant que référence basse avec un
NC de 15 (le 2,2,4,4,6,8,8-heptamethylnon&fle)es standards admis pour les biodiesels

prescrivent des NC minimums de 47 (USA) a 51 (Eeyop

1.3.2.2 Le point d’éclair.

Le point d’éclair des esters d’acides gras reptésantempérature la plus basse a laquelle ils
sont susceptibles de s’enflammer au contact d'ulaennhe. Cette température est
particulierement importante dans un contexte stxitei de stockage ou de transport des
esters, quelles que soient leurs utilisations. aiatpd’éclair proprement dit est corrélé a la
volatilité des liquides. Comme le montre la TabB1, les points d’éclair des esters d’alkyle
issus d’huiles végétales peuvent étre bien supéri@uceux des produits issus de la
pétrochimie (trois fois plus élevés que le gazalegxemple) ce qui reflete une volatilité trés
faible de ces esters. Cela permet dailleurs ddiggmr un avantage certain des esters
d’alkyl : un risque d'incendie relativement faif5fé

Le point d’éclair ne doit pas étre confondu avecptent d’auto-ignition, qui refléte la
température a laquelle des esters d’acides grafiasi@ment spontanément sans présence de
source d'ignition extérieure.
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1.3.2.3 Les propriétés d’écoulement a basse température

Les propriétés d’écoulement a basse température dam €léments essentiels des esters
d’acides gras en vue de leur utilisation en tamt lojodiesel, biolubrifiant ou biosolvant. Elles
sont essentiellement caractérisées par trois tempéE”:

- Le point de trouble : température la plus bassarér e laquelle les cires cristallisent

dans les esters et entrainent un trouble du produit

- Le point d’écoulement : température la plus bastagaelle le mélange d’esters est

capable de s’écouler et d’étre pompé. Ce sont lsffines et cires qui sont
responsables du figeage des esters.

- Le point de fusion : température a laquelle legrssti’acides gras passent de I'état

solide a I'état liquide. Ce point de fusion est @lggiant de la nature des acides gras et
des résidus alkyls (voir section 1.3.3).
De facon générale, les esters d’acides gras issubulles végétales, possedent des points de
trouble et d’écoulement plus élevés que les predssus de I'industrie pétroliere (Table 1.3-1

page 90).

1.3.2.4 Viscosité et index de viscosité.

La viscosité représente également I'un des paraséds plus importants des esters d’acides
gras. Elle est en effet 'une des causes majeurds wecessité de transformer les triglycérides
des huiles en esters. La viscosité des estersegfet d’'un ordre de grandeur plus faible que
celle des triglycérides correspondants (voir Tal3lel, page 90).

De plus, la viscosité influence de nombreux paregsédans leurs applications. Par exemple,
lors de leur utilisation en tant que biodieselikxosité va influencer la formation du spray de
carburant, du mélange air/carburant, et le prosesdal combustion. Dans le cas des
biolubrifiants, elle va influencer la capacité daille a former un film lubrifiant, & minimiser
les frottements et donc a réduire I'usure.
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Techniquement, la viscosité d’'un ester mesure sigtaefice aux contraintes de cisaillement.
Mais la viscosité est plus communément associéeésistance a I'écoulement d’'un ester ou
mélange d’esters. Si un ester est considéré cormmesérie de plans superposés les uns sur
les autres, la viscosité de l'huile mesure la tasie a I'écoulement entre les plans
individuels. Une haute viscosité implique une i@sise a I'’écoulement importante et
inversement pour une faible viscosité. Cette messteappelée viscosité dynamique. Dans
I'industrie des esters d’acides gras, la viscosiématique, correspondant au quotient de la
viscosité dynamique par la masse volumique du dluigst également tres utilisée. Les

gammes de viscosité acceptables pour les biodisgetsnormalisées (Table 1.3-2).

Table 1.3-2: Viscosité cinématique dans les normeakesels.

Normes Lieu Source Méthode Viscosité
cinématique
(m?3/s)
ASTM D975 USA Pétrodiesels ASTM D445 19-4.1
ASTM D6751 USA Biodiesels ASTM D445 1,9-6,0
EN 590 EU Pétrodiesels ISO 3104 20-45
EN 14214 EU Biodiesels ISO 3104 35-5,0

L’index de viscosité (IV) est également une gramdgmwvent employée, essentiellement dans
I'industrie des lubrifiants. Cette valeur permetrdadre compte de I'effet de la température
sur la viscosité d'un lubrifiant. Une haute valale IV indique de faibles variations de

viscosité avec la température, et inversement.

1.3.2.5 Résistance a I'oxydation.

Les produits issus de la transformation des huilegetales sont hautement exposés aux

processus oxydatifs notamment lors du stockagepatuits et lors de leur utilisation (voir
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section 1.2.4). L’oxydation des esters est susiskepti’affecter la qualité des produits par
'apparition de produits contaminants (péroxydes)ymeéeres, acides gras libres). Une
spécification de stabilité oxydative a été inclds@s les normes européennes concernant les
biodiesels : EN 1421%! et EN 14214". Ces normes imposent une mesure accélérée de la
résistance & I'oxydation & 110°C sous 10 L:nihO, par la méthode Rancimat. Un temps
d’induction minimum de 6h est requis pour les bisels (EN1421%") et de 4h pour les
biodiesels de chauffage (EN14214). La méthode OSI (Oxydative Stability IndER)est la
méthode recommandée par 'AOCS pour la mesure dstdhilité oxydative. Les deux

méthodes, Rancimat et OSI, sont quasiment idergique

De nombreux autres parametres sont également mseporg identifier les phénomenes

d’oxydation : Indice d’acide, Indice de péroxyde et!"?.

Bien souvent, les temps d’induction des esterssisiéwiles végétales ne sont pas suffisants
pour répondre aux normes. Dans ce cas, l'utilisatibanti-oxydants est nécessaire. lls
peuvent étre d’origine naturelle (Tocophérols, sgction 1.2.4.3) ou d’origine synthétique
(hydroxytoluene butylé, pyrogallotert-butyl hydroquinone par exemple). Linfluence des
antioxydants sur les temps d’induction au ranciesaillustrée dans la Table 1.3-3 suivante.
Par exemple, il est nécessaire d’'ajouter des ardants naturels (tocophérols) ou artificiels
(BHT, TBHQ) aux esters méthyliques issus de I'hdigepalme afin qu’ils soient conforme a
la norme de stabilité oxydative EN14213. Les esteéshyliques d’huile de colza distillée
présentent une stabilité oxydative inférieure axasaus d’huile non distillée. Les capacités
de résistance a l'oxydation sont une fois de plasggdment améliorées en présence

d’antioxydant (PY)
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Table 1.3-3: Valeurs de résistance oxydative mesée par la technigue de Rancimat a 110°C, avec

10L.min* d’oxygéné”™. BHT : hydroxytoluéne butylé, PY : pyrogallol, TBHQert-butyl hydroquinone

Matiére testée

Additif

Rancimat (h)

Esters méthyliques de Palme

Esters méthyliques de Palme

Esters méthyliques de Palme distillés
Esters méthyliqgues de Palme distillés
Esters méthyliques de Palme distillés
Esters méthyliques de Colza distillés
Esters méthyliques de Colza distillés
Esters méthyliques de Colza distillés
Esters méthyliques de Colza non distillés
Esters méthyliques de Colza non distillés
Esters méthyliques de Colza non distillés

Vitamine E 664ppm
Aucun
a-tocophérol 1000ppm
BHT 50ppm

TBHQ ppm

Aucun

BHT

PY

Aucun

BHT

PY

25,7
3,52
6,17
6,42
8,85
4,78
8,65
25,3
6,94
9,58
24,1

1.3.3

Influence de la composition des esters sur les proétés physico-chimiques des

esters d'alkyle.

De nombreux facteurs structurels peuvent influefespropriétés des esters d'acides'§fas

Peuvent étre cités :

La longueur de chaine des constituants des esters.

Le nombre et configuration de doubles ou triplasbns

Les ramifications

La stéréochimie

La présence d’un ou plusieurs groupements poléingtroxyles par exemple).

L’alcool le plus utilisé pour la production d’estedt partir d’huiles végétales est le méthanol

du fait de son co(t relativement bas. Cependdlatfais la chaine d’acide gras et la fonction

alcool des esters contribuent a leurs propriétésaigs. Il est donc intéressant de considérer

les propriétés liées a des alcools différents diham®l.
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[.3.3.1 Effet sur le nombre de cétanes.

Le nombre de cétanes dépend grandement des pésppRysico-chimiques des acides gras
entrant dans la composition du mélange d’esteesfaid, les esters issus d’huiles différentes
présentent des NC différents : les esters d’hwgleaa et de tournesol présentent souvent des
NC plus faibles que les esters d’huiles saturéesidirs auteurs proposent des corrélations
entre NC et les propriétés mesurables des acides Bar exemple, Klopfenstein, 1685
établit une relation entre estimation du NC et nemde carbone de l'acide gras de I'ester
méthylique. Freedman and Bagby, 1989pobservent que le nombre de cétanes peut &tée reli
a plusieurs parametres physico-chimiques tels gueinbre de carbones composant l'ester,
son point d’ébullition, sa densité ou encore salexnde réfraction.

Lapuerta et coll, 2009", recensent I'ensemble des NC donnés dans laatitier pour les

esters purs de taille croissante. Les donnéeslkmttées dans la Figure 1.3-6 suivante.
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Figure 1.3-6 : Corrélation entre nombre de cétane ttnombre de carbone d'esters méthyliques. Influence

des doubles liaisor&”. n : nombre de carbones ; db : double liaison.
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D’'une maniére générale, le nombre de cétanes augnsrec le nombre de carbones.
L'introduction de doubles liaisons dans la chaiaeébonée des esters diminue la valeur de
NC. En d’autres termes, plus la séquence d’élémediks dans la chaine carbonée de l'ester
est grande, plus le NC est important.

Knothe et coll, 2008, établissent la mesure de NC d’esters obtenugtit da différents
alcools, linéaires et branchés. Le NC augmente $&ewombre de carbones des alcools
constitutifs dans I'ordre méthyle < éthyle < prapy butyle (mais des exceptions existent
souvent). L'introduction de branchement dans lacfiom alcool de I'ester ne semble pas

réduire significativement le NC.

1.3.3.2 Effet sur le point de fusion.

Récemment, Knothe et Dunn, 209 recensent les points de fusion (PF), mesurés par
calorimétrie différentielle a balayage, de nombreapides gras et esters (méthyliques,
éthyliques, propyligues et butyliques) saturésdires ou ramifiés, mono- et poly-insaturés.
lls confirment ainsi les observations de la littéra antérieuté® : les PF des esters d'acides
gras linéaires saturés sont directement reliésombre de carbones composant leur chaine.
Par exemple, la température de fusion augmentevidden—-44°C a environ -13°C (soit
+31°C) lorsque le nombre de carbones d’esters rigti®g augmente uniguement de 2 unités
(de C8 a C10) (Figure 1.3-7). On note un effet déneau dans l'augmentation des
températures de fusion, 'augmentation de températas esters d’acides gras impairs étant

plus faible que celle des esters d’acides gras.pair
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Figure 1.3-7: Points de fusion (°C) d’esters méthydiues d’acides gras saturés linéair&4!.

L’introduction d’'une double liaisorcis dans la chaine carbonée s’accompagne d’une
diminution nettement marquée de la températurausi®ri des esters correspondants (Figure
1.3-8). Ce phénomene s’accentue avec la présenpkisieurs doubles liaisons dans la chaine
carbonée. En effet, les PF des esters éthyliquasdd’ stéarique (Ci®), de I'acide oléique
(C18:19), de lacide linoléique (C18%2) et linolénique (C18 8**' sont

respectivement de 32,98°C, de -20,32°C, de -56,£2Ue -61,71°C.
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Figure 1.3-8: Températures de fusion (°C) d’estersnéthyliques () cis mono-insaturésw-9 de longueur de

chaine carbonée croissante, comparées aux esterstmyéiques saturés équivalentsq)!’®.

La configurationcis des doubles liaisons est importante dans cettgctiéth des points de
fusion des esters. En effet, cette configuratiomaéme une cassure dans la chaine carbonée
qui diminue les interactions entre chaines. Au reor®, une configuration trans conserve une
structure proche de son correspondant saturé ditrlsution de température de fusion est
moindre.

Knothe et Dunn, 2009!, rapportent également un effet important de ditimu des
températures de fusion lorsque la chaine carboréeesdters considérés est ramifiée. Par
exemple, la différence de PF de l'ester méthyliqiacide stéarique et de son équivalent
ramifié (I'ester méthylique d’acide iso-stéariqu&6-méthyl-C17) est de quasiment 10°C
(37,66°C et 27,98°C respectivement).

Yao et coll., 2008% ont mesuré les points de fusion d’esters d’acldigjee avec des alcools

aliphatiques de 1 a 12 carbones. Les PF ainsi ofteant donnés dans la Figure 1.3-9 et
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montrent une diminution pour des alcools de 1C aAlCdela, les PF augmentent de nouveau

avec le nombre de carbones de I'alcool d’'estétiboa
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Figure 1.3-9: Températures de fusion (°C) d’estersle I'acide oléique avec des alcools aliphatiquesdaires

de 1 carbone a 12 carboné&d.

Lee et coll., 1998% démontrent que lintroduction de ramification dates résidus
alcooliques constituant les esters, en utilisan-gwopanol ou du 2-butanol en lieu et place
de leurs homologues 1-hydroxylés, permettait dardier les PF d’esters synthétisés a partir
d’huiles de différentes sources. Yao et coll, 2(8)8démontrent le méme phénoméne avec
I'ester isopropylique et 2-butylique de I'acideiglée. Les esters ont présenté une température
de cristallisation réduite respectivement de 5°Cdet4,5°C par rapport aux esters non

ramifiés (Figure 1.3-10).
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Figure 1.3-10 : Températures de fusion (°C) d’ester linéaires et ramifiés d’huile de soj&”. C3 linéaire :
esters de propyle ; C4 linéaire : esters de but@& ramifié : esters de 2-propyle ; C4 ramifiéstees de 2-

butyle.

1.3.3.3 Effet sur la viscosité.

Allen et coll, 1998, ont testé la viscosité a 40°C d’esters méthykgeeéthyliques purs.
Leurs résultats sont fournis dans la Figure 1.3-Cks travaux montrent nettement la
corrélation entre viscosité et longueur de la obaiarbonée des esters. En effet, a 40°C, la
viscosité des esters méthyliques passe de envinmPd.s pour un C8 saturé a environ 5
mPa.s pour un C18 saturé. Par ailleurs, lintrodncde doubles liaisons dans la chaine
carbonée entraine une diminution notable de la osisks, dépendante du nombre
d'insaturation. Ainsi, Allen et coll, 1988, observent une réduction de viscosité de 21%
entre le C18:0 et le C18:1, de 18% entre le Ql&:le C18 :2 et de 13% entre C18 :2 et

C18 :3 (soit 56% au total entre C18 :0 et C18 :3).
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Figure 1.3-11 : Viscosité d’esters méthyliques() et éthyliques ¢) purs & 40°C,

Knothe etSteidley, 2008%? démontrent I''mportance de la nature et de la tiprside la
double liaison dans la chaine carbonée sur I'eféetiminution de la viscosité cinématique :
les doubles liaisons situées en bout de chain@éebentrainent une diminution de viscosité
plus discréte. De méme, les viscosités obtenues l@gedoubles liaisons de configuration
trans sont plus importantes que pour leurs homologuesPar ailleurs, Knothe &teidley,
2008%% constatent une viscosité bien plus élevée lorstpe fonctions hydroxyles sont
présentes dans la chaine (viscosité cinématiqué’edeer méthyligue d’acide oléique :

4,51 mmz2.g; viscosité cinématique de I'ester méthylique ddadiicinoléique : 15,44mmz-s

Yao et coll, 2008%, se sont intéressés a I'effet de la partie aldesl esters d’acides gras en
mesurant la viscosité dynamique d’esters d’acidggok. De la méme maniere qu’'avec les
acides gras, la viscosité des esters augmente laveombre de carbones des alcools
constitutifs (Figure 1.3-12). Cet effet apparaiatant plus marqué lorsque la température des
esters est basse.

Par ailleurs, l'introduction de ramifications ddaspartie alcool des esters ne s’accompagne

pas de variation substantielle de la viscositéedesr$® 2
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Figure 1.3-12 : Effet du nombre de carbone de l'alool d’estérification sur la viscosité dynamique (CcP

d'esters de I'acide oléique en fonction de la tempaiture (°C) ",

Les esters d’'acides gras sont utilisés en mélaygahiese a partir d’huile végétale contenant
différents acides gras). Ainsi, la viscosité duanéke ne sera pas celle des esters purs mais
une résultante de leur mélange. Allen et coll, 189@tilisent la relation de Grunberg-Nissan
(équation 20) pour établir des prédictions de \8ggéades esters d’huiles végétales a partir de

leur composition.

Lnu = in Iny +Zn¢j2>§xj G, (Eq. 1-20)

ol Hm est la viscosité d'un mélange d'ester (Pgus)a viscosité du®™ ester d’acide gras
(Pa.s), xet x, les fractions molaires de¥'fet ™ esters, Gun paramétre d'interaction entre
composés et n le nombre desters. Dans le casedsest'acide gras, I'ensemble des

composants des mélanges sont tres proches stileert, ainsi le terme ;Gpeut étre
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négligé et la viscosité de mélange d’ester peuédeire a la somme pondérée de la viscosité

des esters constitutifs.

1.3.3.4 Effet sur la stabilité oxydative.

L’oxydation des esters d’acides gras est tres déper de la nature des acides gras qui
composent les mélanges. En effet, un facteur irapbde la stabilité des esters d’acides gras
est la présence de doubles liaisons (voir sectiba)l

Knothe et Dunn, 200%' et Moser, 2008 mesurent la stabilité oxydative de composés purs.
Les résultats de Knothe et Dunn, 2883ont présentés dans la Table 1.3-4. lls remarquent
que :

- la stabilité oxydative est hautement dépendantectiobre de doubles liaisons. Plus le
nombre de doubles liaisons dans une série de ca@vptess C18 par exemple) est
élevé, plus leur stabilité oxydative est faible.ngij le temps de résistance a
I'oxydation est nettement plus important pour laik de méthyle (55,63h a 70°C) que
pour le linolénate de méthyle (5,48h a 70°C).

- La position des doubles liaisons dans la chaineocee a également une importance.
D'aprés Moser, 2008, 1a proximité entre I'insaturation et la foncticarboxylique
de l'ester introduirait un effet répulsif stéré@@ronique durant la phase initiale de
formation de radical.

- La configurationtrans des doubles liaisons potentiellement présentes @@nrésidus
d’acides gras permet une stabilisation oxydativerg@port a la configuratiocis.

- L’estérification des acides gras par un alcool awlycérol) permet une stabilisation
de l'ester.

- La nature de l'alcool d’estérification et notammeat taille a une influence sur la
stabilité oxydative. Par exemple, la résistancedakye de l'oléate de butyle est 2,4

fois plus importante a 90°C que celle de I'oléaankthyle.
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Table 1.3-4 : Mesure de l'index de stabilité oxydave (OSI) (h) de 5g de composés lipidiques purs &°C et

90°C 3,

Composé oSt ()

70°C 90°C
Palmitoléate de methyle Ci61 >90 22,06
Pétrosélinate de méthyle Cig1 06 >90 14,86
Acide oléique Cig1 A9 38,82 6,63
Oléate de méthyle Cig1 A9 55,63 10,7
Oléate d'éthyle Cig1 09 - 10,86
Oléate de propyle Cig1 A9 - 11,78
Oléate de butyle Cig1 A9 - 26,1
Trioléine >90 17,4
Vaccénate de méthyle Cig1 A1l >90 15,86
Acide linoléique Cig2 A9,12 1,82 0,75
Linoélate de méthyle Cig2 A9,12 4,56 1,2
Linolénate de méthyle Cig3 A9,12,15 5,48 -
11-Eicosanoate de méthyle Coo1 57,22 12,95
Erucate de méthyle Coo1 59,46 13,86

Globalement, la stabilité oxydative des mélangestdrs est dépendante de leur composition
et donc de la matiere premiéere a partir de lag@e@ied synthétisé le mélange. Ainsi, les huiles
et esters présentant un taux d’'insaturation faslel®nt plus stables que ceux présentant un
taux plus élevé. Il est ainsi reconnu que les sgtasthyliques d’huile de palme sont plus
stables vis a vis des phénomeénes d’oxydation quedters méthyliques d’huiles de £5&°

De plus, il est possible d’ajuster la stabilité datrve par le mélange d’esters issus d’huiles de

différentes natures.

.4 La biocatalyse au profit de la chimie verte.

1.4.1 Biotechnologies blanches et biocatalyse.

“Biotechnologie blanche” est le terme qui a éténdé pour qualifier les productions

biotechnologiques de produits chimiques, de matiere d’énergie utilisant des enzymes ou
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des micro-organismes. La “Biocatalyse” est unstrietion du terme a la seule application
des enzymes. Micro-organismes et enzymes sonsasilde nos jours dans de nombreux
procédés pour la manufacture de produits ausgrdiits que des produits destinés au marche
de la chimie (produits organiques, agrochimiqudsplermaceutiques) que des produits
destinés a l'alimentation et les bioplastiques.m@’umaniere générale, les enzymes isolées
sont utilisées dans des réactions d’hydrolyse @mounliérisation, et les cellules entiéres dans
des réactions de synthése, impliquant la régéoérate co-facteurs souvent tres onéreuse.
Méme si cette régénération est possibleitro, il est souvent préférable d’utiliser les voies

métaboliques des cellules actives.

A titre d’exemple, peuvent étre citées la productie sirop a haute teneur en fructose par
action de la xylose isomérase qui catalyse I'isisaéion du D-Glucose en D-Fructose, ou
encore la préparation de pénicilline semi synthiétigatalysée par la pénicilline amid&ge
Leur utilisation a été étendue a la chimie de ghé€j a la synthese de polymeres et méme a
la chimie lourde. Un apercu de la place grandigsaleis enzymes dans l'industrie est la
multiplication des brevets impliquant une enzymasdane réaction d’intérét. Panke et coll.,
2004%" recensent dans ce sens plus de 250 brevets postéd I'année 2000 pour les

productions de chimie fine (Table 1.4-1).

Les hommes ont utilisé les enzymes sans méme éncavscience depuis la nuit des temps
essentiellement dans la conception de produits ealiaires (bieres et cervoises, vins,
vinaigres, fromages, charcuterie) ou encore dansaleement des cuirs et des lins. Les
procédés étaient alors essentiellement assurésigsmmmicro-organismes ou des extraits

cellulaires bruts. Ce n’est que vers 1930 que taragrotéique des enzymes a été établie, et
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des lors, il a été possible de les purifier, lemci@riser, les cloner et déterminer leur structure

tridimensionnelle.

Table 1.4-1: Image de l'intéret industriel pour la biocatalyse et de la biotransformation au traversde

brevets d'intéréts publiés dans le domaine entre 20 et 2004".

Nombre de

Classe de composés Sous-division/Technologies identifiées
brevets

Alcools Réduction de cétones 35
Résolution cinétique 13
Condensation d'aldols 5
Oxygénases

= W

Autres
Acides Aminés/Peptides Hydrolyse de Carbamoyle/Hydantoine 17

Hydrolyse d'amides

Transamination

Acides 3—aminés

Synthése de peptides par couplage cinétique

= 00 O W N

Autres
Acides Résolution d'esters 14

Hydrolyse de nitrile.cyanohydrine

Oxidation par oxygénases

Acides par réactions catalysées par des lyases

Résolution d'amides

P N W A~ O

Autres

=
o

Sucres Glycolsyltransférases/Oligosaccharides/Glycoconjugués
Remodelage de glycoprotéines
Monosaccharides activés
Monosaccharides
Autres
Produits naturels complexes Antibiotiques
Stéroides
Autres modifications de sturctures complexes
Autres Epoxydes/Péroxydes/Diols
Amines
Aldéhydes
Cyanohydrines

g oo O © O N 01 © b P WO

Autres

Les enzymes se sont dés lors révélées étre undabei outil pour 'industrie en devenant
des catalyseurs souvent supérieurs aux catalyskEasiques, capables d’accepter un spectre

tres étendu de substrats différents, de démontesr gpécificités accrues et méme des
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sélectivités de position (régio-sélectivité) etratés (énantio-sélectivités). Les enzymes sont
actives le plus souvent dans des solvants aquais<des conditions réactionnelles douces de
température, pression et pH. Les sélectivités babgtques accrues permettent en général de
se passer d'étapes de protection/déprotectionsopii utilisées en chimie classique. Elles
permettent également une réduction substantiebepdeduits de réactions secondaires par
I'utilisation de températures basses. Des lors, Wbéstechnologies blanches et plus

particulierement la biocatalyse se rapprochent @escipes de chimie verte et de

développement durable qui ont été évoqués dansert®n précédente (section 1.1). Pour
exemple, Thum et Oxenboll, 2088 évaluent le bénéfice écologique d'un procédé
enzymatique de production d'esters d’'acides grasée cosmétique : le bioprocédé permet

une économie d’énergie de 60% et une émissionlusances polluantes réduite de 90%.

Les procédés biocatalytiques different des procédéshimie classique dans le sens ou il est
nécessaire de prendre en compte les cinétiquesmatigyes, la stabilité protéique en
conditions de travail ou encore les milieux qui yent étre completement différents des
conditions naturelles des catalyseurs. Le développé de tels procédés nécessite un cadre
rationnel qui peut &tre schématisé au travers dleaye la biocataly$8. Un ou plusieurs
biocatalyseurs doivent étre identifiés et déveleppi procédé doit étre mis au point et la
bioconversion résultante doit étre optimale poue &conomiquement viable. Comme le

montre la figure 1.4-1, cela peut faire appel a sigécialités trés variées.
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Figure 1.4-1 : Représentation schématique du cyclee la biocatalysd®®

1.4.2 Enzymes et milieux organiques.

Le fait que le milieu naturel des enzymes soit uhem aqueux a longtemps restreint leur

utilisation a quelques procédés peu nombreux. E, efne grande partie des composés ne
sont pas ou peu solubles dans I'eau et de faitenggmt étre envisagés en tant que substrats
potentiels. L’eau donne souvent lieu a des réastimaralléles indésirables ou dégrade les
réactifs organiques. L'équilibre thermodynamique dEactions est défavorisé par la présence

d’eau et la récupération des produits est souviéfitile .
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Des auteurs tels que Klibanov et coll., 18%7et Tarquis et coll., 1988 ont été des
pionniers, pour démontrer la possibilité d’effectdes réactions de synthese dans un systeme
contenant une phase eau et une phase organiqueistble. L’enzyme est localisée dans la
phase aqueuse, tandis que les réactifs sont psédans la phase organique. Les auteurs ont
montré que la présence de solvant organique peitndd maintenir une faible activité du
produit de la réaction (ester), et donc de dépldiéguilibre thermodynamique vers des

réactions de synthese produisant elles-méme de I'ea

L’'optique d’'une véritable utilisation des enzymeansl des milieux non aqueux s’est
réellement démocratisée lorsque Zaks et Klibaligv®™ ont démontré la robustesse de
I'activité enzymatique dans des milieux purememgaoiques, qui peut étre comparable aux
activités obtenues en milieux aqueux. lls démontégalement que les enzymes gagnent en
stabilité, une fois placées dans un solvant orgamidEn effet, Zaks et Klibanov, 19%4
décrivent la stabilité de la lipase pancréatiqu®@°C durant de nombreuses heures dans un
milieu constitué a 99% de solvants organiquessajorelle n’est que de quelques secondes

en milieux aqueux.

.5 Les lipases.

.5.1 Réactions catalysées par les lipases.

Les triacylglycérols acyl hydrolases (E.C.3.1.1@us communément appelées lipases, sont
des enzymes entrant dans le métabolisme des grald$es sont trés largement représentées
dans le monde vivant car retrouvées dans tousr¢gggismes allant du virus (ou les enzymes
ne sont que codées), aux micro-organismes et jagguétres supérieurs (animaux et

végetaux). Elles catalysent dans leur milieu natgeeux I'hydrolyse des liaisons esters des
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triglycérides reliant les résidus d’acides grassquelette carboné de glycérol (Figure 1.5-1),

dans le but de rendre disponibles les graisseantmtie source d’énergie pour les cellules.

Tri-Acyl-Glycérol Di-Acyl-Glycérol Mono-Acyl-Glycérol Glycérol
o
o —I'LR1
ﬁ ﬁ l ! —R2 ﬁ
H.,O H.,O
O O O
Acide gras Acide gras Acide gras

Figure 1.5-1 : Réaction d’hydrolyse des Tri-Acyl-Glcérols par les lipases.

Les lipases se distinguent de leurs cousines kmxgestérases (EC.3.1.1.1) en catalysant
préférentiellement des esters a longues chainesres (C>10) insolubles dans I'eau. Les
esters hydrolysés peuvent étre simples (estersid@s ou multiples dans le cas des
triglycérides. La présence d’une interface forméeecles substrats hydrophobes et le milieu
réactionnel est déterminante pour I'action dessiysa De ce fait, les lipases entrent dans une
catégorie d’enzymes particulieres capables d’'agiméieu biphasique, a l'interface entre les
substrats hydrophobes et le milieu aqueux.

Au contraire, les carboxylestérases hydrolysenfépeétiellement des esters simples (esters
linéaires) solubles dans I'eau dont les résidusidés gras ont des chaines courtes (C<10). Si
linverse n'est pas vrai, les lipases sont égalénwapables d’hydrolyser les substrats
solubles, mais de maniére moins efficace.

Si les triglycérides sont leurs substrats natutels)ipases sont capables d’accepter un large
spectre de substrats tels que des esters, dessamiédethioesters, des acides, des alcools, des

amines ou des thiols. Selon les conditions thermanhyques, les lipases sont susceptibles de

118



| — Etat de I'art

catalyser deux grandes catégories de réactiona sdoconditions thermodynamiques : les
réactions d’hydrolyse et les réactions de synthése.
Les réactions de synthése correspondent a la fammdiune liaison ester entre un acide gras
et un alcool (estérification). La formation de $ians esters n’est pas exclusive a cette seule
réaction mais peut étre étendue aux réactions dyungotit :

- un acide gras et un ester (acidolyse)

- un ester et un alcool (alcoolyse)

- deux esters (transestérification et interestétificg
L’ensemble des réactions catalysées par les lipgste®sumé dans la Figure 1.5-2 suivante,

chacune des réactions pouvant étre réversibles.

Figure 1.5-2 : Réactions catalysées par les lipases

Les lipases ont la particularité d’accepter un draambre de nucléophiles et donc, outre les
liaisons esters, de pouvoir catalyser la formadien

- liaisons amides & partir d’amine —N#'.

- liaisons thioesters & partir de thiols 8H®!
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.5.2 Eléments de structure

Les travaux de résolution de structures tridimemnséties des protéines sont trés nombreux de
nos jours. De nombreuses structures de lipasesasird’hui résolues et donnent acces a de

nombreuses informations structurales concernargmaegmes.

Les lipases ddRhizomucor mieh&l’ et la lipase pancréatique humaiflefont partie des
premiéres lipases de structure résolue. De noméseaistres lipases ont ensuite suivi telles
que les lipases d€andida rugosg”, Candida antarcticB®® ou encoreThermomyces
lanuginos&®". A I'heure actuelle, la Protein Data Bank comptsgj’a 73 entrées pour les
seules lipasé$?. L'analyse de ces structures indique que lesdi@asioptent un méme motif

structural appelé repliemeaif3.

.5.2.1 Le repliemento/3

Ollis et coll. ont identifié pour la premiere foisn repliement de type/B chez les
protéasds®. Cette structure fut ensuite identifiée chez demmeuses enzymes
hydrolytiques (protéases a sérine et a cystéirmilysine, et les hydrolases a repliemarft)
dont les lipases. Ce repliement consiste en ulidefd central, comportant 8 brins, dont seul
le second brif8 est antiparallele. Les brins sont connectés peli6esa de part et d'autre du

feuillet 3 (Figure 1.5-3).
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Figure 1.5-3: Repliement chez Iem/B.hydroIaseém?’] Les hélicesa sont représentées par des cylindres, les
brins 3 sont indiqués par des fleches grisées. La postt@émrésidus du site actif est représentée par inh po
noir, la serine catalytique est positionnée apedwin 5, le résidu Asp/Glu apres le brin 7, eistidine est dans

la boucle entre le brin 8 et I'hélicd=. Si cette configuration est le repliemenf type, les structures des lipases
peuvent varier selon I'enzyme considérée avec éagice ou I'absence de certains bfrmai d’hélicea. Un
motif minimum commun, néanmoins grandement consestcomposé de 5 brifisparalléles dans le feuillet

B central et deux hélices (B et C).

I.5.2.2 Les résidus catalytiques des lipases

Toutes les lipases, et plus globalement les enzyaeptant un repliement de typep
présentent un site actif composé de trois résictalytiques, placés invariablement dans
I'ordre suivant dans la séquence protéique primaire

- Un résidu nucléophile (sérine)

- Un résidu acide catalytique (acide aspartique adeagiutamique)

- Un résidu histidine.
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La sérine catalytique est située dans un motif gueqtidique le plus hautement conservé
(GXSXG)'®! qui forme un coude nucléophile (“nucleophile @) entre le brinp5 du
feuillet central B et I'hélicea suivante. Cette structure particuliere permet asdaine
catalytique d'étre positionnée a proximité de f[hime de la triade, parfaitement en place
pour effectuer les attaques nucléophiles nécessaile catalyse. Récemment, il a été montré
une nouvelle classe d’enzymes présentant la satrgein d’un motif consensus particulier
“GDSL” dans lequel on trouve par exemple la lipateCandida rugos&®*.

L’acide catalytique (Asp ou Glu) est situé apresri@ 37 du feuilletp (Figure 1.5-3). Entre

ce résidu et I'histidine de la triade, se crée limson hydrogéne. Des variations topologiques
de ce résidu peuvent étre observées selon legdéipas

Le troisiéme résidu de la triade catalytique (dis#) prend place dans une boucle située
aprés le bri38 dans le repliememt/f de Ollis et coll, 199%*. La taille et la conformation

de cette boucle sont variables.

I.5.2.3 Le volet amphiphile.

Deés les premiéres études structurales des lipas&t®, identifiée une structure recouvrant le
site actif. Cette boucle amphiphile est appeléepigeer ou volet amphiphif&' % Cette
structure a la capacité d’étre mobile et est ddine d'un changement conformationnel au
contact d’'une interface ou d’un substrat, pour reratcessible le site actif. Deux formes de
lipases peuvent donc co-exister : une forme feretéme forme ouvertg®® 1%

La présence d'une telle paupiére serait a I'origilnephénomene d’activation interfaciale
spécifique des lipases. En effet, I'activité dgmsies est fortement augmentée lorsqu’elle est
en présence d'une interface résultant de la présefun substrat insoluble sous forme
d’émulsion plutdt que de la présence de ce mém&tratilen dessous de sa limite de solubilité
(Figure 1.5-4). Ce phénomene d’activation interféeicaractérise d’ailleurs les lipases d’aprés

Sarda et Desnuelles, 1958,
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Figure 1.5-4 : Taux d’hydrolyse de la triactéine patiellement soluble dans I'eau par les estérases &is

lipase$'®®., Les lignes pointillées représentent la limite deisgion du triester.

Ce phénomeéne s’explique par la fermeture de laipejprsque le substrat est en dessous de
sa limite de solubilité. Lorsqu’une interface séesrla paupiere amphiphile est susceptible de
s’ouvrir, entrainant une brusque augmentation detiité enzymatique. En revanche, si la
forme fermée semble prédominer en milieu aqueuxyle€yand Schrag, 198%", montrent

gue la forme ouverte serait la plus probable eremibrganique non agueux.

[.5.2.4 Le trou oxyanion.

Lors du cycle de catalyse (voir section 1.5.3), tBux intermédiaires tétraédriques sont
stabilisés par la création de liaisons hydrogénex dazote des groupes amides de deux
acides aminés. Les acides aminés impliqués sant'dit trou oxyanion”. Le premier acide

aminé est invariablement le résidu X2 de la séqueammsensus contenant la sérine de la

triade catalytique (G-X1-S-X2-G) positionnée auegiv du coude nucléophile.
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Pleiss et coll., 2008® décrivent deux types de trou oxyanion chezishydrolases et plus
particulierement les lipases :

- Les trous oxyanion de type GX. Chez les enzymeseptant un type GX, est retrouvé
un résidu dit d’amarrage qui interagit avec la ohalatérale du résidu du trou
oxyanion. Les lipases dRhizomucor mieheide Thermomyces lanuginosat de
Yarrowia lipolyticasont dotées de ce type de trou oxyanion.

- Les trous oxyanion de type GGGX,

Si la structure des résidus constituant le trouaoign est variable, la position des atomes
d’hydrogéne le composant est similaire. Ainsi,dadtion de stabilisation des intermédiaires
tétraédriques est conservée.

Il semblerait que le type de trou oxyanion soit lioqyeé dans le processus de spécificité de
substrats des lipases : les trous oxyanion de G@B&X seraient plutbt présents chez les
carboxylestérases et les lipases spécifiques detesachaines carbonées alors que les lipases
de type GX auraient une spécificité marquée paisldbstrats a longues chaines carbonées.
Fischer et coll, 2008 ont introduit la notion d’un troisiéme type deutroxyanion chez les
o/ hydrolases dans lequel n’est pas impliqgué un gnmgmt amide de résidu de la chaine
protéigue mais I'hydroxyle de la chaine latéralend Tyrosine. On parle de trou oxyanion de
“type Y”. Un tel trou oxyanion concerne esseniigehent des peptidases et estérases et des

protéines dont la struture s’approche de celladpase A d&Candida antarctica

124



| — Etat de I'art

[.5.3 Mécanisme catalytigue

Cygler et coll. 1994 °)proposent un mécanisme catalytique pour les lipas&s proche de
celui des protéases a sérine. Comme exposé pregeigmle site actif des lipases se
compose de trois acides aminés :

- une sérine

- une histidine

- un acide aspartique (ou glutamique)
Le pKa de la sérine est normalement de 13 ; ellpeug étre normalement déprotonée pour
assurer une attaque nucléophile (Figure 1.5-5)sé@dne se trouve positionnée dans le site
catalytigue a proximité d’'une histidine (pKa norrdal 6) rendue tres basique par I'interaction
de son second azote du groupe imidazole avec laedaacide aminé de la triade, I'acide
aspartique (ou glutamique). Cette interaction pénme grande stabilisation de la charge de
I'histidine. Ainsi un proton de la sérine catalyteyest accepté par I'histidine stabilisée. La

sérine déprotonée devient extrémement réactivecet assurer son role dans le cycle de

catalyse.
His
|
C=—=CH
| | Q
Ser—0O —H-- N N —H-- O_C—Asp
e/
H
His
|
C=—CH
v ol
Ser—Q- H-= —H O—C—Asp
_ Ne”
Serine ¥

Réactive

Figure 1.5-5 : mécanisme d’activation de la sérineatalytique chez lea/p hydrolases.
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Ce processus catalytique, présenté dans la Fidis& ke décompose en deux grandes étapes

dites d’acylation et de désacylation.

[.5.3.1 L’étape d’'acylation.

L’enzyme dans son état libre (étape 1) rencontreester substrat. La catalyse peut débuter
par l'attaque nucléophile de I'atome d'oxygene @opar le résidu Sérine de la triade
catalytique sur le carbonyle de la liaison estdrstat (étape 2). Se forme un “premier
intermédiaire tétraédrique” (étape 3) caractépiag:

- la présence d'une charge négative sur I'atome djéerg du carbonyle. On parle

d’oxyanion.

- 4 atomes lié au carbonyle arrangé sous la forme t&waedre.
L’intermédiaire est stabilisé par la création déatsons hydrogénes dont 2 au moins sont
établies avec les fonctions amides des résidusaduaxyanion (étape 3). Le transfert d’'un
proton depuis la sérine catalytique sur I'histidoaalytique renforce le caractere nucléophile
de la sérine. Ce transfert est facilité par la pnité de l'acide catalytique qui oriente
précisément le cycle imidazole de I'histidine etitmalise partiellement la charge portée par
celui-ci. Par la suite, un proton est donné ayiggEne de la liaison en cours de rupture qui est
ainsi clivée (étape 4). A ce stade, la partie addesubstrat est estérifiée sur la sérine
catalytique, le complexe acyl-enzyme est formégtremier produit de la réaction (alcool)

est libéré (étape 5).

.5.3.2 L’étape de désacylation.

Cette étape de désacylation fait intervenir unaqatt nucléophile, qui peut étre exercée par
une molécule d’eau (hydrolyse), ou par un alcophtfsese — estérification) sur le carbonyle

de I'acyl-enzyme. L’histidine du site catalytiquetiae cette attaque en retirant un hydrogene
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de la fonction —OH. L’ion RQainsi formé va attaquer le carbonyle du groupdeadi¢ de

facon covalente a la sérine catalytiqgue (étapeU@).second intermédiaire tétraédrique est
créé. Il est chargé négativement et est stabiisérperactions avec le trou oxyanion (étape
7). Le transfert d’'un proton de I'histidine cat@dyte sur I'atome d’oxygéne de la sérine
catalytigue provoque la libération du second prodairéaction (acide carboxylique ou ester)

(étape 8) permettant le retour de I'enzyme a sadanative.
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Figure 1.5-6: Mécanisme catalytique des lipases™.

|.5.4 Classification des lipases.

Plusieurs niveaux de classification des lipasegtinenvisagés :
- En fonction de leur organisme de provenance. aindige les lipases de mammifere,
les lipases végétales, les lipases fongiques dipkEses microbiennes. Cependant, une
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telle classification des lipases masque les caiatitiies et similarités qui peuvent
exister entre les protéines au niveau de leurs esd®s et structures
tridimensionnelles.

- En fonction de leurs propriétés biochimiques tetiee leur spécificité de substrats,
leur optimum de pH ou de température, leur stabgit.

- En fonction de d’alignement de séquences et d’aealphylogénétiques.

Plusieurs classifications des lipases ont été m@gmsur la base des structures des protéines :

- Arpigny et Jaegger, 1998 proposent une classification de 53 lipases etrasté
bactériennes basée essentiellement sur leurs sgEgudiacides aminés et certaines de
leurs propriétés biologiques fondamentales. llultésde ces comparaisons la
définition de 8 familles distinctes dont la prereiadite des “vraies lipases” est
divisée en 6 sous classes.

- Pleiss et coll., 2008® ont développé une base de données regroupasédesnces
de lipases microbiennes et d’hydrolases a sérineolugues : la “Lipase Engineering
Database” LED. La base de données a ensuite @éddé a lI'ensemble des
hydrolasesi/pi% 112 13let est de loin la classification la plus aboufles critéres de
fonctions biologiques, d’alignement de séquence, cdemparaison de structures
secondaires ou encore de superpositions de stesctartiaires ont été utilisés pour
analyser 6138 séquences représentant pas moird2derbtéines dont 594 structures
tri-dimensionnelles sont connues. Les auteurs egitoupé ces protéines en familles
homologues, elles-mémes regroupées en superfamii@sd les résidus de la triade

catalytique sont présents strictement a la mémeeplans la séquence protéique. 37

superfamilles ont ainsi été définies rassemblarg@ feinilles homologues (Figure
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1.5-7). Les superfamilles se répartissent en toades classes de protéines selon la
configuration de leur trou oxyanion.

- Kang et coll, 2006 ont présent¢ une base de données regroupant 402
carboxylestérases et 481 lipases provenant de @tdhes microbiennes différentes
(MELDB = Microbial Esterase and Lipase DataBasa)s kenzymes ont été classées
selon leur similarité de séquences. D’'une facorégde, le groupage correspond a

celui de la LED. Cependant, des differences apgseat dans les sous-groupes.

.5.5 Les spécificités des lipases

Les sélectivités et spécificités des lipases fafjét de nombreux travaux pour leurs intéréts

industriels. Plusieurs types de spécificités seaensés :

la sélectivité concernant la nature de I'acylglptéiri-, di-, monoacylglycérol)

la typosélectivité concernant la nature de la ahaisrbonée (longueur de chaine ou

nombre de doubles liaisons).

- la régiosélectivité concernant la position de désbn ester sur le triglyceride (snl, sn2
ou sn3).

- la stéréosélectivité faisant référence a la capaist distinguer deux énantioméres ou

deux molécules pro-chirales.
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/B HYDROLASES

Classe

Superfamilles

Familles

Classe des ‘GGGX’

N

Classe des ‘GX’

Classe des ‘Y’

Carboxylestérases

Type lipase de Yarrowia lipolytica
Type lipase de Candida rugosa
Type lipase 2 de Moraxella lipase
Type Brefeldin A esterase

Lipases Hormone sensitives

Type lipase 3 de Moraxella
Hydrolases cytosoliques
Hydrolases Microsomales
Crenarchaoete non cultivable
Carboxylestérases
Hydroxynitrile lyases
Estérases Bactériennes
Lipases Gastriques

Lipases de Burkolderia

Lipases de Streptomyces

12familles homologues {829protéines)
1famille homologue (4protéines)
1famille homologue (59protéines)
4familles homologues {233protéines)
1famille homologue (1protéine)

1famille homologue (18protéines)

2familles homologues (90protéines)
14familles homologues (607protéines)
3familles homologues (252protéines)
1famille homologue (1protéine)
3familles homologues (64protéines)
3familles homologues (19protéines)
1famille homologue {17 protéines)
2famille homologue (183protéines)
3familles homologues (137 protéines)

1famille homologue (10 protéines)

Type lipases de Chloroflexus aurantiacus 1famille homologue {12protéines)

Lipases de Bacillus
Thioestérases

Lipases de Lipoprotéines
Estérases bactériennes

Lysophospholipases

1famille homologue (10protéines)
2familles homologues (89protéines)
3famille homologue (20 1protéines)
Sfamilles homologues (52protéines)

9familles homologues (134 protéines)

Lipases de champignons filamenteux 2familles homologues (45protéines)

Lipases de Pseudomonas

Type lipase 1 de Moraxella
Désacétylases

Dienlactone hydrolases
Xylanase esterases

Antigen 85

Lysosomal protective protein like
Acyl transférases

Cutinases

Candida antarctica lipase like

Type Dipeptidyl peptidase IV
Propyl endopeptidase
Dipeptidy| peptidase
Cocaine estérase

Figure 1.5-7 : Classification desa/B Hydrolases™*!,

1famille homologue {29protéines)
1famille homologue (9protéines)
1famille homologue (31protéines)
7familles homologues (145protéines)
2familles homologues (11protéines)
3familles homologues (85protéines)
2familles homologues (258protéines)
1famille homologue (23protéines)
4familles homologues {50protéines)

1famille homologue {4protéines)

1familles homologues (225 protéines)
1famille homologue (210protéines)
1famille homologue (66protéines)

1famille homologue (47 protéines)
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.5.5.1 La typosélectivité

La typosélectivité des lipases est extrémemeniédutll fait de ses implications industrielles
potentielled!*®*?% Elle représente la capacité des lipases a diftéze les acides gras selon
leurs caractéristiques intrinseques. On distingusglectivité vis-a-vis :
- De lalongueur de la chaine carbonée d’acide gras.
- du degré d’insaturation contenu dans la chaineoocg ou leurs positions dans celle-
Ci.
- de la présence éventuelle de substituants dansdepar exemple d’acides gras

hydroxylés (acide ricinoléique).

Par exemple, Arsan et parkin, 28088 définissent que I'optimum réactionnel de la lipase
Rhizomucor mieheagst obtenu pour des substrats de longueurs deesh@B, C14 et C16. Fu
et Parkin, 2004'® et Chang et Coll, 1999" montrent la préférence de la lipase de
Pseudomonas cepacpour les acides a chaines moyennes (C8, C10 gt Cdéipase B de
Candida antarctica(Novozymé& 435) présente, quant & elle, une préférence msuadides
gras a chaine contenant 6 ou 10 cardbiesLa lipase Lip2 deYarrowia lipolyticaa été
qualifiée de véritable lipase car sa préférencenemiguée pour les acides gras a chaines
longues (C18§*". A ce jour, aucune lipase n'a été décrite commes@dant une spécificité
totale pour un acide gras particulfgr’.

Au méme titre que les acides gras, les lipasesss@ueptibles de différencier les alcools co-
substrats de réactions de synthese, ce qui perégtendre le terme de typosélectivité a ces

alcool$t?®,

D’un point de vue structural, la typosélectivitesdgpases prend naissance dans la géométrie

de leur site actif (site de fixation de la partiecal et acide d’esters). Dans ce sens, Pleiss et
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coll, 1998'% définissent trois catégories de lipases en fonotie la topologie de leur site
actif (Figure 1.5-8) :
- les lipases présentant une cavité hydrophobe prideHa surface (lipase fongique de
type Rhizomucor miehgi
- les lipases présentant un site actif au fond d'atorenoir (lipases deCandida
antarctica, Pseudomonas cepacida lipase pancréatigue et la cutinase des
mammiféres).

- les lipases présentant un site actif en forme degiuCandida rugosa

Gaskin et coll, 2001*® ont démontré la possibilité d'altérer la spécifictle la lipase de
Rhyzomucor mieheiis-a-vis de la longueur de chaine des acides geasmutagénése des
acides aminés intervenant dans les zones de carttretla chaine carbonée et 'enzyme. lIs
obtiennent ainsi une activité vis-a-vis des sultstéachaines courtes (C4) augmentée d’'un

facteur 3 a 4 par rapport a des substrats a chplnge$ongues (C10).

De la méme maniére, Schmitt et coll. 26¢%, parviennent en effectuant la mutagenése des
acides aminés constituant le site actif du tuneeladlipase Lipl de&Candida rugosaa des
changements de spécificité de substrats. A titegaihple, le profil de longueur de chaine de
la lipase deCandida rugosavarie des courtes aux longues chaines (C18) avepréférence
marquée pour les C4, C8, C10 et C12. La mutatienréisidus 246t 413 situés au cceur du
tunnel, modifie la préférence pour les seuls aciftas a chaines courtes (< C8). De méme, le
remplacement du résidu d’acide aminé 410 situéoad fdu tunnel peut quasiment abolir

I'activité pour les chaines carbonées de plus deatdones.
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Figure 1.5-8 : Représentation schématique des sitexctifs des lipases dé&andida antarctica (CALB), de

Burkholderia cepacia (BCL=PCL), de Rhizomucor miehei (RML), et de Candida rugosa (CRL)™*. (a) la

direction des vues est indiquée par une flechéddp; H, His; S, Ser représentent les acides anueda triade

catalytique. (b-e) Représentations des sites actife de coté, de face et de dessus. Les nomimtegient la

longueur des acides gras qui peuvent se lier aaeplent a 'intérieur du site actif
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D'aprés Vaysse et coll, 2082, les profils de spécificité vis-a-vis des acideasgpeuvent
varier selon les réactions considérées (estéiificathydrolyse ou transestérification). lls
expliquent en partie ces différences de spécifjuté:

- la présence de substrats et co-substrats tres\gaies les différentes réactions (esters
ou acides, eau ou alcool)

- des conditions thermodynamiques différentes sedsmdactions. Par exemple, dans le
cas de I'hydrolyse, la solvatation des acides grashaines courtes favorise leur
hydrolyse par rapport a des acides gras a chaingsés.

Cela rejoint les observations de Janssen et ¢003** qui démontrent que la spécificité de
synthese d’acylglycérols avec des acides gras dgukurs de chaines différentes est

dépendante du solvant employé.

[.5.5.2 La réqgiosélectivité

La régiosélectivité correspond a la capacité dessés a différencier les acides gras, selon
leur position d’estérification sur le squelette gigcérol constituant le triglycéride (Figure
1.5-9). Elle représente la capacité des lipasdistanguer les liaisons esters primaires @rel

etsn3 et les liaisons esters secondaires $n@ d’une molécule de triacylglycérol.

Positions Lipases

snl
sn2

sn3

Figure 1.5-9 : Représentation de Fisher d’'une moléde de triacylglycérol. Identification des liaisonsesters

potentiellement hydrolysables par les lipases.
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Classiquement, les lipases sont classées du fleudstéreosélectivité en trois groupes :

- lipases snl,3sélectives. C'est le cas des lipasesRiézomucor miehefLipozyme

RM IM), de Rhizopus niveysieRhizopus oryzaeu dHumicola sp*3%.

- Lipasessn2sélectives. Tres peu de représentants de lipsasstlectives sont décrits

dans la littérature. Seule la lipase AG@andida antarcticaest reconnue comme étant
sn2sélective™. D’autres lipases ont été décrites comme étantséhettives mais
leur capacité est discutée. C’est le cas de lasdipde Candida parpsilopsigpar

exemple!3? 133

- Lipases non sélectives. La lipase @andida rugosaet la lipase B deCandida

antarctica(Novozyme 435) sont reconnues comme étant nontséld*>.

La Table 1.5-1 recense la spécificité de quelgipsses commerciales couramment retrouvées

dans la littérature.
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Table 1.5-1: Spécificité, support et producteur de lipases commeiales usuelle&**. (NI : Non Immobilisé ;

NS : Non Spécifique ; 1,3S : 1,3-Spécifique)

Lipase Support Fabricant Spécificité
I(_lgggzg ze?éDulkolderia cepacia) Célite 545 Amano Enzyme Inc. NS
I(_lgggzg ﬁeKP. fluorescens) NI (poudre) Amano Enzyme Inc. NS
I(_lgggzg zéAI-‘\I?hliiopus oryzae) NI (poudre) Amano Enzyme Inc. 1,3S
E\l'ig‘g;éyénge"'?an dida antarctica) Lewatit VP OC 1600 Novozymes A/S NS
I(‘lgggégzz 1‘|:hc,3|’r\/lmomyces lanuginosa) Granule de silice Novozymes A/S 1,3S
'(-l:ggg’zz A or michei) Duolite A568 Novozymes A/S 135S
I(_I :Egéggediaéirll_dida antarctica) NI (Liquide) Novozymes A/S NS
I(_I:Eg?gzz '\él;(n dida rugosa) NI (poudre) Meito Sangyo co., Ltd NS
I(_I:Eg?énc]lz le_caligenes ) NI (poudre) Meito Sangyo co., Ltd 1,3S
I(_I:Eg?gzz Llilr_lizopus sp.) NI (poudre) Meito Sangyo co., Ltd 1,3S
Lipozyme AL NI (poudre) Meito Sangyo co., Ltd 1,3S

(lipase de Acromobacter sp.)

La classification des lipases dans une catéganie3sélective peut étre réductrice car les

lipases sont susceptibles de différencier les ijposisnletsn3entre elle$3®.

Structurellement, la stéréopréférence de la lipdeseBurkholderia cepacia s’explique par
I'identification dans sa structure cristallograpiegde trois poches ou cavités pouvant
accueillir les chafnes carbonées des acides grasosition sn1, sn2 ou sn3'?"! (Figure

[.5-10). La taille et I'hnydrophobicité de ces sitbancrage sont des déterminants de I'affinité
pour les différentes positions des acides gradasumolécule d’acylglycérol et apparaissent
comme les facteurs déterminants de la stéréosétéatie la lipase. Les interactions étroites

entre I'enzyme et son substrat au niveau de lanehah positionsn2 et de [I'histidine
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catalytique laisse supposer I'importance de latéadans le processus de stéréopréférence de

la lipase.

N X

;n-1

@ sn-2 @

Q:u
hydrophobic hydrophobic
G}}B zone

20Ne
Figure 1.5-10 : Site actif de la lipase deBurkholderia cepacia™®®. Les poches de liaisons aux groupements

snl, sn2 et sn3 sont indiquées ainsi que les acides aminés bordasgs poches.

L'importance de la position sn2 et de l'histidinatalytique est reprise par Pleiss et coll,
20007 & travers une étude portant sur 4 lipases (cd#eRhizopus oryzae, Rhizomucor
miehei, Candida rugosat la lipase B de€Candida antarctica Les auteurs identifient un

" fossé histidine formé par I'histidine catalytique et un acide e différent selon la classe

de la lipase considérée. La forme de ce fossé&lmistiet la flexibilité du substrat permettrait
d’expliquer la stéréospécificité des lipases : Ubstituantsn2 se positionne dans le fossé
histidine et entre en contact direct avec l'acideng. Plus les interactions stériques sont
intenses, plus la sélectivité se dirige vers latpmssn3 Ainsi, la stéréosélectivité des lipases
sera affectée soit par la rigidité du substitusm® soit par la forme du fossé histidine.

Plusieurs cas de figures sont des lors envisagésainés dans la Figure 1.5-11.
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Lipase Fossé Histidine Substrat Stéreosélectivité Figlre n
C. antarcticaB Etroit Tout type sn3 Figure 1.5-11-A
R. oryzae Moyen flexible snl Figure 1.5-11-B
R. oryzae Moyen rigide sn3 Figure 1.5-11-B
C. rugosa Large Tout type snl Figure 1.5-11-C
GZ:S

Lipase B de C. antarctica (gris clair) en complexe
avec la frioctanoine en orientation snl. Le fossé
histidine étroit entraine des interactions stériques tres
importantes entre le substituant en sn2 et 1’isoleucine
189. La position sn3 sera préférentiellement
hydrolysée.

scissile fatty acid

sn-1
gm
[ ( Lipase de R. miehei (gris clair) et R. oryzae en
\ L265in RML complexe avec la trioctanoine en orientation snl. Des
[ $265 in ROL s . . i ]
\ contraintes stériques existent entre le groupement
Geclbow | fonctionnel de la position sn2 et la leucine 258. La
V209 -elbow loop

T265 in RML lipase de R. miehei favorisera la position snl quelque

E265 in ROL soit le substrat utilisé. Par contre la lipase de R.
. oryzae favorisera la position snl si le substituant
C C = 2 5 . . ..
----- 4 porté par la position sn2 est flexible et sn3 si celui-ci
uzs7\ less est rigide
Ca Ca

Figure 1.5-11 : Représentation des différents typede fossés histidiné>.

138



| — Etat de I'art

‘:j: ? s W ~P134

scissile fatty acid sn-1

3 ) Lipase de C. rugosa (gris clair) en complexe avec la
F3a4\ N Hhago trioctanoine en orientation snl. Le fossé histidine est

F N large, les interactions stériques entre le substituant en
.y 9 D340 sn2 et la phénylalanine 344 sont faibles. La position

snl sera préférentiellement hydrolysée.

Figure 1.5-11 : Représentation des différents typede fossés histiding®’. (Suite)

D’autres facteurs peuvent intervenir dans la se&ieativité des lipases, notamment :
- au niveau structurel, certaines boucles ou la fatmsite actif peuvent intervenir dans
la stéréosélectivité des lipatad.
- au niveau thermodynamique, les solvants peuvehieinéer la stéréosélectivité des
lipases. Par exemple, la polarité (LogP) des stdvdans la synthése de 1,3 DiOleyl-

Glycérol par le Novozyme 435 peut influencer la&p@référendé™.

[.5.5.3 L’énantiosélectivité

Une autre propriété intéressante des lipases gutudir differencier des molécules chirales.
La chiralité est la propriété de tout objet quist’@as superposable a son image dans un
miroir plan. Les deux formeR et S ('objet et son image) sont dites énantiomeresgmeore

appelées inverses optiquésgure 1.5-12).
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Figure 1.5-12 : Exemple de molécules chirales

Une faible différence structurale peut engendres pi@priétés biologiques différentes. En
effet, un énantiomere peut étre doué d’'une prapreBintérét tandis que son inverse est
inactif. Pire, le deuxieme énantiomere peut éteaqtee. C’est par exemple le cas de la
thalidomide dont I'un des énantioméres possedeugwietés antiemeétiques, l'autre un effet
tératogene puissant. La commercialisation de ceicadnt sous forme de mélange

racémique a conduit a la naissance de dizainesltersnd’enfants malformeés.

L’obtention de molécules énantiomériguement purgsdenc un enjeu industriel de taille
(chiffre d'affaire de 225 milliards deuros en 200pour la seule industrie
pharmaceutiqué€f’!. Les lipases sont un outil de choix dans cettdequen effet, plusieurs
auteurs décrivent la capacité des lipases a distindeux énantiomeres. Les exemples de

résolution de mélanges racémiques dans la litiera multiplient (Table 1.5-2).
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Table 1.5-2 : Exemples de résolution de mélangesa@miques par les lipases.

Lipase Molécules Méthodes Intérét Industriel Référe  nces

Anti-inflammatoire non

Novozyme 435 (CalB) Flurbiprofene estérification stéroidien [142]
Bacloféne
. (Acide (RS)-b- _ Thérapie de la douleur
Candida rugosa (aminomethyl)-4- Relaxant musculaire [143]
chlorobenzéne propionigue)
Yarrowia lipolytica Lip2 hydrolyse [127, 144]
. intermédiaire de synthese
esters d'acide 2bromo o /
Burkholderia cepacia tolylacétique estérification d'anti-inflamatoires, [145]
d'antibiotiques / pesticides
Mucor miehei estérification [145]
(Biandlda antarctica lipase [146]
précurseur de synthése de
Rhizopus oryzae (+/-) glycidyl butyrate hydrolyse produits chimiques et [147]
pharmaceutiques (B-bloquants)
Rhizopus sp. [148]
confiserie , chewing gum,
. P cosmétique, tabac,
candida rugosa (+/-) menthol estérification anesthésique local, [149]
analgésique
Novozyme 435 (CalB) . . estérification
alcools aliphatiques s .
A ) propriétés olfactives [150]
. ) allyliques secondaires o
Burkholderia cepacia transestérification

Une bonne illustration du mode d’action des lipadass le processus d’énantiosélection est
proposée au travers des “regles de Kazlauskasilr fa résolution des mélanges racémiques
d’alcools secondaires par les lipd5¥s Elle suppose que la base de I'énantiosélectivité
repose sur la différence de taille entre les dednstituants de I'alcool secondaire. Cette regle
suppose des poches de tailles différentes autositelactif de 'enzyme ou vont se loger les

différents substituants de I'alcool secondaire.n®ke cas de la Figure 1.5-13, le substituant
de large taille a la priorité sur le substituanttaide moyenne ; c’est I'énantiomére R qui va

réagir préférentiellement pour donner 'ester Regpondant.
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Enantiomeére R Enantiomeéere S
favorisé défavorisé

Figure 1.5-13 : Régles de Kazlaukas pour la résolign enzymatique des alcools secondaif€d. M :

substituant de taille moyenne ; L : substituant dearge taille.

.5.6 Mise en ceuvre des lipases pour la synthese d’estdiacides gras.

I.5.6.1 Immobilisation des lipases.

.5.6.1.1 Généralités.

Méme si une enzyme est identifiée comme activdfieee pour une certaine réaction, son
utilisation industrielle est souvent restreinte gan manque de stabilité a long terme en
condition de procédé, par les difficultés rencaedréors de sa récupération et son recyclage.
L'immobilisation est ainsi souvent la clé pour aimér les performances d'une enzyitfe

133 Le terme d'“enzymes immobilisées” fut recommantbrs de la ° conférence de
'Enzyme Engineering en 1971. Elles se définisssoinme “des enzymes confinées ou

localisées dans une certaine région définie depdies avec rétention de leurs activités

catalytiques, pouvant étre utilisées de facon &gpét continue”.

Spécialement en milieu organique anhydre, il ext ttifficile d'utiliser les enzymes sans

immobilisation, car les molécules d’enzymes ontlgte a s’'agréger et sont donc soumises a
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de fortes limitations de transfert de m&Sée L'immobilisation représente ainsi un moyen

d’augmenter la dispersion de I'enzyme dans lesasiévorganiques.

Les principaux avantages de I'immobilisation sont :

- I'enzyme devient moins sensible vis-a-vis de spomirennement et plus stable. En
particulier, immobiliser une enzyme permet le pdosivent d’augmenter grandement
sa thermostabilité.

- elle est facilement séparable du mélange réactioanalevient donc facilement
réutilisable. De cette maniére, elle est utilisablns des systemes de réacteurs
continus.

- L'immobilisation permet également de prévenir lanteonination du produit par
'enzyme elle-méme. Cependant, des fuites d’enzpewgvent devenir un probleme

lorsque I'enzyme n’est pas solidement fixée swauigport:>> 1°¢!

Une enzyme immobilisée doit assurer deux fonctessentielles :
- une fonction non catalytique, qui doit étre dévelkep pour I'application. Elle doit
assurer une certaine résistance mécanique etésiséance aux agents biologiques.

- Une fonction catalytique,

Il n'existe pas de méthode générale d'immobilisatides enzymes. Typiquement, une
approche par tatonnement est utilisée jusqu’a Gengsysteme satisfaisant soit développé.
Comme le montre la Figure 1.5-14, les techniquesmobilisation les plus fréquemment
utilisées peuvent étre regroupées en deux graratégaries, selon leur mode de rétention
chimique ou physique. Se dégagent de ces deux areeg six meéthodes principales

d’'immobilisation.
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L’adsorption non covalente (voir section 1.5.6.1.2)

L’'immobilisation via des liaisons ioniques (voircsen 1.5.6.1.2).

L’immobilisation par liaisons covalentes a un suppd’enzyme est attachée par

liaisons covalentes entre une ou plusieurs chdm@sales d’acides aminés de la
chaine peptidique (amine primaire de la lysine,ctmms carboxyliques des acides
glutamiques et aspartiques, hydroxyle de la sétyresine et thréonine, thiol de la

cystéine), non impliqués dans la machinerie catplgt et la matrice solide. De

nombreux supports organiques et minéraux peuveatuétisés mais le support doit

étre activé avant immobilisation. Cette activaticorrespond a l'incorporation de

groupements chimigues capables de réagir avechimeas latérales des protéines.
Différentes méthodes d’activation sont connues naiplupart utilisent des agents
bifonctionnels tels que le glutaraldéh{}deé.

La réticulation entre enzymes: cette techniquenmiobilisation sans support

physique consiste en la créaction de ponts covalentre les chaines latérales des
acides aminés de la chaine peptidigue des enzymie elles. La réticulation
chimique fait intervenir des agents bifonctionnelle pontage tels que le
glutaraldéhyde.

L’inclusion dans une matrice de polymére : I'enzymentenue dans une phase de

monomeres, est emprisonnée apres polymérisatios ldaiéseau formé. Si 'enzyme
est retenue, substrats et produits sont capablelffdeer au sein du polymére. Les
matrices les plus communément utilisés sont les del polyacrylamide, les gels
d’alginates ou de carraghénanes (des polysacckgridgenant d’algues marines).

L’encapsulation dans une membrane poreuse. Cetltmitpie consiste a créer des

cellules artificielles délimitées par une membrabes molécules de grande taille
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(enzymes) ne peuvent pas diffuser au travers deel@brane et sont donc retenues.

Les molécules de petites tailles (substrats etytg)dpeuvent franchir la membrane.

| Classification des immobilisations enzymatiques |

| }
| Liaisons chimiques ‘ ‘ Rétentions Physiques ‘
| Adsorption | I Liaisons;oniques | I Liaisons covalentes | | Inclusion | I Encapsulation |
® o Py
G G G @ @ ,©® \\\‘ ///,’@@ \\
® ® @O0 ! @ ©®
& s ot 0O, Lo
® ® .
| Au stport ‘ ‘ Entre (:nzyme ‘
COBC
\ e

Figure 1.5-14 : Représentation schématique des prédés classiques d’immobilisation enzymatique.

La solubilité des enzymes dans les milieux non ag@st relativement limitée. Cela implique
gue les phénomeénes de désorption des enzymes depusgpports d’adsorption soient trés
limités dans ces conditions. Associée au fait gee procédures impliguées dans les
immobilisations par adsorption non covalente foattip des plus simples, cette technique
d'immobilisation par adsorption fait partie des iwiilisations les plus utilisées pour les
lipase§™”. L'immobilisation par adsorption non covalente asbrdée plus en détail dans la

section 1.5.6.1.2 suivante.
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1.5.6.1.2 L’adsorption non covalente.

L’adsorption non covalente des enzymes sur desostgope fait par des forces de faible
énergie telles que les interactions de Van der 8Y&s8 interactions hydrophobes, les liaisons
hydrogenes, les liaisons ioniques etc. Il existenroercialement de nombreux supports
d'immobilisation dont le choix va dépendre des pitgs intrinseques pour I'application
envisagée :

- Résistance mécanique.

- Stabilité chimique et physique.

- Caractere hydrophobe/hydrophile.

- Capacité d’adsorption.

- Colit.

La Table 1.5-3 recense quelques uns des suppatplls fréquemment utilisés, des plus

hydrophiles aux plus hydrophobes.

Table 1.5-3: Exemple de supports d’immobilisation @s lipases commerciaux classiquement rencontrés

dans la littérature.

Nom Fabricant Matrice type Colt (€/L)  Références

Amberlite XAD4 Rhom&Haas polystyrene divinylbenzene Hydrophile 27 [158, 159]
Duolite A568 Rhom&Haas Conf(f’r’r‘j;td‘iﬁ;'f“"' Hydrophile 28 [160]

Granules de silice -- Silice Hydrophile - [161, 162]
Celite 545 Lehmann&Voss & co. Cceur de Diatomée Hydrophile 26 [163, 164]
Lewatit VP OC 1600 Lanxess DVB méthacrylate mh%?ggﬁ?;em 27 [165, 166]
Accurel MP Membrana GmbH polypropyléne hydrophobe 4.8 [167-170]
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L’efficacité d’adsorption dépend de différents paédres propres a la fois a I'enzyme
adsorbée et au support, ce qui rend chaque immsatidin uniqué®”.. Ces paramétres sont les
suivants :

- lataille de la protéine

- l'aire spécifique du support : plus la surface #jgee du support est importante, plus

la capacité d’adsorption est susceptible d’étradga

- la nature de la surface du support (porosité étidsité). Une définition typique des

gammes de taille des pores des supports est largaiv micropores (< 250 ;
mésopores (20-504) ; macropores (> 500", L'immobilisation de la lipase de
Rhizomucor miehebur verre hydrophobe apparait optimale pour umdtee de pore
d’au moins 35047, Les supports les plus efficaces se situent dans tes gammes
des mésoporeux et des macroporeux.

- le_milieu d'immobilisation : pH, force ionique, aitidn de solvants miscibles a I'eau

réduisant la solubilité de la protéine dans leemilaqueux (acétone, éthafsi).

Les équilibres d’adsorption ou isothermes d’adsomptreprésentant la quantité d’enzyme
adsorbée en fonction de la concentration en lipgsiduelle aprés immobilisation, permettent
de décrire qualitativement les adsorptions. Ceamnpé une évaluation des capacités et des
affinités des supports pour les enzymes. Plusimodeles sont utilisés dans la littérature pour
décrire les immobilisations d’enzymes par adsorptio

Le modéle le plus couramment utilisé dans la dp8ori des isothermes est celui de
Langmuif'?. Cette isotherme est obtenue lorsque I'enzyme doame monocouche sur le
support. Le modéle est basé sur la supposition adsorbant structurellement homogene, ou

tous les sites d’adsorption sont identiques etgitguement équivalents. Ainsi, les supports
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présentant ces caractéristiques portent un nomipk d& molécules, ce qui suppose une

capacité d’adsorption finie. L'isotherme de Langmast présentée dans I'équation I-21 :

Oe= K. Ce

= m (Eqg. I-21)

ou Qe représente la quantité de protéines immeéb#igg/g), Ce la concentration résiduelle
d’enzymes dans le milieu, keta, sont les constantes de Langmuir (L/g)/d{ représente la
capacité d’adsorption maximale en monocouche dpstp

Le modéle de Langmuir a été par exemple utiliséAtava et Ustun, 2008 pour décrire
I'adsorption de la lipase de la graine Navella sativasur Célite ou par Al Duri et Yong,
2000'®" et Gitlesen et coll., 1996* pour I'étude de I'adsorption de différentes enzgraer
Accurel MP.

Un autre modele utilisé dans la description des otnfisations par adsorption est celui
proposé par Freundlich, 1988!. Il décrit des équilibres de surface énergéticerem
hétérogéne avec des sites d’adsorption non idesstigi une distribution exponentielle de
I'énergie d’adsorption sur la surface du suppoon 8xpression est donnée dans I'équation I-

22.

Qe=K_Ce"" (Eq. 1-22)
Ke et 1/n sont les constantes de Freundlich.

Mei et coll, 20087® montrent que la distribution des enzymes au seisiipports peut ne
pas étre réguliére au sein de la particule de supipo effet, ils observent que la lipase B de

Candida antarcticase situe dans une couche extérieure de la partmaiemerciale de
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Novozyme 435 (Lewatit VP OC 1600) : On parle deritigtion en “coquille d’ceuf”’. La
taille de la couche de lipase est dépendante dpstela contact entre le support (et donc du
temps de diffusion de la protéine dans le suppsrie la concentration en protéine de la
solution d'immobilisation.

Oliveira et coll, 2009’"! étendent ces observations et postulent que, pesircdnditions
d'immobilisation identiques, la taille de la codeid’ceuf est indépendante de la taille de la
particule de support ; mais a l'inverse, le contepécifique en lipase est directement corrélé
a la taille de la particule de support, les paltisude petite taille ayant une teneur spécifique
en protéine plus importante que les grandes. |l gffat de dilution des lipases dans les

supports de tailles croissantes.

[.5.6.2 Phénomenes de partage.

[.5.6.2.1 Milieux multiphasiques.

L’'une des caractéristiques essentielles de la tabys® en milieu non conventionnel est la
coexistence d’au minimum deux phadsék:
- L’une de ces phases est le milieu réactionnel ore@x a proprement parler et sert de
“réservoir” pour tout ou partie des produits éactifs de la réaction.
- La seconde phase contient le biocatalyseur quiil isimobilisé, libre et agrégé ou

dans une phase aqueuse.

Entre ces phases, existent une ou plusieurs inesfdont les propriétés peuvent étre trés
importantes pour le comportement cinétique. Lestifaet/ou produits vont avoir a franchir
cette interface entre la phase organique et leatabgseur. Si les interfaces ne contribuent pas

thermodynamiquement a la plupart des équilibresntbdynamiques, elles sont néanmoins
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responsables de phénoménes dimportance, tels gsephénomenes de limitations

diffusionnelles.

[.5.6.2.2 Les limitations diffusionnelles.

Dans les systemes mettant en oeuvre des enzymesbilisdes, des phénomeénes de
limitations diffusionnelles et de transfert de raedi peuvent étre observés. Yong et Al Duri,
1996'% montrent que, outre les capacités catalytiquels dipase mise en jeu, la cinétique
réactionnelle dépend d’un certain nombre de paraneéiffusionnels conseécutifs:

- Le transfert du substrat de la phase liquide \@emutface du support, au travers d’'une
couche dite “limite”, mesuré par le coefficientdransfert de matiere externg k
(cm.sh).

- La diffusion du substrat a l'intérieur de la pantee de support, mesurée par la
diffusivité intraparticulaire D (cmZ3.

- La diffusion des produits néoformés a I'extérieas garticules de support.

- Le transfert des produits néoformés vers la phgaalke.

La Figure 1.5-15 schématise 'acces des substratsta actif de la lipase immobilisée sur un
support présentant des phénomenes de limitatidifissidnnels internes et externes. Les
profils de concentrations, ici schématisés, montc&irement les limitations aussi bien pour
les substrats que pour les produits.

Les limitations diffusionnelles externes sont gautierement bien illustrées par les travaux de
Millqvist Fureby et coll, 1996%°. Lors de la transestérification du caprate d'éravec du
glycérol, pour la synthese de glycérides partiels,auteurs montrent que plus la quantité de
lipase deRhizopus arrhizugmmobilisée sur un support de polypropylene eghantée dans

le milieu réactionnel, plus I'activité spécifiqugu@ntité de substrat tranformé par unité de
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lipase) est diminuée. lls expliquent ce phénomeae ym ralentissement du transfert du
caprate d’éthyle vers le site actif et de la diffusdes produits de réaction vers la phase

organique, dus a la création d’'une couche de ghyedrtour des particules de lipase.

Couche Limite Couche Limite

™ o

™ Lipase immobilisée

Milieu Milieu
réactionnel réactionnel
A

w

<

S

D

S

=

@

<] I

S Substrat

o /

— Profils de
— concentrations

Produits / \

Positions

Figure 1.5-15 : Schématisation des phénoménes detrsfert rencontrés au cours des réactions mettanne

ceuvre une lipase immobilisée sur un support poret%’.

Les limitations internes sont trés dépendantesriduenzyme, support d'immobilisation et
réactants mis en jeu lors des réactions. Torremlet 2007 ont étudié I'activité de la
lipase B deCandida antarcticammobilisée sur Lewatit VP OC 1600 (Novozyme 43%)¢
Accurel MP et sur Purasorb pour la synthese d'sstier tocophérols. Lors de réactions
témoins avec des molécules de relativement paiitie t(hydrolyse de la tributyrine ou
transestérification du laurate de méthyle aveadpanol), le Novozyme 435 montre la plus

forte activité. Par contre, lors de I'acétylatiom lth tocophérol avec 'acétate de vinyle, c’est
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la forme de la lipase B d€andida antarcticaimmobilisée sur Accurel qui fournit les
meilleures performances. Les auteurs expliquentddésrences par une structure poreuse
plus large de I'’Accurel par rapport aux autres sup facilitant la diffusion du substrat au

sein du support solide.

De méme, l'activité de la lipase @Rhizomucor mieheimmobilisée sur un support de verre
hydrophobe de porosité contrdlée, est dépendantéa daille des poré<¥: des pores
présentant un diameétre supérieur a 100nm sont sedoes pour que l'activité soit
indépendante de la taille des pores. Yong et Ali,DL896'Y préconisent I'utilisation de
support dont les pores mesurent plus de 0,2um, poommobilisation de la lipase de
Rhizomucor mieheisur support hydrophobe ESP2-2 afin de catalyserréaction
d’estérification de I'acide oléique avec I'octamiains I'hexane. Enfin la diffusion au travers et

au sein des supports est en partie régie partemations entre molécules et supjioit'"®

1.5.6.2.3 Distribution de composés entre phases

L’optimisation thermodynamique d’une réaction detbgse nécessite la compréhension des
comportements des réactants en solution. Notammamt présence de systémes
multiphasiques, les différents composés impliguEssda réaction (réactifs et produits) sont
susceptibles de se partager entre les différeiaseg’®.
Les états d’equilibre entre phases sont régis pealgges grandes regles :

- a I'équilibre, la composition des deux phases adépendante des volumes des

phases.
- Si les concentrations de tous les composés sonuesrdans une phase, a I'équilibre,

elles sont toutes fixées dans l'autre mais peuétnat tres différentes les unes des

autres.
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Halling, 1994'"® préconise I'utilisation des activités thermodynqueis pour I'analyse des
systemes biphasiques. Leur principal avantage gsta I'équilibre, les activités
thermodynamiques de chague composé sont égalestal#ers les phases, méme si leurs
concentrations sont différentes.

L’activité thermodynamique d’'une substance i repnés une mesure de sa disponibilité dans
le milieu et est définie par la relation 1-23 suite L’activité du composé pur est considéréee

comme égale a l'unité et varie en solutionde 0 a 1

g = e[ﬂRfrJ] (Eq. 1-23)

ou i est le potentiel chimique du composé i dans lesliions considérées (J.Md) pi° est

le potentiel chimique du composé i dans les comulitistandards (J.mb| R est la constante
des gaz parfaits (J.mbK™) et T la température (K). Ainsi, I'activité theraynamique est
influencée par tous les facteurs pouvant faireevdda potentiel chimique de la substance, a
savoir : température, pression, composition duemjlhature du solvant etc...

Au sein de chaque phase, il est souvent plus utiée considérer les activités
thermodynamiques en tant que produit d’'un coeffici@activité y; et d'une mesure de la
quantité de I'espece i considérée (concentratiamialité ou fraction molaire) (équation 1-24).

a =y X (Eq. 1-24)
Dans les systemes a I'équilibre constitué de déwasges A et B, il peut étre écrit (équation |-

25):

a"=a’ - X" =y K" (Eq. I-25)
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Les concentrations du composé i dans les deux phasevant étre tres différentes, les
coefficients d'activitéy” et yi® sont également trés différents. Une forte coneéintr sera

associée a un faible coefficient d’activité et irsemment. Par ailleurs, les équilibres entre la
phase organique du milieu réactionnel et le bidgs¢ar sont totalement régis par les

conditions de chacune des phases, c'est-a-diredeyposition notamment.

1.5.6.2.4 Distribution de I'eau entre phases : activité dal.

Méme si I'eau n’intervient pas en tant que tellegdéa réaction de transestérification des
huiles, le controle de son activité,Jaest un parametre crucial dans les milieux non
conventionnels. Le niveau d’hydratation de la lgp@&st un facteur clé de son activité. En
effet, de nombreux auteurs relatent I'implicatianlgéau dans le maintien de la structure, de
la fonction et donc de l'activité des lipases. @enbreux auteurs montrent par exemple que

le niveau d’eau est un facteur primordial danstliosation des réactions catalysées par les

lipaseg 8% 183

Le comportement vis-a-vis de I'hydratation est peo@ chaque lipase. L'activité de certaines
d’entre elles augmente de fagcon monotone au fame¢sure que I'activité de I'eau augmente.
C’est par exemple le cas de la lipasePseudomonas &8*. D'autres présentent des optima
d’activité selon I'g. C’est par exemple le cas de la lipaseRtiézopus arrhizusu Candida.
rugosaqui présentent un maximum d’activité pour ugeda 0,35 et 0,52 respectiveméiit
Certaines lipases, au contraire, présentent ungtédtés importante a de tres faibles valeurs
d’activité de I'eau et ne nécessitent pas d'apg@au extérieure (Figure 1.5-16). C’est le cas,
par exemple, de la lipase de Candida antarcticgpgssede une activité optimale pour des
activtés de I'eau trés faibles. En effet, Bousddebouch et coll, 200 décrivent des
activités optimales pour cette lipase a dgm&rieures a 0,1.
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Figure 1.5-16 : Effet de la teneur en eau (g sur l'activité de synthése de 2-monoglycérides e de
I'éthanolyse de triglycérides catalysée par la lipge de Candida antarctica B (Novozyme 435) ¢), de
Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) (o), de Bulkorderia cepacia (Lipase PS C-1) @) et Thermomyces

lanuginosa (Lipozyme TL IM) ()18,

En revanche, les optima d’hydratation ne sont ggeedants de la réaction considérée. En
effet, Wetje et Aldercreutz, 199%!, obtiennent des profils d’activité de I'eau serblda
guelle que soit la réaction (estérification, hygisal ou transestérification) avec les lipases de

Rhizopus arrhizyPseudomonas spCandida rugosat le Lipozyme RM IM.

Dans le controle de ljga deux facteurs principaux sont a prendre en compte
- Le solvant. La quantité d’eau nécessaire pour abtere g donnée est différente
selon le solvant considéré. Marty et coll, 1685 en étudiant I'activité de synthése
d’esters éthyliques d’acide oléique dans I'hexandeoCQ super —critique (C&3c),
montrent que l'activité enzymatique du Lipozyle R¥gt optimale avec un catalyseur
hydraté a 10%, soit ung, @e 0,5. Cependant, ce niveau d’hydratation esinattians
les deux solvants de polarité différente, avec pypoet en eau plus important dans le

solvant le plus polaire (CO2sc). Dans le but derid®des partages de I'eau entre
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support enzymatique et solvant, Condoret et c®97%% proposent I'utilisation des
isothermes d’adsorption.

- Le support d'immobilisation. Reslow et coll, 1988 montrent importance du

support d’immobilisation dans le controle de,I'&n effet, le support est susceptible
de s’hydrater et donc de capter de I'eau depuishsbeu. Le terme d’aquaphilicité a

été proposé pour mesurer la capacité des suppodpster I'eau. Les auteurs estiment
cette capacité au travers du rapport quantité dasms le support versus quantité
d’eau dans le milieu. L’hydratation des supportdiaphilicité importante peut entrer
en compétition avec I'hydratation de la protéineeatrainer des diminutions des
activités enzymatiques. A l'inverse des supportdrds faible aquaphilicité peuvent
provoquer I'asséchement des enzymes dont la coeségupremiere est de faibles
taux d'activité. Il existe donc des optima d’aquidipité dépendants du solvant

(Reslow et coll, 19885°,

Plusieurs méthodes ont été développées pour peenhettontréle de I'adans les réactions
biochimiques. La plus simple reste, selon Hallit@94'"®, I'équilibration de I'ensemble des
réactifs (substrats et solvants) et biocatalysalass des enceintes hermétiques, en présence

de solutions saturées de sels dont I'activitéigstdt connue (Table 1.5-4).

Table 1.5-4 : Activité de I'eau de solutions de sglsaturées a 25°¢°%,

Sel saturé Ay Sel saturé ay
LiCl 0,113 Kl 0,689
Acétate K 0,225 NacCl 0,753
MgCl, 0,328 KCI 0,843
K,CO4 0,432 KNO; 0,936
Mg(NOs), 0,529 K,SO, 0,973
NaBr 0,576
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.6 Synthese d’esters a partir d’huiles végétales pae$ lipases

.6.1 Mécanisme réactionnel.

Le mécanisme réactionnel le plus communément aeqapir les lipases est le modeéle de
Ping Pong Bi Bi avec inhibition compétitive de larpdu co-substrat, que ce soit pour les
réactions d’estérificatidtt> % de transestérificati®fi®>*°” ou d'interestérificatioh’”. Le

principe est exposé dans la Figure 1.6-1 suivante.

S, P,

E \—>ES1—>E*P1 /E \

ES,

Complexe
inactif

» E*S, — » EP,—» E

Figure 1.6-1: Schéma du mécanisme réactionnel de type Ping-Pon@B chez les lipasesk : Enzyme ; E*:
Enzyme dans son état transitoire ;i : Substrat 1 (acide ou ester); SSubstrat 2 (eau ou alcool);;P Produit

1 (eau ou alcool)); P: Produit 2 (acide ou ester).

Le premier substrat de réaction @cide ou ester) se lie a I'enzyme (Efour former un
complexe actif (E*P) qui va permettre la libération du premier prodigtréaction P(eau ou
alcool). L’enzyme sous sa forme transitoire E* iaeff le second substrat réactionnel (B*S
(eau ou alcool) pour permettre la libération duosecproduit de réaction P2 (acide ou ester)
et régénérer 'enzyme. Une voie paralléle compétitioexiste : la fixation d’'une molécule co
substrat S2 avant fixation du substrat S1 conduid dormation d’un complexe inactif

(inhibition compétitive).
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L’équation cinétiqgue d’'un tel systeme est donnéesd&quation 1-26 suivante établie par

Segel, 1978%!,

Vi= Vo S [S]

Kuals][1+ )|k fs]+[s]ls]

(Eq. 1-26)

avec :
Vmax . Vitesse de réaction maximale de I'enzyme.
Kwusi : Constante d’affinité du substrat 1.
Kwusz: Constante d'affinité du substrat 2.
K, : Constante d’'inhibition du substrat 2.
[S1] : Concentration en substrat 1.

[S;] : Concentration en substrat 2.

Certains auteurs proposent un modéle Ping Pong iBaltBrnatif dans lequel les deux
substrats sont inhibitet¥?°" Cela introduit un nouveau terme dans I'équatioétique 26

qui tient compte de I'inhibition des deux substi@&gquation I-27).

Vi Vol S [S]

[slisl+Kels) 1o 180 o)1 8

(Eq. 1-27)

avec .

Kwms1 : Constante d’affinité du substrat 1
Kms2: Constante d’affinité du substrat 2

Kis1: Constante d’'inhibition du substrat 1
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Kis2 : Constante d’inhibition du substrat 2
[S1] : Concentration en substrat 1

[S;] : Concentration en substrat 2

Certains auteurs postulent que I'eau présente ldandieu réactionnel initial a un effet sur la
cinétique enzymatique. Par exemple, Janssen ef £889°°? proposent d'établir une
équation cinétique a 5 parametres pour permettigreledre en compte I'activité initiale de
'eau, qui par ailleurs est I'un des deux produlesla réaction d’estérification. Bousquet-
Dubouch et coll. 200%® identifient I'eau présente dans le milieu (corémhu travers de son
activité §) comme un inhibiteur compétitif de la lipase las la réaction d’alcoolyse du

propionate méthyle par fepropanol.

Van Tol et coll, 1998% proposent d'utiliser les activités thermodynaneisjges composés
intervenant dans une réaction enzymatique, en dieplace des concentrations dans les
équations cinétiques. Cette approche permet dedemnipte de la disponibilité des substrats
et des produits, en fonction du solvant utilisé.effet, cette disponibilité constitue une partie
des parametres cinétiques de I'enzyme et leur ibomitvn va varier selon les solvants. De
facon théorique, la prise en compte des activitéentodynamiques des substrats, au lieu des
concentrations, dans les équations cinétiques peme transformer les parameétres
intrinséques (constante d’affinité et vitesse matahen des parameétres égaux dans tous les
milieux. Van Tol et coll, 1998™! déterminent néanmoins que seuls les paramétréfiiéa
sont affectés par les corrections apportées.

Sandoval et coll, 2006%% utilisent ce principe pour définir le modéle TABEK
(Thermodynamic Activity Based Enzyme Kinetics) @& comme un outil rationnel pour le

choix optimal des solvants impliqués dans les i@ast Les auteurs obtiennent une bonne
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corrélation en ce qui concerne les parametresinitf(constantes d’affinité et constante
d’inhibition) d’'une réaction de type Ping-Pong Bi-@/ec inhibition compétitive de I'alcool

co-substrat. En revanche, le parametre de vitessenmale est dépendant du solvant. Les
auteurs n‘ont pas pu dégager de corrélation compdetre ce dernier paramétre et les

propriétés physico-chimiques des solvants utilisés.

.6.2 Migration d’'acyle.

Au cours de la réaction d'alcoolyse enzymatiqueuidds végétales avec un alcool en
présence d'une lipase strictementl,3spécifique, un rendement théorique maximal err este
est supposé étre de 66%. Cependant, de nombreexrsutels que Du et coll. 2085, ont
observé des rendements bien supérieurs, de I'ater80%. Ces observations démontrent
'occurrence d’'un phénoméne dit de migration d’acgh cours de réaction, conduisant a
I'isomérisation de :

- sn2MAG ensnl1(3)MAG, forme thermodynamiquement stable des MAG.

- snl, 2DAG ensnl, 3DAG, forme thermodynamiquement stable des DAG.

Le processus fut proposé la premiere fois par Fieheoll en 1920 et est illustré dans la
Figure 1.6-2. Il met en jeu la formation d'un inte&diaire cyclique a 5 carbones initié par
I'attaque nucléophile de I'oxygene de I'hydroxylgnpaire sur le groupement carbonyle de
I'acyle secondaire. L'ouverture du cycle entrdmérmation de I'isomére de MAG ou DAG
thermodynamiquement stable. A I'équilibre, desosatie Bnl (3-MAG pour 1sn2MAG et

de 2snl, 3DAG pour 1snl, 2DAG sont ainsi naturellement atteints. Ces équelbsont

influencés par la longueur de chaine des acidesegies solvantS®>2°"
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Figure 1.6-2 : Processus d’isomérisation (migrationd’aycle) des MAG ou DAG avec formation d'un

intermédiaire cyclique a 5 atomes.

Les facteurs pouvant influencer le processus natleemigration d’aycle sont nombreux.
Premierement, la réaction d’'isomérisation est geareht influencée par la température (selon
la loi d’Arrheniu$®®®). En dehors de tout autre paramétre pouvant catalla réaction,
Compton et coll., 2007 et Laslzlo et coll., 2008", évaluent le taux de migration d'acyle

respectivement desi2MAG et dessnl, 2DAG en fonction de la température. lls observent
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des réactions du premier ordre (de méme que Bosivtlcoll., 1996 dont les cinétiques

sont présentées dans la Figure 1.6-3.
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Figure 1.6-3: Influence de la température lors de l'isomérisatiomaturelle dessn2-MAG en sn1(3) MAG
(figure A) et dessnl, 2-DAG en snl, 3-DAG (figure B)?® 2" Les températures respectives sont indiquées sur

les figures.

La détermination des parametres cinétiques et motarles temps de demi vie révelent des
taux d’isomérisation similaires pour Ies2MAG et lessnl ,2DAG (Table 1.6-1). Si la
migration d’acyle est relativement discrete a fil@mpérature { de I'ordre de 500 heures
a 25°C), elle est largement augmentée lorsquengdeature s’accroit i diminué d'un

facteur 175 & 80°C (20h environ))
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Table 1.6-1. Comparaison des temps de demi-vie des1,2-DAG et dessn2-MAG lors du processus de

migration d’acyle en fonction la températuré?®® 2°71

Température

(°C) sn1, 2DAG SN2ZMAG
t12 (h) t12 (h)

25°C 3425 3500

40°C 573 447

60°C 83,5 83,8

80°C 15,8 228

Millqvist Fureby et coll, 1996 référencent l'influence d'un certain nombre deapagtres
sur la migration d’acyle des1\2MAG :

- Effet du solvant. Les solvants aprotiques hydrogsolfn-hexane, cyclohexane,

toluene, octane etc...) et les solvants protiquesimed (Méthanol, Ethanol ...) ont
tendance a favoriser la migration d’'acyle. lssRMAGs sont plus stables dans les
solvants dipolaires hydrophobes (acétone, 2-butaetn.).

- Activité de I'eau. D’une fagon générale, la migoatid’acyle est ralentie quand des

solvants saturés en eau sont utilisés plutét geealeants anhydres.

- Ajout d’alcool dans les solvants. L’alcool permétawgmenter la polarité du solvant

de la méme maniére que I'eau et engendre une réduwhi taux de migration d’acyle
de I'ordre de 50%. L’effet de I'alcool (C2a C6) esineur.

- Concentration en sn2-MAG. Plus la concentratios®@BMAG est importante, plus la

polarité augmente, ce qui tend a réduire la mignati'acyle. Les MAG peuvent
également interagir entre eux, ce qui les stabdise

- Les acides et les bases sont catalyseurs de lgoréddsomeérisation. L’augmentation

de la vitesse de migration d’acyle dépend de leefolu catalyseur.

163



| — Etat de l'art

- Présence d'additifs solides. Les supports enzymesicpeuvent avoir une influence

sur la migration d’acyle. Tous les supports portdeg charges ioniques ou ayant une
surface polaire entrainent une augmentation du teuxnigration d’acyle. Dans ce
cadre, les supports traditionnels tels que la €&itipport de la lipase PS Amano IM),
la Duolite A568 (support du Lipozyme RM IM) ou ldice (support du Lipozyme TL

IM) sont des accélérateurs de la migration d’'aé§te**®!

.6.3 Alcoolyse enzymatiqgue des huiles.

1.6.3.1 Généralités

L’alcoolyse des huiles pour la production d’estess certainement, et de loin, la stratégie la
plus utilisée. Une image de la pluralité des travaur ce sujet est présentée dans les tables
Table 1.6-2, page 166).

Les corps gras les plus utilisés sont les huilesaj@, de tournesol, de colza, de palme et de
coton. D’autres sources d’huiles ont néanmoinsegfiorées pour la production d’esters :
huile de carthame, de ricin ou de jatropha et méesegraisses animales (ard, suif ou encore
graisse de canard). Il est intéressant de constaterla transformation d’huiles déchets
(graisses de restaurant, huiles acides, huilesatares déchets etc...) dont la composition
est souvent mal maitrisée et dans lesquelles dasitgportants d’acides gras libres peuvent
empécher une bonne catalyse chimique (formatiorsal®n en présence de soude) est

possible directement par catalyse enzymatique.

La lipase la plus utilisée est de loin la lipasaed@Candida antarctica commercialement
immobilisée sur Lewatit VPOC 1600 sous le nom devdggme 435. Les lipases de

Thermomyces lanuginosde Rhizomucor miehest deBurkolderia cepaciarespectivement
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immobilisées sur granule de silice, sur Duoliteset coeur de diatomées sont également
grandement employées. D’autres enzymes tellesaglijgalse dd>seudomonas fluoresceos

de Candida cylindracedrugosg ont démontré leur capacité a catalyser la réactiertains
auteurs proposent d’associer plusieurs lipases daasméme réaction, afin de profiter de

leurs spécificités respectived >4

Du fait de son faible colt de production et de gmand niveau de pureté, le méthanol est de
loin l'alcool le plus utilisé. L'éthanol est égalent grandement utilisé. La possibilité de
procéder a la réaction de transestérification e¥sgirce d’alcools primaires de plus hauts
poids moléculaires (propanol ou butanol), d’alce@sondaires (2-Propanol, 2-Butanol) voire
d'alcools branchés (2-méthylbutanol, 3-méthylbuthro été démontrég®. Ceci ouvre la

possibilité d'utiliser les huiles de fusel commeaal de transestérificatién®. Ces co-

produits de I'industrie de I'éthanol sont des mgksd’alcools linéaires et ramifiés contenant

de 2 a 5 carbones.

Le comportement réactionnel des lipases vis aessalcools peut étre extrémement différent
d'une lipase a l'autre (effet de la typo-spécificites lipaseS}”. D'une facon générale, les

alcools secondaires sont moins efficacement aceep& les lipases que les alcools
primaire$*®. Seule la lipase B d€andida antarcticapermet d’obtenir des rendements

supérieurs avec ces alcools
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Table 1.6-2: Production d’esters d’acides gras pacatalyse enzymatique a partir de différentes matiérs premiéres, alcools et type de réacteudd : non déterminé.

Huile (source) Alcool I(‘;‘r)iz‘?:e) Rcﬁggyf;?zpjﬁ:r Temp. (°C) Solvant Rendement (%) Réutilisation Stab ilité Références
Arachide Méthanol P. fluorescens 3 40°C Sans Solvant 73(c) nd nd [218]
Canola Méthanol T. lanuginosa 6 50°C Sans Solvant 97 (c) 10 cycles Aucune perte [219]
Méthanol T. lanuginosa 6 40°C Sans Solvant 80 11 cycles -10% [220]
Carthame Méthanol P. fluorescens 3 50°C 1,4-Dioxane ~70(c) nd nd [221]
Butanol P. fluorescens 3 50°C Sans Solvant ~95(c) nd nd [221]
Coprah Alcools 17* et 117" P. cepacia 4 40°C Sans Solvant 40 ( ¢) (Butanol) nd nd [222]
Méthanol P. fluorescens 3 40°C Sans Solvant 82(c) nd nd [218]
Colza Méthanol C. antarctica B 3 40°C tert-Butanol 76,1 (c) nd nd [223]
Méthanol T. lanuginosa 2 35°C tert-butanol 33,5(t) >100 cycles Pertes négligeables [224]
Méthanol T. lanuginosa 2 35°C n-hexane 37,5(t) ~10 cycles -43% [224]
Colza Méthanol T. lanuginosa 2 35°C Ether de pétrole 37,4 (t) ~10 cycles -65% [224]
Méthanol Tc'gﬂfe?r';ﬁ’cs;g 4 35°C tert-Butanol 95 (r) 200cyles - de 10% [212]
Colza brut Méthanol C. sp 99-125 3 40°C Ether de pétrole 81(r) nd nd [225]
Coton Méthanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant 91,5 (t) nd nd [215]
Propanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant ~86 (t) nd nd [215]
Butanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant ~80(t) nd nd [215]
2-Propanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant 72,3 (t) nd nd [215]
2-MethylButanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant ~82(t) nd nd [215]
3-MethylButanol C. antarctica B 4 50°C Sans Solvant ~93(t) nd nd [215]
Méthanol R. miehei 3 40°C Sans Solvant 83(c) 8 cycles 30% de perte [218]
Coton vierge Méthanol C. antarctica B 6 50°C tert-Butanol 97 (r) nd nd [226]
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Table 1.6-2: Production d’'esters d'acides gras parcatalyse enzymatique a partir de différentes matiés premiéres, alcools et type de réacteur. (Suitb)d : non

déterminé.

Huile (source) Alcool L|p_a_se Re}uo Accl:eptfsur Temp. (°C) Solvant Rendement (%) Réutilisation Stab ilité Réf
(origine) d'acyle : Huile
Coton vierge Méthanol C. antarctica B 6 50°C tert-Butanol 95(r) 500 h Aucune perte [226]
Distillat de . T. lanuginosa + o
désodorisation de soja Méthanol C. antartica B 3,6 40°C tert-Butanol 97 (r) 120cycles Aucune perte [214]
. . C. antarctica B o
graisse de canard huile de fusel + T lanuginosa 4 45°C Sans Solvant 90 nd nd [219]
huile de fusel c. antarct_lca B 4 45°C tert-Butanol 70 nd nd [213]
+ T lanuginosa
Graisse de restaurant Ethanol P. cepacia 4 40°C Sans Solvant 95(c) nd nd [228]
Méthanol P. cepacia 4 40°C Sans Solvant 98 (c) nd nd [228]
Ethanol P. cepacia 6,6 38,4 Sans Solvant 85,4 (r) nd nd [229]
P. cepacia + C. o
Ethanol antarctica 6,6 45°C Sans Solvant >96(r) nd nd [229]
Ethanol P. cepacia 4 50°C Sans Solvant 94 (t) 6cyles Pas de perte significative  [230]
B. cepacia 4 50°C Sans Solvant >96 (r) nd nd [230]
Huile acide (résidu Méthanol A oryzae et A, 2.4 28,11°C Sans Solvant 88,7 (1) nd nd [210]
raffinage) niger
Etg&:hmemawe Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 90,8(c) 100j Aucune perte [232]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 90,2(c) 100j Aucune perte [232]
huile végétale non . ) o . 20% de perte (& 15%
spécifiée Méthanol C. sp 99-125 3 40°C Ether de pétrole 96 8cycles H,0) [233]
Méthanol C. sp 99-125 3 40°C n-hexane 96 (r) nd nd [234]
Méthanol C. sp 99-126 3 40°C Ether de pétrole 93 (r) nd nd [234]
Méthanol C. sp 99-127 3 40°C Benzene 63(r) nd nd [234]
Méthanol C. sp 99-128 3 40°C Acétone 40(r) nd nd [234]
Méthanol C. sp 99-129 1 40°C Ether de pétrole 35(r) 10jours ~30% de perte [234]
Jatropha Méthanol R. oryzae 3 30°C Sans Solvant 80 (t) 5 cycles 10% de perte [235]

cellule entiere
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Table 1.6-2: Production d’esters d'acides gras parcatalyse enzymatique a partir de différentes matiérs premiéres, alcools et type de réacteur. (Suitd)d : non

déterminé.

Huile (source) Alcool I(_(;Fr)iz;isr?e) R(?ggyfg?zpjﬁgr Temp. (°C) Solvant Rendement (%) Réutilisation Stab ilité Réf
Jatropha Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 76 (t) 5 cycles 6% de perte [235]
Méthanol E. aerogenes 4 55°C tert-Butanol 94 (r) 20 cycles 40% de perte [236]
Lard fractionné Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans solvant 74 (c) nd nd [211]
Noix de palme alcools I%™ et 17" P. cepacia 4 40°C Sans Solvant 72 ( ¢) (Ethanol) nd nd [222]
Méthanol P. fluorescens 3 40°C Sans Solvant 74 (c) nd nd [218]
Palme Ethanol T. lanuginosa 3 50°C Sans Solvant 25(r) nd nd [237]
Méthanol C. antarctica B 4 40°C tert-Butanol 88(r) nd nd [238]
Palme brut Méthanol C. antarctica B 6 40°C tert-Butanol 91-92(r) 5 cycles Aucune perte [239]
Méthanol C. antarctica B 3 40°C Sans Solvant 91-92 (r) 5 cycles 29% de perte [239]
Méthanol C. antarctica B 3 40°C LiCl saturé 91-92(r) 5 cycles 32% de perte [239]
Ethanol T. lanuginosa 3 50°C Sans Solvant 25(t) nd nd [237]
Palme oléique Méthanol T. lanuginosa 3 40°C n-hexane 97 (c) nd nd [218]
Méthanol P. fluorescens 3 40°C Sans Solvant 82(c) nd nd [218]
Ricin Ethanol C. antarctica B 10 65°C n-hexane 81,4 (c) nd nd [240]
Ethanol R. miehei 3 65°C n-hexane 98 (c) nd nd [240]
Soja Méthanol R. miehei 2,37 50°C n-hexane 76,9 (t) nd nd [241]
Méthanol R. miehei 3,4 36,5°C n-hexane 92,2(c) nd nd [242]
Méthanol C. antarctica B 4,5 25°C Sans Solvant 97 (c) 9 cycles -15% [243]
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Table 1.6-2: Production d'esters d’acides gras parcatalyse enzymatique a partir de différentes matiéas premiéres, alcools et type de

déterminé.

réacteur. (Suitéyd : non

Huile (source) Alcool I(_(;Fr)iz;isr?e) R(?ggyfg?zpjﬁgr Temp. (°C) Solvant Rendement (%) Réutilisation Stab ilité Ref
Soja Méthanol T. lanuginosa 3 25°C Sans Solvant 84 (c) 9 cycles Perte totale [243]
Méthanol R. %’ég‘g A 45 45°C Sans Solvant 99 (c) 10 cycles -20% [211]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 70 (c) 70jours Pertes faibles [244]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 97 (c) 20 cycles Aucune perte [245]
Méthanol C. antarctica B 5 30-35°C Sans Solvant ~44 (r) 7 cycles 10% de perte [217]
Ethanol T. lanuginosa 7 30-35°C Sans Solvant ~53,5(r) 7 cycles 20% de perte [217]
Butanol R. miehei 9 30-35°C Sans Solvant ~53,5(r) 7 cycles 25% de perte [217]
Méthanol C. antarctica B 3 40°C 2-Méthyl-2-Butanol 97 (c) 150 cycles Aucune perte [246]
Soja + Colza Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant >96,1(c) nd nd [247]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 96,1 (c) 70 cycles Aucune perte [247]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 93 (c) 100j Aucune perte [247]
Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 98,4 (c) 50 cycles 5% de perte [248]
Soja + Soja hydrogéné Méthanol T. lanuginosa 4 40°C Sans Solvant 92(r) 10 cycles 5% de perte [249]
Soja brut Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 93,8(c) 8 cycles Perte totale [250]
Soja dégommé Méthanol C. antarctica B 3 30°C Sans Solvant 95,9 (c) 25 cycles Aucune perte [250]
Suif Ethanol P. cepacia 4 50°C Sans Solvant 91(t) nd nd [228]
'Ia'((-::‘tri:/eéseg%%(llgzgtes Butanol C. cylindracea 3 37°C n-hexane 96 (t) nd nd [57]
Méthanol C. cylindracea 4 37°C kéroséne ~100(r) nd nd [251]
Tournesol Méthanol C. antarctica B 1 40°C Sans Solvant 29,7 (c) 5 cycles Gain de 20% [252]
Ethanol Pa’;‘;rri?feq“e 3 45°C Sans Solvant 81 (1) 4 -90% [253]
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Table 1.6-2: Production d'esters d’acides gras parcatalyse enzymatique a partir de différentes matiéas premiéres, alcools et type de réacteur. (SuitéNd : non

déterminé.
Huile (source) Alcool I(_(;Fr)iz;isr?e) R(?ggyfg?zpjﬁgr Temp. (°C) Solvant Rendement (%) Réutilisation Stab ilité Ref
Tournesol Ethanol M. miehei 3 50°C Sans Solvant 83(r) 4 Perte totale [254]
Méthanol C. antarctica B 3 45°C Sans Solvant >99 (c) 5 cycles Perte totale [255]
2-Propanol C. antarctica B 3 45°C Sans Solvant 96,85 (c) 5 cycles 90% de perte [255]
Butanol C. antarctica B 3 45°C Sans Solvant 89,31 (c) 5 cycles 90% de perte [255]
Méthyl acétate C. antarctica B 12 45°C Sans Solvant 99,83 (c) 8 cycles 36% de perte [255]
Méthyl acétate C. antarctica B 12 45°C Sans Solvant 96,25 (¢) 8 cycles 1% de perte [255]
Méthanol P. fluorescens 3 40°C Sans solvant >95 nd nd [256]
Méthanol R. miehei 3 40°C Sans solvant >80 8 cycles 15% de perte [256]
Méthanol T. lanuginosa 3 40°C Sans solvant >60 8 cycles 70% de perte [256]
Méthanol R. miehei 3 40°C Sans Solvant 84 (c) nd nd [218]
2-Propanol C. antarctica B 3 70°C Sans Solvant 84 (r) nd nd [59]
Tournesol Oléique Butanol R. miehei 4 40°C Sans Solvant 90jours Aucune perte [56]
Butanol R. miehei 4 40°C n-hexane 95 (c) 14h Perte totale [257]
Butanol R. miehei 4 40°C n-hexane 80(c) 48h Activité maintenue [257]
Trioléine AICOELZ:;]’é”:"e et P. cepacia 3 40°C Sans Solvant 100 (c) nd nd [216]
Huile de fusel P. cepacia 4 40°C Sans Solvant 100 (c) nd nd [216]
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1.6.3.2 Solvant et activité enzymatigue.

La mise en ceuvre de réaction sans solvant est sopvéconisée dans un contexte de
production industrielle. En effet, ces systémessgméent entre autres avantages celui de
permettre une réduction des colts (downstreamcliagy etc...), une réduction des risques
liés a la manipulation des solvants ou encore uméndtion des risques écologiques...

Néanmoins, dans certains cas, leur utilisationdespremier intérét au cours de réactions
mettant en jeu des substrats et produits pouvamttéts différents (triglycérides vs alcool,

esters vs glycérol par exemple). Un choix judicieluxsolvant apparait souvent comme un

compromis judicieux entre équilibre réactionnetj\di@ et stabilité enzymatiques.

Laane et coll, 19878 en compilant les données de plus de 150 travaéfinissent les
gammes de polarité de solvant optimales pour lalys® enzymatique. Trois classes se
dégagent en fonction du Log(P) des solvants :
- Les solvants organiques hydrophobes dont le Logf®)supérieur a 4, considérés
comme les plus adaptés pour la biocatalyse.
- Les solvants de polarit¢ moyenne (2<Log(P)<4) dmssuels la biocatalyse est
modérément efficace
- Les solvants polaires (Log(P)<2), dans lesquelsitesses de biocatalyse sont faibles.

Ces observations constituent les “régles de Ldane’

Les solvants employés lors de la réaction enzymeatmpuvent étre directement inhibiteurs de
la réaction. En effet, Graber et coll, 266% comparent I'effet de la présence d'alcools
tertiaires, de cétones et d’alcanes sur la réacltransestérification entre le propanoate de
méthyle et le propanol, dans un réacteur solideagazcontrolée. Il apparait clairement que

les cétones et les alcools tertiaires agissent eooes inhibiteurs de la réaction, la ou aucun
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phénomene d’inhibition n'est observé avec les asaCet effet d’'inhibition pourrait faire

partie du processus par lequel les enzymes prédeneefaibles activités dans les solvants

polaires.

1.6.3.3 Influence du milieu sur la position d’équilibre ofiannel.

La position de l'état d'équilibre chimique de chewes trois réactions successives de
transestérification des triglycérides en estersdéstite par sa propre constante d'équilibre

Keq1,Kega Kegzrespectivement a une température donnee.

_ Gpnc [ag

TAG+A « DAG+E Keg NG (Eq. I-28)
TAG A
— aMAG [aE

DAG + A o« MAG +E Keqz —a—m (Eq |-29)
DAG A

[a,

MAG +A o G+E Kegs :;G—D; (Eq. 1-30)

MAG A

ou a représente l'activité thermodynamique des TAG, DAMAG, A (alcool), G (glycérol)
et E (esters). L’activité de chaque composant xstimée comme le produit de sa fraction
molaire (%) et du coefficient d’activitéy() et les équations 1-28 a 1-30 peuvent étre écrites

sous la forme des équations I-31 a I-33.

L’augmentation ou la diminution de l'activité deili des constituants du meélange aboutira a
une adaptation des autres activités de facon Blirétéquilibre et maintenir Kegconstante.
Egalement, réduire l'activité d'un co-produit (géyol par exemple) ou augmenter I'activité
d’'un co-substrat (alcool par exemple) va induire@ @ugmentation de I'activité du produit

d’intérét et par voie de conséquence, une augmemnta¢ sa fraction molaire a I'équilibre.
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- XDAG[XE xyDAG[yE

. (Eq. 1-31)
" XTAG |3(A y TAG D/A
K - XMAG |:XE X yMAG [yE (Eq |_32)
2 XDAG |3(A yDAG D/A
[ [
eds - XG XE X yG yE (Eq |_33)

XMAG |3(A y MAG D/A

Les équations 31 a 33 montrent que I'ajout d’'uivaad va agir sur la constante d’équilibre.

Premierement, I'addition d’un solvant va affectes hctivités des composés a I'équilibre, en
diminuant leur concentration (ce qui n’est paséanent un effet souhaitable). Par ailleurs, le
solvant va faire varier les coefficients d’activfiedes composeés impliqués dans la réaction.
Ces changements peuvent étre a la fois positifségatifs, le tout dépendant de la nature du

solvant.

Janssen et coll, 198%) étudient I'effet du solvant de réaction sur I'ddure réactionnel de
synthese de glycérides a partir de glycérol et idaacdécanoique par la lipase de
Chromobacterium viscosunheurs résultats montrent clairement que le pradéis produits
dépend du solvant employé. En effet pour des stdvda faible Log(P) (solvants polaires),
les produits polaires, tels que les monoglycérideat mieux solvatés. Les produits apolaires
tels que les triglycérides sont, eux, mieux solvgiér les solvants non-polaires de haute
valeur de Log(P). Cela aboutit a de hautes frastimolaires de monoesters et a de faibles
fractions molaires de triesters dans les solvani@ines (Log(P)<1). L’addition de solvants de
polarité décroissante permet l'augmentation destiflas molaires de triesters et la
diminution de celles des monoesters.

Ces travaux rejoignent les observations de Betlapt., 2001%%" qui arrivent & contrdler la

production de monooléine, de dioléine ou de tri@éa partir de glycérol et d’acide oléique
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en utilisant des mélanges de solvants polaire3-(ethyl-2-butanol) et de solvants apolaires
(le n-hexane). Les auteurs en concluent que le pro@uiédction qui a le plus d’affinité avec
le solvant, ou systéme de solvants, utilisé esbria§. De méme, Castillo et coll, 2¢%3
obtiennent des degrés difféerents d’estérificatiarxglitol par I'acide oléique, selon la nature
du solvant utilisé. En effet, ils observent 94% meldi- et triesters contre 6% de monoesters
dans le n-hexane pur, alors que 73% de monoesietsgnthétisés dans un mélange de 2-

méthyl-2-butanol/diméthylsulfoxyde 80/20.

Dans le cadre de la réaction de transesterificaties huiles, Kamini et lefuji, 206,
établissent que I'addition de solvants organiqueset d’augmenter la teneur finale en esters
méthyliques de 80,2% (milieu sans solvant) a 85#hdthylsulfoxyde), 86,1%nhexane) et
87,2% (Ether de Pétrole) alors que le diéthyl-étoerduit & une teneur de 70,4% seulement.
De méme, Soumanou et Bornscheuer, #8B#tudient I'effet des solvants sur la réaction de
méthanolyse de I'huile de tournesol : cyclohexanbeptane, isooctane, acétone et éther de
pétrole. A I'exception de I'acétone, tous les satgadonnent de hauts rendements avec trois
enzymes immobilisées (Lipases dehizopus miehei, Thermomyces lanuginosa
Pseudomonas fluorescgns€En comparaison, l'utilisation d’acétone abouditune faible
conversion de 5 a 20% selon I'enzyme. lIs attribuwsta a la capacité de ce solvant polaire
d’altérer la conformation native des enzymes, ernuggant les liaisons hydrogenes et les
interactions hydrophobes, conduisant ainsi a dblefataux d’activité. Cela rejoint les
observations de Deng et coll, 2683 ou de Nie et coll, 2008% qui déterminent que le
degré d’estérification est diminué en méme temgslguLog(P) du solvant employé (Figure

1.6-4).
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Figure 1.6-4 : Effet des solvants organiques sur ferendements de transestérificatio?®. Les solvants listés

en abscisses sont classés selon leur Log(P).

1.6.3.4 Gestion des composés polaires

La gestion des composeés polaires est un challengeriant dans les réactions de trans-
estérification. Colombié et coll., 198%' montrent que la stabilité d’'un réacteur continti es
assurée, si et seulement si le milieu réactionstet@pable d’évacuer I'eau produite lors de la
réaction d’estérification d’'acide oléique par l'atlol. Dans le cas contraire, I'eau produite
s’accumule dans le réacteur du fait de son adsorgtir le support enzymatique, donnant lieu
a des pertes de stabilité. Des phénoménes simsilaoet rencontrés dans les réactions de
transestérification ou les composés polaires saitiptes :

- l'alcool co-substrat de réaction (spécialement quaon nombre de carbone est

inférieur a 3)
- Le glycérol co-produit final de la réaction et malée hautement polaire.
- D’autres composés polaires pouvant étre présentss das huiles végétales,

notamment les phospholipides des huiles brutes.
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1.6.3.4.1 Gestion des alcools de petite taille (hombre dbare inférieur a 3)

La balance staechiométrique de la transestérificatetriglycérides impose un minimum de 3
équivalents molaires pour obtenir une réactioni¢ot@himada et coll, 1958® effectuent la
transestérification d’'un mélange d’huile de sojadéiuile de colza avec du méthanol,
catalysée par le Novozyme 435 a 30°C. Au-dela datio molaire entre méthanol et
triglycérides de 1,5, I'activité de méthanolyse rdéicrapidement jusqu’a une inactivité totale
(Figure 1.6-5). Cette inactivation du catalyseurgitaméme irréversible, des tentatives de
restauration d’activité par transfert de I'enzynaamsl des milieux frais contenant moins de 1,5
équivalent de méthanol, restant infructueuses.

Les auteurs attribuent cet effet dénaturant du améth au fait qu’'au-dela du ratio
méthanol/triglycérides, le méthanol se dispersesdémuile sous forme de gouttelettes

entrainant l'inactivation de la lipase. Cette olladon a été confirmée par plusieurs

auteurng, 221, 228, 232, 24.7]
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Figure 1.6-5 : Taux de transestérification d’'un méange d’huile de soja et de colza par le méthanol tzdysé

par Novozyme 435 : effet inhibiteur du méthanol a atio molaire méthanol/huile supérieur a 1,5,
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Dans une moindre mesure, le méme phénomene asdésélavec I'éthanol qui, au-dela d’'un
ratio molaire de 2, est également dénaturant pesrréisons identiques au méth&abl>+*
264 Ce phénomeéne d'inactivation parait dépendantethzyme considérée et de la nature du
support d’immobilisation. En effet, Hernandez Margt Otero, 2008 montrent que le
phénoméne de dénaturation, par le méthanol owahéth est plus marqué pour le Lipozyme

RM IM que pour le Novozyme 435.

Pour s’affranchir de cet effet dénaturant, plusiesiratégies ont été développées :

(1) Apport séquentiel de I'alcool co-substrat.

Shimada et coll, 19%8® proposent une réaction de méthanolyse en 3 é(&fmse 1.6-6).
Chague étape consécutive est réalisée en présémeeudique équivalent molaire de
méthanol, qui, en conséquence, ne produit pased’'ei dénaturation. Des conversions de
96% peuvent ainsi étre atteintes. Par ailleurse agiproche réactionnelle permet de réutiliser
'enzyme immobilisée dans 50 nouvelles réactionsséoutives, effectuées dans les mémes

conditions tout en conservant une activité impdgan

100
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40 |

Conversion (%)
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0e 1 I
0 20 40 60 80!
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Figure 1.6-6 : Cinétique de méthanolyse d’huile végtale par Novozyme 435", Conditions initiales : ratio

molaire méthanol/huile, 1/1 ; 1 équivalent molaleeméthanol ajouté aprés 24h et 48h (indiqué ditdehes).
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Cette stratégie de réaction avec apport succesddod! a été largement reprise dans les
travaux présentés dans la littérattife!®: 220 232, 237. 239, 247hin g'augmenter le rendement
de conversion, certains auteurs utilisent mémeraliéss molaires alcool /triglycérides plus
importants (de 'odre de 4 ou 5), tout en augmdn&anombre d’ajouts de fractions d’alcool
au cours de la réaction : 9 apports pour Samukawalle 20067 et 10 apports pour Lee et
coll., 2002**Y.. IIs obtiennent ainsi des conversions de 97% &98é respectivement.

D’autre part, il a été montré que linhibition daax alcools de faible nombre de carbones
peut étre contournée en élevant la températureédetion (pour induire une meilleure
solubilisation de l'alcool et/ou en augmentant tpgntités d’enzymes). C'est ainsi que
Hernandez et Otero, 2068 arrivent & obtenir 97% de conversion en estel@°& avec 50%

(m/m d’huile) de Novozyme 435 avec un apport unideenéthanol a un ratio molaire de 3.

(2) Adsorption de I'alcool sur support polaire.

Un autre moyen de résoudre les problemes liés misaibilité partielle des alcools est

d'utiliser un support hydrophile. Lee et coll., 263" effectuent un apport de silice dans le
milieu réactionnel pour palier les effets néfastesnéthanol. Celui-ci permet I'adsorption du
méthanol et agit comme un réservoir a méthanolegesnt la lipase d’'une exposition a de

trop fortes quantités de méthanol.

(3) Solvants polaires

L'utilisation d’un solvant polaire peut se révé&re une bonne stratégie pour solubiliser a la
fois triglycérides et alcools. Iso et coll., 268% démontrent que I'utilisation de 1,4-Dioxane
est nécessaire pour effectuer la méthanolyse thahélyse de I'huile de Carthame par la

lipase dePseudomonas fluoresceinsmobilisée.
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Au contraire, les alcools contenant plus de 2 aagbosont complétement miscibles aux
huiles. L’effet dénaturant montré avec le méthaebll’éthanol n'est pas rencontré. La
majorité des travaux utilisant des alcools de ples2 carbones se fait donc avec un apport

initial unique. Dans ces cas 13, 'utilisation ddvants n’est pas une nécessftd® 221-222. 215

217]

1.6.3.4.2 Gestion du glycérol produit.

D’'une maniere générale, si les solvants apolaliegane, éther de pétrole etc ...) permettent
I'obtention de conversions élevées (voir sectio®.3l3), leur utilisation s’accompagne
souvent de faible stabilité opérationnelle de fmadie. Par exemple, Du et coll, 2667
observent prés de 40% et 65% de chute d'activitéqlee la lipase d&hermomyces
lanuginosaest recyclée 10 fois, dans des réactions contehanthexane et de I'éther de
pétrole respectivement. Nie et coll 2688, obtiennent une chute de 30% de I'activité de la

lipase apres 10jours de réaction en présence d'éehgétrole.

Cette instabilité catalytique est particulierembign illustrée par les travaux de Dossat et
coll, 1999%" qui étudient la transestérification de I'huile tdernesol oléique par le butanol,

en présence dehexane en réacteur continu de Lipozyme RM IM. Lgsars obtiennent une

décroissance trés rapide de l'activité de la ligasqu’a une inactivation quasi totale. L'agent
responsable de cette instabilité a été identifr@roe étant le glycérol, produit de la réaction,
adsorbé sur le support enzymatique. Dossat et T@89°°" supposent que ce glycérol crée
une barriére hydrophile autour de la lipase emdrdirdes limitations dans le transfert des
substrats hydrophobes (triglycérides) vers I'enzybes auteurs remarquent d’ailleurs que ce
glycérol peut étre désorbé par lavage du catalysec un solvant susceptible de le
solubiliser: eau, solvant polaire tel que le 2-mkethbutanol. L'activité de la lipase est ainsi

en grande partie restaurée.
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Chen et Wu, 200%“ utilisent le tert-butanol pour restaurer 75% de I'activité initiale
Novozyme 435, aprés inactivation par le glycérakge et coll, 2008*” arrivent & maintenir
une activité stable de la lipase de Thermomycesgiaosa immobilisée au cours de 11

réactions successives grace a un traitement pastioénel auert-butanol.

1.6.3.4.3 Solubilisation des substrats polaires.

De plus en plus, Les solvants de polarité moyeme-tjutanol ou le 2-méthyl-2-butanol)
s'imposent comme des solvants incontournables tarsynthése d’esters d’acides gras a
partir d’huiles végétales. Ces solvants sont sugitep de solubiliser a la fois triglycérides,
alcools co-substrats et glycérol formé en coursréietion. L'utilisation de ces solvants
permet ainsi :

- d’éliminer I'effet d’'inactivation causé par les atils a miscibilité partielle dans les
huiles a ratios molaires élevés (voir section |81 Il est ainsi possible d'augmenter
les ratios molaires entre alcool et triglycéridpsur améliorer les rendements sans
observer d’'éffets néfastes.

- de limiter I'adsorption du glycérol sur les supgoeinzymatiques, permettant ainsi le
maintien de l'activité enzymatique tout en consetvdes rendements de réactions

acceptabld€®.

En utilisant letert-butanol comme solvant, Li et coll, 208/8' ne dénombrent que 10% de
baisse d’activité apres 200 réactions de transksadion de I'huile de colza catalysée par un
mélange de lipases dénermomyces lanugino$d%) et deCandida antarctica1%) avec un

rendement de 95%. Royon et coll., 26887 utilisent le tert-butanol pour catalyser la
transestérification continue de I'huile de cotom [EmNovozyme 435 avec un ratio molaire

méthanol/huile de 6. La réaction est maintenue @@&n800 heures sans observer de perte
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d’activité significative. Wang et coll., 2086" mettent en oeuvre un mélange de la lipase de
Thermomyces lanuginog8%) et deCandida antarctica(2%) dans un milieu contenant du
tert-butanol pour catalyser la transestérification tesdus du raffinage de I'huile de soja
avec un ratio méthanol/huile de 3,6. Le mélanggmatique est stable avec un rendement de
~97% pendant 150 réactions conseécutives sans pettble d’activiteé. Zheng et coll,
2009%* utilisent le 2-méthyl-2-butanol dans la méme amticet obtiennent une grande

stabilité pendant plus de 150 réactions conséautive

1.6.4 Alcoolyse enzymatiqgue des huiles vierges.

Le colt de la production d’esters d’acides grasirggnement lié au cours de la matiere
premiére. Afin d’en réduire I'incidence, I'utilisah de sources d’huiles n'ayant pas subi de
processus de raffinage a été testée. La principtirence entre huile brute et huile raffinée
est la présence de molécules mineures non élimpeeke processus de raffinage. Il s'agit
notamment de phospholipides, d’acides gras libre&au (voir section 1.2.2)

La capacité des lipases a catalyser la réactiotrasesestérification d’huiles vierges a été
démontrée : Novozyme 488" 250 2651 | inozyme TL IM et Lipozyme RM INF*"), lipase de

Rhyzopus oryz&&°.

Watanabe et coll, 2062” comparent ainsi I'efficacité de transestérificatjpar le méthanol
de trois formes d’huile de soja dans un milieu ssoigant : brute, dégommée et raffinée. Si
un haut degré de conversion et une activité égeivelde Novozyme 435 sont observées
lorsque I'huile est dégommeée ou raffinée, une cmsiwe trois fois inférieure est obtenue avec
une huile de soja brute. Par ailleurs, la transédion de cette forme d’huile s’accompagne
d’une instabilité de I'enzyme dans des réactiopetées. Les auteurs identifient cette baisse
d’activité et cette instabilité comme étant dués présence de phospholipides dans I'huile de

soja brute, capables de s’adsorber sur le cataly&#iectivement, ils déterminent que des
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une concentration de 0,2% de phospholipides dangd’, I'activité de la lipase est affectée et
peut méme étre totalement perdue a des concensatopérieures. Néanmoins, ['effet
d’inactivation semble étre lié a la forme des plnadipides, ces derniers ayant des pouvoirs

inhibiteurs différents selon leur source.

L’effet inhibiteur des phospholipides des huilesrgies est également constaté par Talukder et
coll., 200939 et par Du et coll., 206% lors de la méthanolyse, respectivement, d’huile de
palme brute et d’huile de soja brute par Novozyr8b. 4ls obtiennent des taux d’activité
moindres avec des huiles brutes par rapport a digsshraffinées. A linverse, Li et coll.,
2007°%® observent une augmentation de I'activité de ladgpdeRhizopus oryzaauitilisée en
cellule entiere et une absence de perte de séabilit catalyseur comme I'ont pu observer
Watanabe et coll., 2062, Iis en attribuent la cause & une activité pholpasique de la
lipase.

Talukder et coll, 2008* déterminent par ailleurs que les caroténes peféettient présents
dans les huiles brutes ne sont pas susceptiblesaiieer d’effets néfastes sur la réaction de
transestérification. Du et coll., 200% estiment que la teneur élevée en acides gras libre

dans les huiles vierges n’a pas d’incidence stdation de transestérification.

1.6.5 Autres stratégies de production enzymatique d’estsrd’acides gras a partir des

huiles.

1.6.5.1 Interestérification des huiles avec des esterkdal

Afin de s’affranchir des problématiques de déndinmades lipases par les alcools a faible
miscibilité¢ et de limiter les phénomenes d’adsamptide glycérol entrainant de faibles
stabilités enzymatiques, l'utilisation d’esters Ikide en tant qu'accepteurs d’acyle a été

proposée (Figure 1.6-7§> 26727
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Figure 1.6-7: Interestérification entre triglycérides et acétate de méthyle pour la production d’'ester

méthyliques d’'acides gras

En effet, il a été prouvé que les acétates d'alkgtetate de méthyle, acétate d’éthyle etc...)
présentent une miscibilité compléte avec les toglides des huiles, et ne sont donc pas
susceptibles d’étre a l'origine d’effets néfastesimples lipases. lls sont donc utilisables sans
apport extérieur de solvant. Par ailleurs, I'ing¢éefication des triglycérides avec des acétates
d’alkyle, produit du tri-acétyl-glycérol, en lieut eolace du glycérol dans la réaction

d’'alcoolyse. Cette forme tri-acétylée du glycérébsh pas a méme de s’adsorber sur les
supports enzymatiques en raison de sa polariténfiemt diminuée en comparaison avec sa
forme libre. Cela permet donc d’assurer la pérénmiti catalyseur. Par ailleurs, cela

représente une forme de valorisation du glycéradipit qui trouve ainsi des applications dans

I'industrie alimentaire, I'industrie du tabac oucene dans I'industrie des carburaffté

Xu et coll., 2008? effectuent ainsi I'interestérification d’huile dmja avec I'acétate de

méthyle catalysée par le Novozyme 435. IIs obtiahnee conversion de 92% en 10h a 40°C
pour un ratio molaire optimal acétate de méthytgjicérides de 12. Les auteurs n'observent
pas de perte d'activité de la lipase apres une sxi10 réactions successives. Du et coll.,
2004%% ytilisent les mémes conditions que les auteurséplents et n'obtiennent pas de

perte significative d'activité apres 100 cyclescté@mnnels. A des ratios élevés (au dela de 16),
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une baisse des rendements peut étre attribuée d@ilmien excessive de I'huile dans le
milieu.

Modi et coll., 20087 utilisent I'acétate d’éthyle & un ratio molaire HE pour interestérifier
les huiles brutes de jatropha, karanja et tourneBains les conditions optimales, ils
obtiennent des rendements en esters éthyliquesl. 8809 90% et 92.7%. L’activité de la
lipase est parfaitement maintenue au cours de d&ioés successives, la ou l'activité est
totalement perdue au bout de 6 réactions avectia@hol.

Ognajovic et coll., 2009 effectuent la comparaison entre les réactiongatéstérification
avec l'acétate de méthyle et de transestérificatioec le méthanol catalysé par Novozyme
435. L’étude de la stabilité des lipases montrelguiisation de I'acétate de méthyle permet
une augmentation du temps de demi-vie de la ligase facteur 20 par rapport au méthanol

sans solvant.

1.6.5.2 Interestérification des huiles avec des carborditgkyle.

La production d’esters méthyliques ou éthyliquestmnsestérification de triglycérides avec
des diméthyl ou diéthyl carbonates a été décritemgnerit’>* 2’4 | 'avantage de la réaction
est qu'elle est irréversible car le co-produit fleno-méthyl ou mono-éthyl ester de 'acide
carbonique) est capable de se décomposer immédiaten alcool méthylique ou éthylique
et en CQ (Figure 1.6-8). Cela permet ainsi de déplacer degilibres réactionnels et

d’optimiser les rendements de transestérification.
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Figure 1.6-8: Transestérification de triglycéridespar les dialkyl carbonate. (A) diméthyl-carbonate.(B)

diéthyl-carbonate.

Su et coll., 200774, déterminent que le Novozyme 435 permet de catalyficacement la
réaction de transestérification avec un rendemgmtoghant les 96% pour un ratio molaire de
4,5. Cependant, les auteurs observent une faibhélist de I'enzyme au cours de réactions
répétées consécutivement. En effet, la lipase [semuasi-totalité de son activité aprés 5
cycles. Cette inactivation peut étre limitée a wiminution de 20% seulement en cas de
lavage de I'enzyme par I'acétone, l'inactivatiomrét certainement liée a des phénomenes

d’adsorption de glycérol (voir section 1.6.3.4).

Klaas et Warwel, 2004 et Su et coll., 2009 proposent de lier extraction par solvant et
transestérification, par les dialkyl-carbonatesuae seule et méme étape. Les deux travaux
aboutissent a des taux d’extraction similaires rméthodes classiques d’extraction et des taux

d’estérification supérieurs également.
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1.6.6 Procédés continus de production d’'esters d’acidesap a partir d’huile.

La synthese d'esters d’acides gras par voie enigueat s'adresse en grande partie a des
domaines dont la valeur ajoutée est faible. Le psbuvent prohibitif des lipases
(commerciales ou non commerciales) est donc um faei développement industriel des
procédés mettant en jeu ces enzymes. Cela impligne une optimisation de I'utilisation des
lipases et donc leur utilisation dans une optiquetinue dans le but de réduire I'impact de
leur colt sur le produit final. La Table 1.6-2 (pa@66) montre que la grande partie des
travaux présentés dans la littérature évoque desio@s de type discontinu. Des travaux
mettant en ceuvre des lipases dans des systemeandestérification continue d’huiles sont
relativement peu représentés.

Cependant de grands niveaux de stabilité des Bpdaes les réactions de transestérification
sont démontrés, dans des répétitions consécutevesadtion avec recyclage de I'enzyfité

224, 246248, 2501 Cette stabilité démontre la compatibilité desadips avec une utilisation

continue.

Rao et coll., 2009’® rappellent le principe des deux réacteurs typésés en tant que
bioréacteurs enzymatiques (Figure 1.6-9) :

- Le Réacteur Continu Agité (RCA) :: dans un RCAgdmcentration est identique dans

chaque élément de volume, en fonction du temps) snélange idéal est supposé. Le
RCA travaille dans les conditions de sortie, a gdaibles concentrations en substrats
et hautes concentrations en produits donnant ligesavitesses réactionnelles faibles.
A I'équilibre, la conversion est contrélée par laaqtité de catalyseur et le temps de
résidence.

- Le Réacteur a Lit Fixe (Plug Flow ou Packed bedtm®: le RLF est un réacteur a

écoulement piston, constitué d’'une colonne theratéstou non, dans laquelle est
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confinée une enzyme immobilisée. Les concentratiemssubstrats et en produits
varient tout au long du réacteur (en fonction de keansformation), permettant des
vitesses réactionnelles plus élevées. Le ratiorapusbtrat est maintenu élevé et les

volumes de réacteurs sont en général faibles.

Alimentation A

continue
l < .;

i \

|
|

Lit d'enzyme
immobilisée

Régulation de
température
température

l\\‘ Ll Soutirage
== o continu

ﬂ_ Régulation de

Alimentation]

Réacteur continu agité Réacteur a lit fixe

Figure 1.6-9 : Schéma du Réacteur Continu Agité edlu Réacteur a Lit Fixe.

Chen et Wu, 200% testent I'activité de la lipase B @andida antarcticadans un réacteur
continu agité de méthanolyse d’huile de soja sagast (Volume 5L, 250g de lipase
immobilisée). Le réacteur est alimenté par un ngdatihuile et de méthanol dans un rapport
molaire de 3, & un débit de 20ml/min. Les autelnrseovent des chutes d’activité dans le
temps qui sont corrigées lorsque le taux de coirediminue en deca de 70%, par lavage du
catalyseur avec ddert-butanol. Une activité constante donnant lieu a apaversion

supérieure a 70% est ainsi maintenue pendant plU® gours.
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Dossat et coll, 1998" effectuent la transestérification continue de ilwe tournesol
oléique avec le butanol dansniédexane a I'aide d’'un réacteur a lit fixe uniquelLg®zyme

RM IM. Les auteurs observent une chute tres ragedecapacités de catalyse du réacteur due
a I'adsorption du glycérol produit sur le biocatsyr. Afin de restaurer I'activité, un procédé
semi-continu mettant en jeu une phase de transfmmat une phase de ringcage avec un
solvant polaire, permettant la desorption du glgtélu biocatalyseur, a été proposé. Le
réacteur a ainsi été alimenté par intermittenceegid une électrovanne, avec un mélange
huile/butanol.hexane pendant 2h et avec du 2-metiyltanol pendant 30 minutes. Une
conversion de 80% est ainsi maintenue pendant B&meérét connexe du systeme est
d’obtenir deux mélanges séparés, I'un contenanteters produits et l'autre le glycérol

formé.

Shimada et coll., 202" présentent un procédé continu de méthanolyse ld’éichet. Ce
dernier prend en compte a la fois les effets nésadti méthanol substrat et ceux du glycérol
produit. En effet, ils proposent de mettre en ceuvoes RLF en série (Figure 1.6-10)
contenant chacun 3g, 3g et 4,5g de Novozyme 435mélange d’huile et de 1/3 équivalent
de méthanol alimente le premier réacteur.

L’éluat est réceptionné dans un bac de décantpgomettant de retirer le glycérol formé au
sein du premier réacteur. La phase huile exemptgydérol est additionnée de 1/3 équivalent
de méthanol et alimente le second réacteur. Lsiémie réacteur est alimenté de la méme
maniere avec I'éluat du second réacteur. Un débibrhl/h est appliqué au systeme. Les
auteurs ont testé les capacités du procédé a Hidapt 100 jours sans perte d’activité de la
lipase. lls obtiennent ainsi un mélange contenaas mle 90% d’esters méthyliques. Ce
procédé a été repris pour la transestérificatidnite de soja et de colza par le Novozyme

435 par Watanabe et coll, 2000. Les auteurs oné @ réduire la série de RLF a 2 unités,
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avec un apport de 2/3 équivalents de méthanol ad¥ réacteur, mais une faible stabilité

du réacteur a été observée.

1/3 molar equivalent of MeOH

RN
7

-

L

Glycerol Biodiesel
fuel

Figure 1.6-10 : Procédé continu de production de bidiesel avec trois réacteurs a lit fixe en séffé’). 1 : Bac
d’alimentation du % réacteur (huile + 1/3 équivalent de méthanol).;Bac d'alimentation du *2* réacteur
(phase huile de I'éluat du'Iréacteur + 1/3 équivalent de méthanol) ; 3 : Badirdentation du 3™ réacteur
(phase huile de I'éluat du'®2réacteur + 1/3 équivalent de méthanol) ; 4 : Reaca lit fixe contenant 3g de
Novozyme 435 ; 5: Réacteur a lit fixe contenarigdde Novozyme 435 ; 6 : pompe péristaltique ;bac

réceptionneur de milieu réactionnel.

Nie et coll., 2008>* utilisent un procédé comparable pour catalysetrdasestérification
d’huile de salade avec le méthanol. Chaque étapeassée a I'aide de trois RLF consécutif
contenant chacun 5009 de lipaseG#ndida sp 99-12fmmobilisée sur membrane de coton.
En fin de chaque étape, le glycérol formé est @xtha mélange d’ester et de glycérides a
I'aide d’'un hydrocyclone.

Watanabe et coll., 20612 mettent en place un réacteur a lit fixe avec reutation. Un quart

des produits est soutiré en sortie de réacteuroet guarts des produits sont recyclés en
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entrée. Le mélange d’alimentation est enrichi auweanélange huile/méthanol préparé dans
une proportion molaire équivalente. Aucun phénontéimhibition n’est observé du fait de la
présence de méthanol dans ce meélange d’entréeneomté7,6% d’esters méthyliques et
32,4% de triglycérides. Il est ainsi possible daranter un réacteur unique de 3g de lipase
pendant 100 jours sans perte significative d’afivdt un taux de conversion en sortie de
90,2% a un débit de 4ml/h

Dossat et coll., 206%! réalisent la transestérification de I'huile dertmsol oléique avec le
butanol, catalysée dans un RLF unique sans entr@@eale re-circulation par le Lipozyme
RM IM, lipasesnl,3spécifique. Les auteurs observent une périodesitaare initiale de 6h
pendant laquelle les produits majoritaires sonteddsrs butyliques et du glycérol. Ce dernier
étant insoluble dans le milieu, il a tendance asdaber sur le support enzymatique
conduisant a une diminution des performances dip#se. Peu a peu, la formation du
glycérol diminue jusqu'a I'état d’équilibre, ou laroduction de glycérol est totalement
stoppée. Il est alors évacué du réacteur sous fdargdycérides. Un mélange contenant 65%
mol d’esters butyliques, 26% mol de diglycéridenéol de monoglycérides et 3% mol de
triglycérides résiduels est produit. L'activité deacteur a néanmoins été conservée dans ces

conditons, sur une période de trois mois, sanahilgé aucune.

Royon et coll., 2007°% mettent en ceuvre les potentialités du tert-butandbnt que solvant,
dans un procédé continu de transestérificationil#hde coton par Novozyme 435. En effet,
ils utilisent un réacteur a lit fixe unique, cordehun mélange de lipase et de billes de verre
(1/1,5 m/m), alimenté par un meélange d’huile etrdghanol, avec un ratio molaire entre les
deux composants de 6 et solubilisé par 32%edebutanol. Les auteurs observent ainsi un

réacteur totalement stable pendant plus de 500k awetaux de conversion de 95%.
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1.1 Résumé

La mise en ceuvre des lipases immobilisées nécdssit@ptimisation dans des réacteurs de
type continu, afin d’en réduire I'impact économigue le produit fini. Ainsi, il convient de
développer des réacteurs continus a lit fixe, extr@ent stables dans le temps, permettant
des taux de conversion importants et hautementuptidsl Les huiles brutes ont la
particularité de contenir une quantité importante @bmposés mineurs (phospholipides,
stérols, tocophérols etc...), leur procurant desitfisalde stabilité oxydative hors normes.
Leur transformation présente, de plus, I'avantages@ffranchir des étapes de raffinage
pouvant étre couteuses.

Néanmoins, la transestérification des huiles viergst problématique. En effet, les
phospholipides, au méme titre que le glycérol pitoglu cours de réaction, sont des molécules
polaires, qui, placées dans un milieu réactionpelaare défavorable, sont susceptibles de
s’'adsorber sur le support enzymatique. Une barrigydrophile se forme autour du
biocatalyseur, et les transferts des triacylglyls@ubstrats vers I'enzyme ou des esters
produits de la lipase vers le milieu réactionneitdimités. En réacteur continu, cela se traduit
par une accumulation des composés polaires dagadeeur, pouvant entrainer la perte totale
de l'activité enzymatique. Les solvants de polamitgyenne tert-butanol, 2-méthyl-2-butanol
etc.) permettent de solubiliser a la fois les compgsélaires et les composés apolaires et
donc de limiter voire d’éliminer ces effets néfaste

Quatre lipases immobilisées disponibles dans lenveirme (Novozyme 435, Lipozyme RM
IM, Lipozyme TL IM et Lipase PS Amano IM) ont é&stées en réacteur discontinu, sur des
réactions de transestérification butylique de Ibude tournesol hautement oléique, en
présence ou en absencete-butanol en tant que solvant. Le Lipozyme RM IMgandte un

faible taux de conversion de l'huile. Le Lipozyme M et la lipase PS Amano IM, toutes

216



Il - Production d’esters d’acides gras par lesdgsaen réacteur continu.

deux lipases régio-spécifiques des positiend et sn3 des triglycérides, présentent des
vitesses de conversion importantes des triacylghysémais des rendements de production
d’esters butyligues modestes ; leur régiospedifioie leur permet pas (ou difficilement) de
transformer lesnl,2diacylglycerols et dsn2monoacylglycérols qu’elles produisent et qui
s’accumulent dans le milieu, du fait d’'une faiblegration d’acyle observée dans les
conditions définies.

Novozyme 435, la lipase B deandida antarcticane présente pas de régio-spécificité pour
les positions des esters d’acides gras sur le sti@ele glycérol. Ainsi, méme si elle n’est pas
la lipase montrant les vitesses de réaction les phportantes, elle permet une optimisation
des rendements de production d’esters en minimikantproductions de diacylglycérols
(DAG) et de monoacylglycérols (MAG). Cette lipasemobilisée a donc été sélectionnée
pour le développement d’un réacteur a lit fixeabatant la réaction de butanolyse de I'huile
de tournesol hautement oléique non raffinée. Uo rablaire entre butanol et triacylglycérols
de 5 s’est avére étre le meilleur compromis afimédiire au maximum les taux de TAG, de
DAG et MAG résiduels.

La polarité du milieu réactionnel s’avére étre actéur clé de I'optimisation du réacteur
enzymatique. L'effet de la polarité du milieu ses performances du réacteur a été démontré
en alimentant le réacteur avec différentes conagarrs initiales en huile.

Premiérement, I'abaissement de la polarité du mifiar adjonction déert-butanol permet
d’éliminer les effets néfastes des phospholipidesl’duile sur la lipase en milieu sans
solvant. En contre partie, la faible polarité duieni favorise une production résiduelle de
MAG dans le produit final malgré un fort excés d@l co-substrat (rendement en MAG
résiduels de 10,4%). Ces derniers ne sont plusufisodans des milieux plus hydrophobes
(milieu sans solvant) qui favorisent donc la prdduc d’esters (rendement de production

d’esters de 99,6%).
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La polarité du milieu réactionnel affecte égalemkanttivité de I'enzyme et donc le débit
d’équilibre et finalement, la productivité du réaat. Débit et productivité sont croissantes
jusqu’a une concentration initiale en huile de 480mMu-dela de cette concentration, le débit
a I'équilibre diminue de maniére constante, jusgu’aonditions de milieu sans solvant pour
lequel le débit est extrémement faible.

Ainsi, une haute productivité s’accompagne de lds@nce de MAG résiduels dans une
proportion non négligeable et, inversement, unedggureté en esters est synonyme d’une
faible productivité. Alimenter le réacteur avec umelange contenant 500 mM d’huile
constitue le meilleur compromis entre pureté diss{eeneur résiduelle en MAG de 3,75 %
mol) et productivité.

Dans ces conditions, les phénomenes de partagdldeset du glycérol entre le milieu
réactionnel et le support enzymatique sont cordrOfucune perte de stabilité n'a été
observée sur une période de 50 jours de fonctioaneoontinu du réacteur. Une productivité
de 13,8 tonnes par an et par kg de Novozyme 436béshue. Le colt ajouté par 'enzyme

sur le produit final a été calculé a 0,08euroskgad’esters synthétisés.

Mots clés : Novozyme 435, transestérification, téaica lit fixe, esters d’acides gras, huiles

vierges de tournesol hautement oléique, thermodimamproductivité, stabilité.
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1.2 Abstract

The objective was to develop an economically relevenzymatic process of butyl ester
production using high oleic sunflower oil. A stalglentinuous reactor fed with crude oil was
optimized, even if phospholipids were describedetsimental for lipase activity. Novozyme
435 provided the best compromise between activity lautyl-ester yield. The polarity of the
medium was a key factor to insure the stabilityhef process. It enables the negative effects
of phospholipids contained in crude oil or of proed glycerol to be controlled. After
optimization, a product containing 96.5 mol % buwgters with a high productivity of 13.8
tons.year.kg Novozyme 435 was obtained over 50 days. A versatile continymosess for
ester production was thus optimized leading to tgpeaformances and low cost of enzyme
use. Moreover, the possibility to use crude oil {datonfer to the product high resistance to

oxidation that is appreciated by end-users.

Key words: Novozyme 435, transesterification, packed reactor, fatty acid alkyl esters,

crude high oleic sunflower oil, thermodynamics,durctivity, stability
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1.3 Introduction

Faced with the shortage of reserve fossil resoueses the climate disorder due to the
emission of greenhouse-effect gases, the develdpaiesubstitution resources of vegetable
origin is urgent. The upgrading of plant oils thgbuthe production of fatty acid alkyl esters
(FAAE) is thus a subject of great interest in mamgustries (Schorken and Kempers 2009).
With various physico-chemical properties, which elggh on both the nature of the feedstock
(fatty acids) and the alkyl moiety, fatty acid dllgsters are involved in a wide range of
industrial applications such as bio-carburant, lblmicants, bio-solvents, hydraulic fluids,
drilling fluids and cosmetics (Dossat et al. 20B@2pthe et al. 2005; Medina Gonzalez et al.
2007).

Among the natural fatty acids (FA) entering in toemposition of oil triacylglycerols (TAG),
oleic acid has a prime position. With its uniqueuble bond, it presents relevant industrial
properties such as good fluidity at low temperaturdike saturated FA and good oxidative
stability unlike poly-unsaturated FA. Oleic acidtie main FA of high-oleic sunflower oils
(HOSO) reaching 75% and up to 90% of the total ®ailner et al. 2003). Crude oils are
obtained directly after oilseed crushing and/orramtton without further purification. In
addition to triglycerides, crude oils contain seaninor components like phospholipids (up
to 2% in sunflower oil), tocopherols (450 to 120@/ky in sunflower oil, with a majority of
a-tocopherols) and sterols (2400 to 5000 mg/kg mflewer oil) (Warner et al. 2003). These
minor components of oil are recognized as antioxslgJain and Sharma 2010). The direct
transesterification of crude HOSO would present dldgantage of reducing costs due to
refining and mainly to preserve the natural antiaxit power of the resulting esters.

The transesterification of TAG with an alcohol puods 3 equivalents of ester molecules and
1 equivalent of glycerol through three successeeactions, with diacylglycerols (DAG) and
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monoacylglycerols (MAG) as intermediates. Classisghthesis of FAAE from oil is
accomplished via chemical alkali- or acid-catalyziednsesterification. Although these
chemical approaches give high substrate convemsitin high reaction rates, they do have
some disadvantages. This chemical synthesis rdtdée presents poor reaction selectivity
leading to the synthesis of by-products (for instaif a mixture of esters and monoglycerides
is the target). The chemical processes often coedarge amounts of energy. The recovery
of glycerol is often difficult and generates laaaounts of alkaline waste water that has to be
treated (Parawira 2009; Szczesna Antczak et aR)200 the last few years, the research of
alternative routes for alkyl ester production hamdnstrated the ability of lipases to catalyze
the transesterification of triacylglycerols.

The efficiency and high operational stability opdses (formally called, triacylglycerol
acylhydrolases, EC.3.1.1.3) in batch transestatiba has been widely reported,
demonstrating the possibility to recycle the enzymite the use of an organic solvent (Du et
al. 2007; Talukder et al. 2009) or in solvent-feystems (Shimada et al. 1999; Watanabe et
al. 2000). Plug flow reactors have been succegsfigVeloped (Watanabe et al. 2001; Dossat
et al. 2002; Shimada et al. 2002). In spite oféehermous possibilities and the great interest
in enzymatic catalysis, industrial alkyl ester protion involving lipases is still very limited.
The main drawback of enzyme-catalyzed procesdég isigh cost of the lipases. To decrease
the operational costs of the biocatalyst, the geaaust be optimized using an immobilized
enzyme in a stable and highly productive continuaastor. Ideally the reactor has to ensure
steady-state production with a high conversiondyfer months at a time without changing
the enzyme. A packed-bed reactor (PBR) generabiyldeto higher performance than a
continuous stirred-tank reactor. In addition, tledumes are reduced, the technology is less
expensive (no mobile parts) and enzyme supportiattis avoided (Balcdo et al. 1996; Rao

et al. 2009).
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To insure the stability of a continuous packed-teattor for synthesis of FAAE, the crucial
point is the control of the partition of polar cooymds between the reaction medium and the
supported enzyme (Marty et al. 1997; Colombie e1898). For instance, glycerol creates a
hydrophilic hindrance around the enzyme resultimgliffusion limitations of hydrophobic
substrates from the liquid phase to the enzyme lwteduces the enzyme activity (Dossat et
al. 1999). To avoid this phenomenon, the reactiediom has to be able to rid the reactor of
the glycerol formed. Polar solvents litert-butanol or 2-methyl-2-butanol have the ability to
dissolve both polar and non-polar compounds. Sevaregks have demonstrated that these
solvents can eliminate the detrimental side-effedtglycerol production (Du et al. 2007,
Royon et al. 2007; Talukder et al. 2009).

Another way to reduce costs is to develop a cootistenzymatic process fed with crude oil.
However, the few trials in this sense led to adapactivation of the lipase. During solvent-
free transesterification of crude soyabean oil @Wabe et al. 2002; Du et al. 2004) and crude
palm oil (Talukder et al. 2009), phospholipids (Plsre suspected of being at the origin of
the low yields and of the low operational stabildf the catalyst during repeated batch
reactions. Watanabe et al (2002) was the firsiefnt that the adsorption of PLs onto the
enzymatic support led to this loss in activity. Meteless, one can assume that glycerol and
PL adsorption must depend both on the solvent laadapport polarity, and consequently, it
remains of interest to persist in this way.

In this work, our objective was to develop an ediit enzymatic continuous reactor using
crude high oleic sunflower oil to produce fatty cadiutyl-esters containing a majority of
butyl-oleate, presenting principally lubricant peofes. The strategy was to select the best
commercial immobilized enzyme from the point of wieof activity, selectivity and

conversion, and to manage the polarity of the sdlemd of the support in order to insure a
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stable continuous synthesis by avoiding both glylcand phospholipid negative effect on the
enzyme.

Use of crude oils will decrease the price of thes maaterial. Development of a stable
continuous reactor would decrease the cost of nlagnee by producing tons of esters per kg
of enzyme. Finally, the higher resistance to oxatabof the final product will be greatly
appreciated by the market. It will thus be posstblebtain an economically relevant process

producing a molecule with improved properties.

1.4 Material and Methods

I1.4.1 Materials

Four commercial immobilized lipases were obtainemrmf different sources. Their

characteristics are summarized in table 1.

Table I1l.4-1Characteristics of the immobilized lipase tested for transesterification of high-oleic sutower

oil.

Commercial name Enzyme origin Support Hydrophopigfiilicity Source
Novozyme 435 Candi}% ar\r?nl?t)arctica LewaltiéagP oC Medium hydrophobic lzlé)ggfny;?f)s

Lipozyme RM IM  Rhyzomucor miehei  Duolite A568 Hydrophilic lzll(j);zfnyglf)s

Lipozyme TL IM Tg ?lrl:g?r:?))ézes Silica granules Hydrophilic lzlg\elgfny;?%s

Lipase PS Amano
IM

Diatomaceous

Burkholderia cepacia earth

Hydrophilic Amano (Japan)

High oleic sunflower oil was supplied by Syngente&s (Toulouse, France) and contained
85.7% oleic acid, 5.1% linoleic acid, 3.6% steawtd, and 3.5% palmitic acid and 2.1% of

minor fatty acids; the main triglyceride presenthe oil was triolein. The average molecular
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weight for HOSO was calculated at 881 g.th®9% trioleoyl-glycerol, 99%n1,3dioleoyl-
glycerol, 99%sn1(3 monooleoyl-glycerol and 3A molecular sieve wererghased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All otleremicals and solvents were of highest

purity and were purchased from Acros Organics (G&elgium).

I1.4.2 Batch reactions

Reactions were performed in glass tubes. The wraativolved using the correct amount of
crude or refined oil and butanol to fit the desiradlar ratio in the presence or absence of
tert-butanol. The reaction mixture, previously driedhmholecular sieve, was incubated at
40°C for catalysis by Lipozyme RM IR Lipozyme TL IM® and Lipase PS amino IM and
60°C with Novozyme 43% Reactions were kept under magnetic stirring (@80) and were
initiated by addition of the immobilized lipase. éfhchanges in concentration were
determined, in each case, by withdrawing samptas the medium. The sample was diluted

in acetone and concentrations of all the produatsraactants were determined by HPLC.

11.4.3 Continuous reaction.

The reactor was a fixed-bed type. It consisted oblamn (10 mm diameter), maintained at
60°C and containing 10 g Novozyme 435 (bed lendth:cm). The reaction medium
containing crude HOSO (concentration from 200 mM6&0 mM) and butanol (molar
alcohol/oil ratio from 3 to 7) irtert-butanol, previously dried with molecular sieve,swa
pumped using an ISO-3100SD Isocratic Pump (DiokkS@) percolating the packed bed of
enzyme. Solvent free medium, only containing the swbstrates (molar ratio: 5), was treated

by the same system. At the outlet of the reactessel, samples were collected and analyzed.
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11.4.4 Analytical methods.

The product and residual reactant concentratioms aalyzed using a Dionex Ultimate 3000
HPLC equipped with a 380-LC Evaporative Light Seatty Detector, (Varian, USA) and a
reverse-phase analytical Prontosyl C30 column (E2&nce) (250 mm x 4 mm x 5 um). The
nebulisation and evaporation temperatures were &e@5°C and 40°C respectively. The

nitrogen flow-rate was fixed at 1 |.min

A 40-min ternary gradient with two linear gradistéps was employed: reservoir A contained
pure water, reservoir B contained acetonitrile aggervoir C contained 2-propanol-hexane
(5:4, vlv). Gradients were as follows: 30% A+70%irBO min, 100% B in 15min, 50%
B+50% C in 30 min, followed by isocratic elutiontiwv50% B+50% C for the last 20min. The
flow rate was 1ml.mil and oven temperature set at 40°C. Elution orders: wa
monoacylglycerols, free fatty acids, butyl estatgcylglycerols and triacylglycerols. The

separation 0$n1(3)MAG/sn2MAG forms andsnl1,3DAG/sn1(3),DAG forms is effective.

TAG conversion and, DAG, MAG and ester yields weastculated according to equations Il-
1 to 1I-4 respectively where [Esters the Ester concentration at timgMAG]; is the MAG
concentration at timg [DAG]; is the DAG concentration at tinteand [TAG]} is the TAG

concentration at time The subscript O refers to concentration at théairtiime.
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e =1- [[122]] (Eq. I11)
_[pAg],

X bac [TAG] (Eq. 11-2)
_[MAg]

Xwne = [TAG] (Eq. 11-3)

_ Ested (Eq. II-4)

ester — m

1.5 Results and Discussion.

The main objective of this work was to optimize efficient continuous enzymatic packed
bed reactor (PBR) for the transesterification afder high oleic sunflower oil (HOSO) with
butanol. As enzymologists aiming to develop an eaanally relevant process, we first had
to select an appropriate enzyme and reaction medidendecided to focus on immobilized
enzymes commercially available on a large scalee Gloice of the reaction medium is
crucial because it influences the enzyme actiapnversion at thermodynamic equilibrium,
selectivity, solubility of substrates and produatgl consequently the stability of the reactor.
Ideally, a solvent-free process should be used. é¥ew in many cases, the presence of a
solvent is essential, to ensure catalysis (Isol.eR@01), to control the partition of polar
compounds between the medium and the immobilizezké (Halling 1990) and to orientate

the thermodynamic equilibrium (Janseen et al. 1993)

In the present study, we proposed to explore buotiset options. The solvent we chose was

tert-butanol, a solvent of medium polarity, able toukdlize both glycerol and other polar
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compounds (phospholipids, etc.) as well as apaampounds (TAG, DAG, MAG and esters).
The choice otert-butanol was motivated by its ability to preserkie fictivity of Novozyme
435 and to improve its stability (Du et al. 200@methyl-2-butanol was also tested and gave
similar results (data not shown) btért-butanol presents additional advantages such as
relatively low cost and a low boiling point facéting its evaporation and recovery during

down-stream processes.

I1.5.1 Lipase screening in batch reactions.

Four commercial immobilized lipases, namely LipoeyRM IM, Lipozyme TL IM, Lipase
PS Amano IM and Novozyme 435, were screened tocts¢he one offering the best
performance, with and withouert-butanol as solvent in batch reactions. A butanel-t
triglyceride molar ratio of 4 was applied to shife thermodynamic equilibrium towards ester
synthesis. In order to assess the effededfbutanol, initial TAG concentrations of 200 mM
in tert-butanol were used. In this condition, the promortof the solvent represents 73% of
the reaction volume. For solvent-free systems, eotrations of 748 mM were obtained for a
molar ratio between substrates of 4. Working temijpees for each enzyme were optimized,
l.e. 60°C for Novozyme 435 and 40°C for the thrédeeplipases. In order to observe the real
behavior of the lipases, refined HOSO was useduastsaite in batch reactions to avoid
interference from minor components. The progressiohAG conversion and product yields
(DAG, MAG and esters) versus time are presenteBigare 11.5-1 for medium containing

tert-butanol and in Figure 11.5-2 for solvent-free medi
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Figure 11.5-1 Kinetics of transesterification of refined high-oleic sunflower oil with butanol in tert-butanol
catalyzed by Novozyme 435 (A) at 60°C, Lipozyme RNM (B), Lipozyme TL IM (C) and Lipase PS
Amano IM (D) at 40°C. Symbols represent the conveisn yields of TAG (0), and DAG (@) MAG (A) and
esters @). Initial conditions: 200 mM refined oil, 800 mM hutanol in tert-butanol as solvent, 20 mg

Novozyme 435, and reaction volume: 10 ml.
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Figure 11.5-2 : Kinetics of transesterification of refined high oleic sunflower oil with butanol in sdvent free
medium catalyzed by Novozyme 435 (A) at 60°C, Lipgme RM IM (B), Lipozyme TL IM (C) and Lipase
PS Amano IM (D) at 40°C. Symbols represent the comvsion of TAG (¢) and DAG (o) MAG (A) and
esters @) yields. Initial conditions: 748 mM refined oil, 230 mM butanol, 20 mg Novozyme 435, and

reaction volume: 4 ml.

In both media, Lipozyme RM IM presented the lowpstformance. The reaction rate of

triglyceride alcoholysis was slow and ester yiedhained low.
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The behaviours of Lipozyme TL IM and lipase PS Amév were similar. After 48 hours in
tert-butanol and after 10 hours in the solvent-free iomadit can be considered that reactant
concentrations were stable. These two enzymes misgs@ remarkable TAG consumption
activity with almost total conversion (99%) obtairefter only 10 hours.

In both media, DAGs were rapidly produced in thestfi2 hours of reaction to reach a
maximum and were re-consumed before equilibrium rgashed (30 to 33% in solvent-free
medium and 17% itert-butanol). MAG yields reached a maximum of 30-33%ra60 hours

in tert-butanol medium and ~43% after 10 hours in solyesg-medium. They were slowly
re-consumed in the solvent-free system. Butyl estazre more efficiently produced with

tert-butanol: a final yield of 79% was reached and @d%6 in solvent-free conditions.

The DAGs and MAGs produced belonged to $h&,2andsn2series. The high proportion of
these co-products is assumed to result from theagpecificity of the two lipases. Indeed,
they were previously reported a&®11,3 regiospecific, as was the lipase frdR miehel,
(Hernandez-Martin and Otero 2008). An acyl-mignatijorocess can occur spontaneously
leading to a rearrangement frorenl(3),2DAG and sn2MAG to their respective
thermodynamically stable formsn(1,3DAG andsnl1(3)MAG) which can be converted by
the lipases. MAGs reach an equilibrium resultingaisn2MAG:sn1MAG ratio of ~1:9,
while long-chain DAGs typically display a ~1:2 @tof sn1(3),2DAG to sn1,3DAG at
equilibrium (Compton et al. 2007; Laszlo et al. 800t has been demonstrated that acid and
base impurities and enzymatic support carrying gdgrcatalyze acyl-migration (Fureby et al.
1996). Extensive acyl migration occurred in aliphdbydrocarbons and water-miscible
alcohols. In our work, thesn2MAG produced are not converted by this mechanism,
suggesting that the reaction media and enzymappasts do not offer ideal conditions for

acyl migration (dry medium, non-water-miscible dots). Compton et al. (2007) and Lazslo
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et al. (2008) demonstrated that at 40°C and inabsence of catalyzing agent, the acyl-
migration is relatively slow: only 20% conversiori sn2MAG into sn1(3)MAG and
sn1(3),2DAG into sn1,3DAG were reached in ~120 hours and ~200 hoursentisely.
Acyl migration was accelerated at 60°C, and 20%vemion was attained in 24 hours for
MAG and ~30 hours for DAG.

The complete transesterification of HOSO into gigt@and esters catalyzed by Lipozyme TL
IM and Lipase PS amino IM at 40°C is highly limitbg thesnl,3regiospecificity of these
enzymes and by the slow migration rateso2MAG and sn1,2MAG at the considered

reaction temperature.

Novozyme 435 provided lower activity towards TAGsn the two previous lipases. 95%
conversion was only attained after 48h in solveaéfconditions, and in 58h wittert-
butanol. Novozyme 435, a non-regiospecific lipaga&s able to catalyse the transesterification
of fatty acid both orsn1(3)andsn2 glycerol positions (Hernandez-Martin and Otero @00
Indeed, Novozyme 435 was, among the four lipasaedethe lipase which gave the highest
yield of butyl esters (around 87% in both mediainimizing DAG production (8% and 4%
for tert-butanol and solvent-free systems respectively) A& production 20% and 0% for

tert-butanol and solvent-free systems respectively).

The analysis of the final reaction medium showest MAGs were mainly produced in the
form of sn1MAGs. This is thought to be the result of both émzyme specificity and of acyl-
migration which is accelerated at 60°C and possiryanced by the enzyme support

(Lewatit VP OC).
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An extra advantage of Novozyme 435 arises fronfdhethat it is immobilized on a support
that is medium hydrophobic compared to the hydiaplines used for the other lipases
(tablel). It could limit adsorption of polar compuls present in the medium (glycerol, PLSs)
in continuous transesterification conditions. Thih$s enzyme was selected for the following

experiments.

At this stage, the solvent-free system presentat@dvantages in terms of conversion and
selectivity. Moreover, it respects the principlels gpeen chemistry (Anastas and Warner
1998). Howevertert-butanol was not discarded to evaluate its rolghospholipid and

glycerol tolerance during the comparison betweeeand refined oils.

[1.5.2 Crude oil vs refined oil

Figure 11.5-3 compares the yields of butyl estesduction during butanolysis of crude and
refined HOSO, in the presence or absenceteofbutanol as solvent. In solvent free
conditions, the rate of butyl ester production #a3-fold lower with crude oil than with
refined oil as substrate: the initial rate of buggter synthesis was calculated at 198 pmol.min
! g for refined HOSO and 88 umol.nim™* for crude HOSO. As a consequence, equilibrium
was reached in 28 hours for refined HOSO (97% Yieldereas it was not reached after 48
hours for crude HOSO (79% vyield). Watanabe et24l02) demonstrated that crude soybean
oil did not undergo methanolysis with Novozyme 4Bb a solvent-free system, but
degummed oil did. It was identified as the consegaeof the presence of phospholipids in
crude oil.

In contrast, intert-butanol, no difference in activity was obtainedetiter the HOSO was
refined or crude. The presencet@ft-butanol was therefore thought to improve phospibli
solubility and consequently enable its adsorptiortoothe biocatalyst to be restricted.

Talukder et al. (2009) obtained a 10% lower actiwihen crude palm oil was used instead of
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refined oil during methanolysis itert-butanol. They demonstrated that the higher the
phospholipid content, the lower the activity. Thrade HOSO used in this study contained
385 mg/kg (i.e. 0.04 % wt) of PL. At similar levelBalukder et al. (2009) observed a 5%
decrease in activity. However, they used highessate concentrations (500 mM of oil) and

consequently the effect of the medium polarity vess pronounced than in our study.
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Figure 11.5-3: butyl ester yields obtained during transesterification of refined ¢) and crude @) high-oleic
sunflower oils for production of fatty acid butyl esters with tert-butanol (empty signs) or without solvent
(filled signs). Reaction conditions: (i) withtert-butanol: 250 mM refined or crude oil, 1000 mM butanol, 50
mg Novozyme 435, and reaction volume: 10 ml; (ii) Mhout solvent: 702 mM refined or crude oil, 3510

mM butanol, 50 mg Novozyme 435, and reaction volumd ml.

Therefore, the use @ért-butanol appears to be a good strategy to elimitneron-desirable
effects of PL when using crude oils. This woulddwen more crucial in a continuous PBR
where the accumulation would lead to excessivedbsstivity.
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11.5.3 Effect of the butanol/TAG molar ratio in continuous packed bed reactor.

The ratio between the quantities of alcohol andlerail is an important factor that has to be
taken into account in a transesterification reactio has been demonstrated that the optimal
molar ratio is dependent on the type of lipase thedype of alcohol (Rodrigues et al. 2008).
During transesterification of HOSO, an optimal malATAG molar ratio of 4 was reported
(Dossat et al. 2002). Nevertheless, these authmesned high levels of remaining DAG and
MAG, lowering the ester yield. Moreover, they id&at butanol as a competitive inhibitor in
the reaction. The butanol/HOSO molar ratio shoh&tdfore be adapted to optimize the yield

of transesterification as well as the level of\atyi

The reaction medium composition was analyzed irPfBR outflow at the steady state during
the continuous transesterification of solutionstaoing 200 mM or 500 mM crude HOSO in
tert-butanol. Figure 11.5-4 presents the average yi@tiSTAG, DAG, MAG and Esters,

calculated over a period of ten days. Whateverr#t®, no loss of activity was observed
during this period, enabling yields to remain canst The polarity of the medium enables

glycerol and PL adsorption to be avoided and camsetly, a stable reactor to be obtained.

Whatever the butanol/TAG molar ratio and the ihiiancentration, TAG were completely
consumed, with conversion levels of over 99% (aatashown). Nevertheless, the molar ratio
strongly influenced product composition at equilion. DAGs and MAGs were poorly

converted when butanol was present in stoichiom@toportions with yields of 15.3% and
64% respectively for an initial TAG concentratioh290 mM. Their consumption became

enhanced when the initial quantity of butanol wasréased. Their respective average yield
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fell to 1.9% and to 27.4% for a molar ratio of 4s A consequence, the butyl ester yield

increased from 64.4% for a molar ratio of 3 to 88.fbr a molar ratio of 4.
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Figure 11.5-4 : DAG (A), MAG (©) and Ester (@) yields measured in the PBR outflow at equilibriumwith
increasing butanol / oil ratio. Reaction conditions (i) empty signs and black line: 200 mM crude higloleic
sunflower oil, 600 mM, 800 mM, 1000 mM butanol irtert-butanol, (ii) filled signs and dotted line: 500
mM crude high-oleic sunflower oil, 2000 mM, 2500 M and 3500 mM butanol in tert-butanol; PBR

containing 10 g of Novozyme 435, temperature: 60°C.

At an initial concentration of 200mM, the use ahalar ratio of 5 did not achieve a decrease
in the MAG vyield (27.0%) whereas it was signifidgndecreased when a concentration of
500 mM was fed into the reactor. Under these carditthe MAG yield reached 12.9%
(initial oil concentration of 500 mM and molar @atf 5). Consequently, the use of a molar
ratio of 5 enabled an increase in ester productlmyield being increased from 87.6% for a
molar ratio of 4 to 94.8%.
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Higher proportions of butanol did not greatly deme MAG production, with a yield of

10.4% at a ratio 7 at an initial concentration @0 $nM. Moreover, the use of higher substrate
ratios would lead to higher inhibition phenomenae do the alcohol, causing losses in
productivity. For these reasons, a butanol/TAG maktio of 5 appears to be the best

compromise and was adopted for further PBR optititina

11.5.4 Effect of initial TAG concentration in continuous PBR.

The quantity of crude oil feeding the reactor daiees the global reactor productivity and is
at the origin of the economic relevance of the renprocess. However, it has a strong
influence on the polarity of the medium with numesoconsequences such as a different
thermodynamic equilibrium, variation of enzymatictieity and different partitions of

glycerol and PLs between the medium and the supgp@tzyme.

The effect of the crude oil concentration feedihg teactor was analyzed with a range of
concentrations of 200 mM to 702 mM. The latter @rication corresponds to a solvent-free
system. The objective was to determine the maximfiow rate which enables
thermodynamic equilibrium to be reached in the icamus plug flow reactor. Above this
equilibrium flow rate, the quantities of residuahG, DAG and MAG are significantly
increased. The equilibrium flow rate was determibgdncreasing the flow rate step by step.
The equivalent of five residence times was lefweein flow rate changes and analysis in

order to reach the steady state.

11.5.4.1 Effect of initial TAG concentration on final produmixture.

TAG conversion and the DAG yield were found constah a value of 0.8% and 0.08%
respectively, whatever the initial TAG concentratia the reactor feed (data not shown). As

presented in Figure I.5-5, the productions of MAGd butyl ester were, on the contrary,
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found highly dependent on the initial TAG concetitnta. MAGs were produced with a stable
yield of 26% for initial TAG concentrations rangifiggm 200 mM to 400 mM. Above this
concentration, MAG production fell steadily and yth&ere almost completely transformed

(final yield of 0.1%) for initial TAG concentratienof 650mM.
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Figure 11.5-5 MAG vyield (¢ / left axis) and butyl ester yield & / right axis) measured in the PBR outflow at
equilibrium flow rate and at steady state versus th initial TAG concentration. Point labels representthe
mixture polarity Log(P). Operational conditions: butanol / crude high-oleic sunflower oil: 5/1 intert-

butanol as solvent, PBR containing 10 g of Novozyn#35, temperature: 60°C.

As the residual DAGs and TAGs were constant whatelve initial concentrations, the
production of butyl esters was enhanced inverselé¢ decrease of MAG production. Butyl

ester yields of 91% were obtained for initial camcations under 400mM. The increase of
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initial TAG concentration parallels an enhancenwdriiutyl ester production to reach 99% for
initial TAG concentrations of up to 650 mM.

In brief, it can be argued that the higher the Tédghcentration, the greater the purity of the
butyl esters obtained in the reactor outflow.

This shift in thermodynamic equilibrium observedotigh the conversion of MAG to esters is
thought to arise from the variation of medium pityawhen the TAG concentration is
increased. This is in agreement with results obthiny Bellotet al. (2001) who described the
importance of the reaction medium on the equiltoriposition: polar molecule synthesis is
favored in a polar medium and vice versa.

LogPmedium the polarity coefficient of the reaction mediumas computed by means of
equation II-5 (Du et al. 2007); the polarity coeiint of each individual component (LqgP
was computed using Cosmotherm software (Cosmol@gcmany) (Klamt 2005). The LogP

values are given in figure 5.

LOgR xure = D% LOGP (Eq. II-5)

The presence of MAG is constant up to a LogP coefit of 2.4. Therefore, the MAGs are
favored in medium containingrt-butanol and presenting a polar character (LogP4% Rp
to this polarity, the synthesis of butyl-estersinsreasingly favored, in opposition to the

production of MAGs.

11.5.4.2 Effect of initial TAG concentration on productivity

TAG concentration greatly influenced the equililbnifiow rate, as presented in Figure 11.5-6.
The equilibrium flow rate increased from 21 mfi.for a TAG concentration of 200 mM to a
maximum of 30.6 ml.f for a concentration of 450 mM. In contrast, up4&0 mM, the
equilibrium flow rate decreased drastically to lnbh™ for an initial TAG concentration of
702 mM. Analysis of these results is not trivialchese the initial TAG concentration

influences (i) the quantity of substrate to be @ted, (ii) the reaction rate as a function of
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the reaction kinetics equation, (iii) the equilibri and also (iv) the polarity of the reaction

medium which will influence the kinetic parameté@sndoval et al. 2001).
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Figure 11.5-6 : Flow rates (ml.h") obtained at equilibrium versus initial TAG concertration (mM).

Operational conditions: butanol / crude high-oleicsunflower oil: 5/1 in tert-butanol as solvent, PBR
containing 10 g of Novozyme 435, temperature: 60°C.

From a kinetic point of view, the problem is compl&o have a better insight, we considered

a simple reaction: one substrate gives one prodliilsta reaction rate defined in equation II-
6, wherea is the order of the reaction.
r = kS“

(Eq. 1I-6)

This simple analysis demonstrates that considexifigst reaction order, the equilibrium flow

rate does not depend on the initial substrate curet@n. Up to this value, flow rate
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decreased with high substrate concentrations wthieopposite was observed for values
lower than 1. On the other hand, in general, ancase of polarity leads to a decrease in

enzyme activity.
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Figure 11.5-7 : Productivity of final mixture ( ¢) and productivity of purified butyl esters (o) versus initial
TAG concentrations (mM). Operational conditions: buanol / crude high oleic sunflower oil: 5/1 intert-

butanol as solvent, PBR containing 10 g of Novozyn#35, temperature: 60°C.

The PBR productivity was calculated in terms ofgteiof final product mixture or in terms
of weight of pure esters (Figure I1.5-7). Indee@vesal production strategies can be
developed. The first consists in the conservatioth® monoglycerides produced in the final
product without additional purification. In thisssg MAG can confer lubricant and surfactant
properties to the mixture (Dossat et al. 2002; Keaind Steidley 2005). The second strategy

consists in the production of pure butyl estersthis way, a downstream process of ester
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purification (distillation, etc.) can be necessagpresenting a significant added cost to the

product.

The shape of the two productivity curves was foamdilar with an increase of productivity
when the initial TAG concentration was increasezhfr200 mM to 500 mM. The use of
higher TAG concentrations resulted in a drastiaekese in the production capacity due to the
decrease of the flow rate. As a consequence, aroonige between productivity and ester
purity had to be reached: high productivities cepand to low purity (mixture containing
95.9 mol % of butyl esters) and the highest pufityxture containing 99.6% mol of butyl

esters) is only reached with low productivity.

Consequently, an initial TAG concentration of 50Mmppeared to be a good compromise
between ester productivity (13.8 tons of produerys&g Novozyme 438) and ester purity
(95.9% mol). In these conditiongrt-butanol represents 28% vol. of the reaction medium

If ester purity higher than 96% is required, on&uon could be the use of two plug-flow
reactors, separated by an operation unit for gblcegmoval. We tested this strategy and
succeeded to obtain a butyl-ester yield of 98.8%AQ@Myield decreased to 1.1%) and
consequently an ester purity of 99.6%. Glycerolasafion was performed discontinuously,

by evaporation of the solvent and of the residughibol, and by glycerol decantation.

11.5.5 Reactor stability.

The operational stability of the catalyst in thentbouous process was tested in previously
optimized conditions ie. an initial TAG concentaatiof 500 mM, a butanol/TAG molar ratio
of 5 and a flow rate of 30.6 mi‘h After evaporation of solvent and residual butaaot
decantation of glycerol, 96.0mol % of FAAE, 0.03m6lof TAG, 0.27mol % of DAG and

3.75mol % of MAG were synthesized on average, \&itproductivity of 13.8 tons.yeakg
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Novozyme 433. Finally, a glycerol productivity of 1.2 tons.y&atg Novozyme 435 was

attained during the process.

The system was operated over a period of 50 daywuti any loss in enzyme activity, with
the same average composition in the outflow fothele period. The results suggest that the
lipase can be stable for longer period of time aadsidering a life-time of one year, the
added cost due to lipase to the FAEE mixture isuaBoeuro cents per kg, considering that

Novozyme 435 is priced at 1100 euros-kg

1.6 Conclusions

The use of Novozyme 435 in presencetast-butanol offers a series of advantages for the
transesterification of crude HOSO: (i) high levélagtivity and high yields of conversion are
obtained; (ii) the system can be conducted in dimoous process without inhibition or
instability due to the presence of phospholipidscinde oils or due to the production of
glycerol; (iii) the catalyst does not require regeation and long-term catalysis is possible.
Finally, the use of crude oil containing naturati@xidant will reduce the production price

and would confer to the product improved properdiggreciated for end-users.
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1.1 Résumé

L’originalité du procédé optimisé au travers deanticle n°1 réside dans I'utilisation d’huiles
vierges comme matiére premiéere. Si cela permetitdtéun processus de raffinage pouvant
étre colteux (environ 10% de colts additionnelsylagic diminuer les codts globaux de
production, le réel bénéfice de cette utilisatishla teneur élevée en composés mineurs des
huiles (stérols, tocophérols, phospholipides, autmmposés phénoliques etc...). Ces derniers
conferent aux huiles brutes des propriétés deliséabkydative naturelle accrues par rapport
aux huiles raffinées. Les gains en termes de afgista I'oxydation dans les esters produits
ont été estimés au travers de E&°2rticle.

L’emploi des enzymes, de part leur spécificité diestrats et des conditions douces de mise
en ceuvre, permet d’envisager la préservation degpasés mineurs dans un produit final
hautement résistant vis a vis du stress oxydatifrdacteur enzymatique a lit fixe optimisé
dans le chapitre Il (Article n°1) a été utilisé paffectuer la synthése d’esters butyliques a
partir d’huiles brutes et raffinées de difféerensesurces dans le but d’évaluer I'effet du
procédé sur les composés mineurs présents dahsites Les huiles de tournesol hautement
oléigue, de colza et d'olive ont été choisies pleurs teneurs élevées, respectivement, en
tocophérols et stérols, en phospholipides et enposgs phénoliques. La versatilité du
réacteur employé est telle qu’il est susceptibleccépter des huiles d’origine différente et
donc de compositions en acides gras différentsdifidsence notable de capacité catalytique.
Un mélange contenant 96% mol d’esters butyliquestéaobtenu quelle que soit I'huile
utilisée, les 4% restant étant constitué de morighcgrols, de diacylglycérols et de
triacylglycérols résiduels.

Le dosage des différents composés antioxydants ldartsuiles de départ et les produits de

réaction obtenus en sortie de réacteur continu gitemt d’évaluer le devenir de chacun au
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cours du procédé biocatalytique. Nous montrons aeeun est préserve, seul un effet de
dilution de l'ordre de 1,2 est obtenu. Cet effetdilation est lié au processus réactionnel lui-
méme. La premiére conséquence est que ces compesgadsorbent pas sur le support
enzymatique ce qui permet d’obtenir un réacteurfaiament stable, présentant une
productivité remarquable de 11 tonnes par an ekgaite Novozyme 435. Cela permet de
diluer significativement les codts en biocatalysetar ailleurs, un taux élevé de
phospholipides, connus pour leurs propriétés dagtiants synergiques, est retrouvé dans les
esters issus d’huile de colza brute alors qu’ilst stosents lorsque 'huile de colza utilisée est
raffinée. La teneur de tocophérols et de stérolsumde dans les esters issus d’huile de
tournesol hautement oléique vierge sont 10% et Gp&rgeurs a la teneur obtenue dans les
esters issus d’huile raffinée. Il en est de mémer pes composés phénoliques de I'huile
d’olive vierge qui sont conserves dans les estiers gu’ils sont perdus lors du procede de
raffinage.

La résistance aux stress oxydatifs est estimééapaesure du temps d’'induction sous haute
température et sous flux d’oxygéne (technique docRaat) dans les huiles de départ et les
mélanges d’esters obtenus. Les temps d’inductigraragssent inversement proportionnels
aux taux d’acides gras poly-insaturés présents emnbuiles et les mélanges d’esters. Les
temps de résistance obtenus avec les huiles visoggdégerement supérieurs a ceux obtenus
avec les huiles raffinées. Des temps d’inductios m€langes d’esters tres similaires & ceux
obtenus avec les huiles de départ ont été mesGeda. montre qu’aucun stress oxydatif
particulier n'est engendré par le processus deséstgrification continue ; les esters ainsi
synthétisés conservent les capacités de résis@mdeurs huiles méres. Les esters issus
d’huiles vierges, présentant un taux de composéweurs supérieurs a ceux des huiles

raffinées, développent des résistances a l'oxydatigpérieures. Les esters synthétisés par
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voie enzymatique possedent ainsi des qualitésatbditd supérieures aux normes éditées pour

une utilisation industrielle.

Mot clés: Novozyme 435, transestérification, réacteurt dixe, esters d’acides gras, huiles

vierges, stabilité oxydative
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[11.2 Abstract

Fatty acid alkyl esters are synthesized by traeséisation of vegetable oils for various
industrial applications: bio-fuels, bio-lubricanttc. Susceptibility to oxidation is one of the
main drawbacks to the use of fatty acid alkyl est€@ne way to improve theresistance to
oxidation is to use an enzymatic approach conwgrtirude oils (instead of refined oils)
containing higher levels of natural antioxidantscétinuous packed bed reactor (PBR) filled
with the lipase Novozyme 435 and usteg-butanol as solvent was able to produce mixtures
containing 96 mol% of butyl esters from crude asfthed high-oleic sunflower oils, rapeseed
oils or olive oils with a high productivity of 1bns of ester mixture produced per year and
per kg of Novozyme 435. Phospholipids as well @sosd, tocopherols and other phenolic
compounds were preserved with this enzymatic ajgproBhese compounds were completely
evacuated from the reactor, avoiding their adsonptinto the biocatalyst. In consequence, the
continuous enzymatic reactor was perfectly stablenti@uous lipase-catalysed
transesterification at mild temperature did notegate oxidative stress. The esters obtained
from the crude oils presented a significantly highbility to oxidation (about two times)
compared to esters obtained from refined oils. &Hasty acid alkyl esters, which largely

respect the oxidation norms, would be greatly appted by industry.

Key words: Novozyme 435, transestérification, packed reactor, fatty acid alkyl esters,

crude oils, oxidative stability.
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[11.3 Introduction.

It is now generally acknowledged that fossil reseureserves are finite. Moreover, the
intensive use of this non-renewable carbon is ypaskponsible for the global warming
correlated with the emission of greenhouse gades.dévelopment of renewable substitution
resources and alternative methods of productionbe@®me a necessity. Fatty acid alkyl
esters (FAAE) present a low toxicity, a high biodetability and are renewable, thus
reducing the carbon balafée Their physico-chemical properties depend on e¢hnature
of the feedstock (fatty acids) and on the alkykeeshoiety. FAAE are involved in a wide
range of industrial applications: bio-fuels, bidyicants, bio-solvents, hydraulic and drilling
fluids, cosmetics eté: !,

The susceptibility to oxidation due to ambient exposure is one of the major technical
hurdles facing the use of FAAE. Fatty acid chairdaton, which results in the production of
peroxides and hydroperoxides, harmful for FAAE &mtions, is a complex process that
proceeds by a variety of mechanisms. Oxidation atfyfcompounds has been discussed
extensively in the literatufe®. Since oxidation affects the properties of FAARe tssue has
been addressed in certain specifications in stasd&or example, specifications of biodiesel
oxidative stability are included in European staddaEN 14214 or in American standards
ASTM (ASTM = American Society for Testing and Ma#ds) D6751, both using the method
EN 14112 for measuremént’. Minimum induction times of 6 hours and 3 hourspectively

at 110°C in a Rancimat apparatus are requiredeitivtib standards®. The oxidative stability
of fatty compounds is highly dependant in the degoé unsaturation of the fatty acids.
Nevertheless, many other factors can influenceosiigation of FAAE® ”. While exposure to
high temperatures, the action of light or extrarseonaterial (metals, etc.) can favour

oxidation, the presence of natural or synthetitoaittants can prevent oxidatiGr &,
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Crude vegetable oils, obtained directly by crustangd/or solvent extraction without refining,
exhibit higher oxidative stability than refined $il. This is the consequence of a higher
content in minor components such as tocophertdsyls or phenolic compounds, which are
described as natural antioxiddhtd protecting the oils against degradation. Chemécal
physical refinings result in a decrease of tocophand sterol level¥. The phospholipids
present in crude oils and eliminated during thannefj process are reported to have
antioxidant activities, in synergy with tocophefbl§. Thus, one means of improving the
oxidative stability of FAAE would be to use crudiésanstead of refined oils as raw material,
in order to preserve a large proportion of the auidiants naturally present. Furthermore,
from an economic point of view, avoiding the costéfining process (about 100 €.thn
unpublished data, syngenta intelligence) is aitracthe price of oil sources directly affecting
the cost of FAAE production.

Standard synthesis of FAAE from oil uses chemicdkala or acid-catalyzed
transesterification leading to high reaction raaesl high conversions. Nevertheless, these
chemical approaches have some unavoidable drawlfaciéie reaction temperatures are
often elevated and thus, the processes are enesily’@. The recovery of glycerol, the
reaction by-product is often unfeasible and a lang®unt of waste water from catalysts has
to be treated?. The presence of relatively high amounts of fratgyfacids in the crude oils
can be problematic because alkaline catalysis fbens undesirable sodp$. Finally, the
drastic conditions of chemical catalysis can beoarce of degradation or elimination of
components acting as antioxidants in oils.

In the last few years, transesterification of tylgtycerols from oils using lipase (formally
called, triacylglycerol acylhydrolases, EC.3.1.1.8hder mild conditions for FAAE

production has emergéd. The suitability of lipase catalysis in batch sasterification has
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been widely reported, demonstrating the possibdftyecycling the enzyme in a batch system
with or without solverit?. Plug flow reactors were also successfully deveddf.

Nevertheless, in spite of the interest in enzymastalysis, industrial processes involving
lipase are relatively scarce and limited. The ntaBwback regarding enzymatic processes is
the relatively high cost of the biocatalyst: thevelepment of stable continuous processes is
required in order to lower the influence the enzytust per kilogram of produtt *°. In this
framework, the enzyme has to remain very stablesémeral weeks or even months without
activity loss. One of the crucial points is the tohof the partition of the polar compounds
between the reaction medium and the enzyme suffptitt Several of these polar compounds
have been identified as potentially responsiblepfoicess instability during transesterification
reactions: (i) in solvent-free reactions or in thesence of some hydrophobic solvents,
glycerol has been found to be adsorbed onto tHacof the immobilized lipase shortening
their operational lifetimé®; (ii) unrefined oil did not undergo methanolysisder solvent-
free condition$® 2% this was identified as the consequence of thegoree of phospholipids
in the crude oft® 2% (iii) other polar components (such as phenoliecnpounds) are
susceptible to interfere with the alcoholysis afdz o0il$?.

Nevertheless, these adsorption phenomena depetit golarity of both the solvent and the
support. Solvents with medium polarity likert-butanol dissolve both polar and non-polar
compounds. Several works have shown that thesesrsislvcan eliminate the inhibition
brought about by glycerol producttéf and can reduce inhibition due to BPs®! In a
previous work®, we described an efficient and stable procesgherbutanolysis of crude
high-oleic sunflower oil using Novozyme 435 as biatyst andert-butanol as solvent. We
report here the effects of the continuous transéstdion on the fate of some of the minor
components (PLs, tocopherols, sterols and othenglitecompounds) from several crude

vegetable oils: crude high-oleic sunflower oil (HO)S crude rapeseed oils (RSO) and crude
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olive oil (OO). The benefits of using crude oils terms of oxidative stability was then

evaluated with reference to their correspondinoneef oils

[11.4 Materials and Methods.

I11.4.1 Materials

Crude high-oleic sunflower oil was supplied by Ssni;a Seeds (Toulouse, France) High-
oleic sunflower oil aqueous refining was perfornidITERG (Pessac, France). Crude and
refined rapeseed oils were a generous gift fromeuegAsnieres-sur-Seine, France) Crude
and refined olive oils were purchased from Olveair{SLéonard, France). The fatty acid
composition of the oils is given in Table 1.2-1. nmabilized lipase B fromCandida

antarctica commercially called Novozyme 435, was a genergifis from Novozymes

(Bagsvaerd, Denmark). Folin Cicalteau reagent waishased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). All other chemicals were of theghest purity and were purchased from

Acros Organics (Geel, Belgium).

Table 111.4-1: Fatty acid compositions of the oilsused in this study. HOSO: High-Oleic Sunflower Oil,

RSO: Rapeseed Oil, OO: Olive QOil, tr: traces (<0.1%

HOSO RSO o]e)

Fatty Acids crude refined crude refined crude refined
C16:0 2.9% 2.8% 4.9% 4.8% 10.5% 10.5%
Cil6:1 2.9% 2.8% tr tr 0.6% 0.9%
C18:.0 3.7% 3.7% 1.6% 1.6% 3.5% 3.2%
ci18:1 76.7% 77.5% 61.3% 61.0% 80.3% 79.1%
C18:2 13.4% 12.8% 21.6% 22.0% 4.6% 5.7%
C18:3 0.4% 0.4% 9.4% 9.3% 0.4% 0.5%
C20:1 tr tr 1.2% 1.2% tr tr

3 saturated 6.6% 6.4% 6.5% 6.4% 14.0% 13.7%
> mono-unsaturated 79.6% 80.3% 62.6% 67.4% 80.9% 80.0%
> poly-unsaturated 13.9% 13.3% 31.0% 31.4% 5.1% 6.2%
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I11.4.2 Continuous transesterification in a packed bed redor.

The fixed-bed reactor consisted in a thermostaé®dQ) glass column (10 mm diameter)
containing 10 g of Novozyme 435 (bed length: 11¢¢M). The reaction medium containing
500 mM oil and 2.5 M butanol (molar alcohol/oilicabf 5) with tert-butanol as solvent was
continuously pumped using an ISO-3100SD Isocratim® (Dionex, USA) into the packed
bed of Novozyme 435 at a flow rate of 0.4 ml.thit the outlet of the reaction vessel,
samples were collected and analyzed. FAAE was exedvafter solvent removal in a Buchi
rotary evaporator under vacuum (15 mbar) and 607 glycerol produced during the

reaction was removed using a separating funnel.

111.4.3 HPLC analysis.

The product and residual reactant concentratioms wealyzed using a Dionex Ultimate 3000
HPLC equipped with a 380-LC Evaporative Light Seatty Detector, (Varian, USA) and a
reverse-phase analytical Prontosyl C30 column (E2&nce) (250 mm x 4 mm x 5 um). The
nebulisation and evaporation temperatures were &e@5°C and 40°C respectively. The
nitrogen flow-rate was fixed at 1 |.min

A 40-min ternary gradient with two linear gradistéps was employed: reservoir A contained
pure water, reservoir B contained acetonitrile aggkrvoir C contained 2-propanol-hexane
(5:4, viv). Gradients were as follows: 30% A+70%B0 min, 100% B in 15 min, 50%
B+50% C in 30 min, followed by isocratic elutiontwi50% B+50% C for the last 10 min.

The flow rate was 1 ml.mthand oven temperature set at 40°C.

111.4.4 Quantification of fatty acids in oils.

The fatty acids present in the oils were methylateal fatty acid methyl esters (FAME) using
trimethyl sulfonium hydroxide (TMSH, 0.2 M in metia, Macherey-Nagel, Germany). GC
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analysis was carried out on a Hewlett-Packard 3f@&0chromatograph equipped with a 50 m
x 250 um x 25 um WCOT fused silica column with plodar bonded phase CP-Select CB for
FAME (Varian) and a flame ionization detector withromeleon® (Dionex) acquisition
software, under the following conditions: carriersgh\ flow 50 mL.miri* oven temperature
50-75 °C at 9 °C.miMl 75-140 °C at 13 °C.mih 140-180 °C.mift at 1.5 °C.mift and finally
180-240 °C at 4.5 °C.mifh injector temperature 140 °C, detector tempera266°C with 40
mL.min? H, flow and 450 mL.mitt air flow. Identification and quantification of nist
esters were based on the comparison of retentioestiand peak areas of serial dilutions of
commercial standards. Internal standards were @@:6hort carbon chain length fatty acids

and C19:0 for medium length chains.

111.4.5 Minor component and oxidative stability analysis.

Analysis of tocopherols, sterols and phospholipdsrude and refined oils, and in esters
synthesized from crude and refined oils were peréat by ITERG (Pessac, France). The
tocopherol content was determined according todst@hNF EN ISO 9938, Sterol content
was determined according to standard NF EN 1SO 8222 Phospholipid content was
determined according to standard NF ISO 10540-hifgin contenté® and standard NF 1SO
10540-2 for low contenfs’.

The concentration of total polyphenol in refineddarude OO and FAAE were estimated
according to a previously reported procefffkeOne-gram samples were extracted 3 times
with 2 ml of methanol. Methanol was evaporated uraldlow of nitrogen. Extracts were
washed twice with 3 ml of hexane and evaporateceuadflow of nitrogen before dilution
with 1 ml of methanol. 0.1 ml of washed extract vasited with 6 ml HO and 0.5 ml of
Folin Cicalteau reagent. After 1 minute, 2 ml of,8@; 15% solution was added and the

solution made up to 10 ml with distilled water. Abdsance was measured at 700 nm using a
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VersaMax tunable microplate reader apparatus (MddecDevices, Rennes, France).
Calibration was done using caffeic acid standahdtiems (0-1 mg.mt).

Oxidative stability analysis was performed by ITERBessac, France) using a Rancimat
model 743 from Metrohm (Villebon Courtaboeuf, FrandMeasurements were according to
standards NF ISO 6886 (98°C, 207,18 g samples¥® and NF EN14112 (110°C, 10 th3

g samplesy.

[11.5 Results and Discussion.

111.5.1 Production of FAAE from crude and refined oils.

In a previous work®, we reported the process optimization for effici@ontinuous
transesterification of crude and refined high-olgimflower oil with butanol in a plug flow
reactor. Novozyme 435 was chosen as catalyst $anah regio-specific characteristics, i.e.
the ability to completely convert the triglyceridesoil into FAAE. A molar ratio between
alcohol and oil of 5 was chosen in order to maxénibe conversion into ester, thus
minimizing the level of remaining monoacylglycerMAG), diacylglycerol (DAG) and
triacylglycerol (TAG). Tertbutanol was used as a solvent to obtain reactdnilsy week
after week thanks to minimization of the adsorptedrphospholipids from crude high-oleic
sunflower and of the adsorption of the produceclgl. The best ester purity (96%) and
productivity (13.8 tons of ester mixture produced pear and per kg of lipase) were obtained
with an initial oil concentration of 500 mM. Prosestability was tested over a period of 50
days without encountering any loss of activity,ying the viability of the process.

Unrefined vegetable oils containing natural antiaxits are usually found to have improved
oxidative stability compared to refined &% Natural antioxidants have also been
deliberately added to FAAE to improve their oxidatistability*". The type and amount of

natural antioxidants in oil depend on the oil seuand the cultivar. It is then of interest to
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compare the properties of FAAE synthesised fronderand refined oils of different types
presenting different predominant sources of andiami. Therefore, FAAE from crude and
refined high oleic sunflower oils (HOSO), rapeserld (RSO) and olive oils (OO) were
produced by this continuous PBR.

The feeding flow rate was set at 24 ritlin order to reach the equilibrium whatever the oil
used in the transesterification process during @8r$ 1 No significant differences were
observed in the resulting mixtures of butyl esterth the different oil sources (data not
shown). Mixtures containing 96.0 mol % of FAAE, 8.0l % of TAG, 0.3 mol % of DAG
and 3.8 mol % of MAG, after solvent and butanolparation and glycerol separation, were
collected in the PBR outflow, irrespective of theused as substrate. Whatever the oils, no
decrease in activity was observed during the 72<shotioperation. It can be concluded that
the reaction is able to rid all the species outha reactor. In other word no adsorption
detrimental to the enzyme activity was observedhése conditions, high ester productivities

of 11 tons per year and per kg of Novozyme 435 wesehed.

I11.5.2 Influence of transesterification process on phosphipid content.

Phospholipids (PLs) are important components ofleroils and are almost completely
removed during refining. They represent the maiacgs removed during refining. They
present antioxidant properties, particularly thoseith free amino groups

(phosphatidylethanolamine and phosphatidylserifle® main mechanism of the antioxidant
phenomenon is due to a synergistic effect betweks &nd tocopherdfd: %2 The

preservation of high levels of PLs in ester mixtuteas a positive effect on oxidative
stabilisation. Moreover, the amphiphilic propertiek PLs give to the FAAE, surfactant

properties that can be useful in some industriplieations.
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Because crude RSO contains a higher quantity ofdehgpared to the two other oils (HOSO
and OO), it was used to analyse the fate of PLar afbntinuous transesterification with
Novozyme 435. Phosphorus content was measuredlameisynthesized ester mixtures (after
alcohol evaporation and glycerol separation) adogrdhorm NF ISO 10540-1 for high
content€® and the norm NF ISO 10540-2 for low cont&itsThe PL concentrations were
deduced using the classical conversion factor 6£'30he results are presented in Table

[1.5-1.

Table III.5-1: Phosphorus concentrations and calcw@ted phospholipid concentrations in crude RSO

(rapeseed oil) and butyl-ester mixtures.

Phosphorus Phospholipid
content (mg/kg) content (mg/kg)
Crude RSO 122 3660
Crude RSO Esters 98 2940

The dilution factor brought about by the transeltation process was calculated at a value
of 1.18. The ratio between the PL concentrationgile RSO and in ester mixtures obtained
from crude RSO was 1.24, i.e. close to the factatilation caused by the reaction. It was
concluded that PLs were preserved during the cagaprocess. Nevertheless, the form under
which we recovered the phospholipids remained uwkndNovozyme 435 has already been
reported as being non-active for hydrolysis of tliod®” but is able to catalyze
transesterification reactions with substituents position sn1 of PL$* 3¢l If the
transesterification of PLs was complete, two estalecules and a lyso-phospholipid

molecule would be produced. This last one wouldiéhis case, recovered in the glycerol
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phase. In the present study, the phosphorus waslgnecovered in the ester mixtures (oily
phase). This would indicate that PLs remains dgdron position sn2 and/or sn1.

The chemical structure of PLs with their large pdiaad composed of a phosphate residue
esterified with a polar compound (choline, sergtbanolamine, etc.) confers an amphilic and
polar character to the PLs. Therefore, in a nompaiedium (like free solvent system or
systems containing apolar organic solvent), they able to adsorb to the Novozyme 435
support® 2! leading to a decrease of the lipase activity arehdowering stability during
repeated reactions. It can be assumed that thereéhate a polar layer around the biocatalyst
limiting the diffusion of non-polar compounds frdire reaction medium to the enzyme. This
hypothesis has already been proposed for watereiresterification reaction in-hexané’!

and for glycerol produced during the transestextfan reactiol®.

The accumulation of polar compounds in the reacdordiminish the lipase activity, and their
evacuation from the reactor is needed in orderamtain a high-efficient catalyst& *® No
loss of activity was observed during transestaifan of crude RSO during 3 days.
Moreover, a high PL concentration in the ester arixt close to the value of dilution, would
suggest that no adsorption of PL occurred durirey ¢htalysis. The use of a solvent of
medium polarity fert-butanol) would insure perfect evacuation of thes flom the reactor.

The good stability of the transesterification réatin the PBR is thus guaranteed.

111.5.3 Influence of transesterification process on tocophiel and sterol contents.

The variation of the tocopherol and sterol con@iins during enzymatic transesterification
was estimated by the analysis of a number of sarfpden an aqueous HOSO refining plant

(ITERG, Pessac, France) and of the FAAE producad them.
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Tocopherols are the main natural antioxidants iAEAmixtures synthesized from vegetable
oils B 37 Their antioxidant activity is related to theisomant structure and the antioxidant
efficiency is ordered as follow$- > y- and >a-tocopherols. Their antioxidant efficiency is
dependent on their concentratils A number of plant sterols, especialy- and A’-
avenasterol have been reported as acting as afuiutsi at elevated temperatiitesvhile
sterols such as ergosterol are effective in theteption of oils against thermal
polymerisatiof®. The antioxidant and anti-polymerisation propertié sterols are related to
the presence of ethylene groups in the sterol chidéns and their degree of unsaturdffor?’
The processing of rich raw materials (crude oilseffned oils) and the preservation of high
levels of tocopherols and sterols during transesi@tion reactions is thus a way to improve

the stability of the FAAE produced.

The tocopherols in crude HOSO are mainfytocopherols with a concentration of 579 mg/kg
(94% of the total tocopherols) afetocopherol with a concentration of 31 mg/kg (5% o
total tocopherols). The variation of total tocogileroncentrations in HOSO and FAAE at
different stages of a refining process was measaneds represented in Figure I11.5-1. Total
tocopherols decreased slightly during the refinimgcess as already repot&d A loss of
~20% in their total concentration was obtained leetvcrude and refined HOSO during the

refining process.
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Figure 111.5-1: Total tocopherol concentration (mgkg) in high-oleic sunflower oil @®) and butyl ester
mixtures (o), at different stages of the aqueous refining pr@ss. Reaction conditions: Packed bed reactor

containing 10g of Novozyme 435, flow rate: 24.mlih temperature: 60°C.

Taking into account the dilution factor of tocoptledue to the reaction (1.2), it can be
concluded that tocopherols are perfectly presertedng the transesterification process
whatever the initial quality of HOSO.

Bostyn et al. (2008’ determined thati-tocopherol naturally are deteriorated at a rat@.6f

to 36 ppm.H at temperatures ranging from 50°C to 150°C. Thiel teimperature conditions
i.e. 60°C applied to the continuous enzymatic gatalin the PBR and the residence time
defined for optimal conditions (about 0.4 hourgddo low degradation of the tocopherols.
The individual tocopherols were measured in crudd eefined HOSO and butyl-ester
mixtures produced from them. The concentrationgpagsented in Table I11.5-2. Because the
contents were not differently affected by the nefgnprocess, it can be considered that all the
tocopherols are preserved during the enzymatidysidan the PBR. The tocopherol content
was 19.8% higher in the ester mixture synthesizenh fcrude HOSO than the one produced

from refined oil.
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Table I11.5-2: Individual tocopherol/tocotrienol concentrations (mg/kg) in crude and refined HOSO

(High-Oleic Sunflower Oil) and butyl esters produce from them.

Refined HOSO ReEff;ee:f :grgo Crude HOSO ESterSHfg’gnocr”de
Tocopherols
(mg/kg)
a 463 367 579 478
B 33 34 31 25
Yy 7 7 7 6
d >2 <2 2 <2
Tocotrienols
(mg/kg)
a <2 <2 <2 <2
B <2 <2 <2 <2
y <2 <2 <2 <2
d <2 <2 <2 <2
Total (mg/kg) 503 (= 75) 408 (+ 76) 619 (+ 93) 509 (= 76)

The evolution of total sterol concentrations in HD&nd FAAE at different stages of the
refining process is represented in Figure Ill.5FBe sterols were slightly decreased during
the refining process essentially in the first stafjeefining. A 9% loss was attained after
whole refining process. No loss of total sterolssvedserved during the transesterification

process. The observed decrease is the result dilth®n caused by the reaction.
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Figure 111.5-2: Sterols (mg.100g") contained in high-oleic sunflower oil §) and butyl ester mixtures ), at
different stages of the aqueous refining process.eldction conditions: Packed bed reactor containingQg

of Novozyme 435, flow rate: 24.ml.1, temperature: 60°C.

The individual sterols were identified in crude aredfined HOSO and in ester mixtures
produced from these oils. The relative proportiame presented in Table 111.5-3. Crude
HOSO contained mainly-sitosterol (58.8% of the total sterols), campesdtdil.7%),

stigmasterol (9.5%)7-stigmasterol (9.2%) and7-avenasterol (3.2%). The proportion of
individual sterols remained unchanged in the asigtures. Consequently, it appears that the
sterols are preserved during the lipase-catalyrmusésterification process. The amount of
sterol in the ester mixture obtained from crude @O&as 11.6% higher than in the mixture

obtained from refined HOSO.
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Table 111.5-3: Individual sterol proportions (%) in crude and refined HOSO (high-oleic sunflower oils)

and butyl esters produced from them.

. Esters from Esters from
Sterols Refined HOSO Refined HOSO Crude HOSO Crude HOSO
Cholesterol 0.1% 0.2% 0.1% 0.2%
Brassicasterol 0.3% 0.3% 0.4% 0.4%
24 MethylCholesterol 0.2% 0.2% 0.1% 0.1%
Campesterol 11.4% 11.3% 11.7% 11.6%
Campestanol 0.2% 0.2% 0.1% 0.2%
Stigmasterol 9.0% 9.0% 9.5% 9.4%
A7 Campesterol 3.1% 3.2% 2.5% 2.6%
28 Stigmastadienol + 0.9% 1.1% 0.8% 1.0%
[3-Sitosterol 58.5% 58.3% 58.8% 58.5%
Stigmastanol 0.5% 0.5% 0.3% 0.3%
A5 Avenasterol 1.8% 1.8% 2.6% 2.6%
A524 1.5% 1.4% 0.6% 0.7%
Stigmastadienol
A7 Stigmasterol 9.6% 9.8% 9.2% 9.3%
A7 Avenasterol 2.9% 2.7% 3.2% 3.1%
Non identified <0.1% <0.1% 0.1% <0.1
Total Sterols
(Mg/100g) 286.0 241 314.0 269

111.5.4 Influence of transesterification process on phenaticompound content.

Phenolic compounds, other than tocopherols, comdain vegetable oils such as lignans,
hydroxy-cinnamic acids, etc. are recognized asngtantioxidants. They are, for example,
responsible for the outstanding oxidative stabiliy sesame and olive dfls Esters of

polyphenolic acids have been tested to improvesthigility of methyl esters (biodiesét.

The phenolic compounds are part of the polar foactf oils. Consequently, like other polar
compounds (PLs and glycer8l, they are susceptible to be adsorbed onto the bilized
lipase, leading to the above mentioned problemmguwatalysis, . Their evacuation from the
reactor thus helps ensure catalytic stabilitys ltherefore useful to estimate the variations in

the concentrations of these phenolic compoundsduhie continuous enzymatic process of
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transesterification, either for reactor stabiligsues or in order to conserve their strong

antioxidant properties in the final FAAE produced.

Olive oil, one of the richest oils in phenolic conymds, was chosen for this estimation.
Concentrations of phenolic compound, expressedgasfmaffeic acid equivalents per ml, in

crude and refined OO and in the corresponding FAAEpresented in Table 111.5-4.

Table 111.5-4: Phenolic compound content in crude ad refined olive oils (OO) and fatty acid alkyl estrs

(FAAE), expressed as g equivalents caffeic acid per

g Eq. Caffeic Acid.I"

Qil FAAE
Crude olive oil 0.48 0.43
Refined olive oil 0.19 0.19

The OO refining process significantly reduced tingoant of phenolic compounds, with a
60.2% drop. It can be assumed that phenolic congswrere not lost during the enzymatic
reaction, either by degradation or by accumulaiiorthe reactor, the observed decrease

(factor 1.18) being due to the dilution inducectl reaction.

111.5.5 Oxidative stability of FAAE.

The Rancimat method provides an accelerated estimaf resistance to oxidation of oils and
ester mixtures. The method is based on the fattah#he end of the induction time, volatile
compounds are formed in oxidized oils or fats. ©kelation is induced by constant aeration
of a sample heated to a constant temperature. dlaéle products are collected in water and

their levels are measured through the variatiorelettric conductivity induced by their
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dissolution. During oxidation, the conductivity thfe water drops indicating the end of the

induction period.

Standard NF EN 14112 specifies that 3g samples tabe analyzed at 110°C with an air
flow of 10 L.h'. However, these parameters do not approximatedhéitions likely to be
encountered during industrial applications or dyriypical storage of the FAAE. Under the
conditions of this standardized test, unsaturatechpounds generally undergo oxidative
degradation in a relative short period of titffle Short induction periods can make it harder to
compare the oxidative stability of crude and rafimds and FAAE and can underestimate the
influence of natural antioxidants. Therefore, stdd NF ISO 6886 proposing conditions of
analysis with an air flow rate of 20 *tbut a lower temperature (98°C) was used in addlitio
to standard NF EN 14112 (Table 111.5-5). This asptiom was observed in our experiments
where induction periods obtained with norm NF ENL12 were between 2 and 4 time shorter

than norm NF ISO 6886.

As expected, the oxidative stability of the oilgestigated in this study was correlated to their
fatty acid compositiofy & 2 The longest induction times were obtained for @0&hd OO
(crude or refined), which are mainly composed ofnownsaturated oleic acid. RSO,
containing higher quantities of poly-unsaturatettiyfacids, presented induction periods less

than a third as long.
The differences between induction times obtaineth wrude and refined HOSO and RSO

were under the level of the method uncertainty (L5%evertheless, the tendencies would

suggest a higher stability with the unrefined oilbe difference was more pronounced for
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OO where the induction period was two or three tiomger for unrefined oil with standards

NF EN 14112 and NF ISO 6886 respectively.

The induction times measured with FAAE followed g@me profile as that of oils i.e. oils
HSO and OO oils showed greater resistance to aaidhan RSO. The differences of
induction time bteween FAAE obtained with crude armdined oil were significantly

different. With norm NF ISO 6886, the resistanceotadation was 65%, 96% and 101%
higher when crude HOSO, crude RSO or crude OO weesl in the process. Because
induction times were shorter with norm NF EN 141tt& difference between the induction
periods of FAAE produced from crude oils and frosfirred oils are less marked with this

method: 7% for HOSO, 82% for RSO and 26% for OO.

Table Il1.5-5: Induction periods (h) of oils and fatty acid alkyl esters (FAAE) from different sources
obtained with the Rancimat method. The method unceainty is 15%. HOSO: High-Oleic Sunflower Oil,

RSO: Rapeseed Oil, OO: Olive Qil

oil FAAE
NF 1SO 6886 NF EN 14112 NF 1SO 6886 NF EN 14112
(98°C / 20L.h"" / 3g) (110°C / 10L.h™ / 3g) (98°C /20L.h" /3g)  (110°C/10L.h""/3g)
Crude HOSO 65.7h 24.6h 50.7h 23.3h
Refined HOSO 56.8h 23.8h 30.8h 21.7h
Crude RSO 18.1h 7.5h 25.1h 10.4h
Refined RSO 17h 7.9h 12.8h 5.7h
Crude OO > 70h 37.1h > 70h 17.5h
Refined 0O 36.1h 12.2h 34.8h 13.9h

The induction times obtained here were much highan those reported in a number of
works with distilled and non-distilled methyl estefFor example, Knothe (200%)listed
induction times of esters obtained via alkali-swsil, reported in the literature. The oxidative

stability index (found using a method very simitar NF EN 14112) was about 2.9h for
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distilled sunflower methyl esters. The inductiomei for undistilled FAAE synthesized from
rapeseed oil was about 6.9h in a Rancimat at 110R€.lipase-catalyzed transesterification
process provided oxidative stabilities 2- to 1@fdligher according to the raw material.
Beyond the nature of the oils, where the degraseaturation has a very strong influence on
the oxidative resistance of the resulting FAAE, émeymatic transesterification of crude oils
enhances the natural antioxidant content in the EA#us optimizing the oxidative stability.
It is remarkable that whatever the transesteriiédinduction times are widely above the

minimum value required by the norms.

111.6 Conclusion

The butanolysis catalysed by Novozyme 435 in aicoaus packed bed reactor witdrt-
butanol as solvent enabled the efficient and stgoteluction of FAAE from different
vegetable oils. The fate of the minor componentss@mt in the initial crude oils was
estimated in the final product. Except for an dffet dilution due to the reaction process
itself, phospholipids as well as tocopherols, $seamd phenolic compounds were preserved
in the final product mixture. This indicates thaey were correctly evacuated from the
reactor, insuring a long operational stability toe process. Because the reaction conditions
were mild and no excessive exposure to ambientoedurred, no oxidative stress was
engendered by the biocatalytic process, presertleg oxidation state of the oils. The
presence of high amounts of natural antioxidanthénFAAE mixtures obtained from crude

oils confers particular properties of oxidativeistance, greater than standard requirements.
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V.1 Résumé

Les outils enzymatiques de transestérificationtdekes végétales sont nombreux et souvent
tres performants. Néanmoins, leurs utilisationssddas procédés industriels sont encore
restreintes. Le facteur limitant de leur développeten est un prix souvent prohibitif. Aussi,
le développement de nouveaux biocatalyseurs dordolg de revient serait maitrisé et
assurant une stabilité maximale du biocatalyseumettrait de nouvelles applications
industrielles. Il est montré que la stabilité déacteurs a lit fixe est obtenue lorsque les
produits polaires, capables de s’adsorber suruppmts enzymatiques (eau au cours des
réactions d’estérification, le glycérol au courss deansestérifications, d’autres composés
polaires), sont complétement évacués du réactees. dquilibres d’adsorption dépendent
d’une part du milieu réactionnel, et d’autre pdrt,support d'immobilisation. Ceux-ci doivent

donc étre choisis en vue de limiter ces adsorptions

La lipase B deCandida antarcticaCalB) est trés appréciée pour son absence defisfiéci
vis-a-vis des positions des résidus d’acides guasessquelette de glycérol des triglycérides.
Sa forme immobilisée commerciale, le Novozyme 488t en ceuvre un polymere de méthyl-
métacrylate, le Lewatit VP OC 1600, dont la po&ritoyenne peut étre limitante. En effet, le
glycérol qui est produit lors de la réaction egiatde de se fixer sur le support conduisant a
des diminutions de capacité catalytique de I'enzydes de faibles quantités de glycérol
adsorbé (0,15 g}, I'activité initiale relative est diminuée, poétre totalement perdue pour
des teneurs de 0,9 g.gCela se traduirait en conditions de catalyseicoatpar une stabilité

opérationnelle faible.
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CalB est disponible dans le commerce sous unendedorme, libre en solution (Lipozyme

CalB L). Son immobilisation sur le support le plgdrophobe qui soit présenté dans la
littérature, I'’Accurel MP (un polymeére de polyprd@ye) est donc une solution pour assurer
la stabilité opérationnelle. En effet, nous monsrqae ce support, au contraire du Lewatit VP
OC 1600, ne permet pas I'adsorption du glycérog gl soit dans un milieu polaire, ou dans

un milieu apolaire.

L’'immobilisation de CalB sur support d’Accurel MP été optimisée. Les meilleures
performances ont été obtenues avec de I'’AccurellBI®L (taille des particules < 1000um).
Un prétraitement du support impliquant la présetieeétone permet de maximiser les taux
d’adsorption et les quantités de protéine immaodgss L'analyse des colts de production de
ce nouveau biocatalyseur montre une grande dépeadbnson prix de revient avec le ratio
entre la quantité d’enzyme utilisée et la quardgésupport mise en contact : plus ce rapport
est grand (biocatalyseur le plus actif), plus létae production est élevée ; inversement, plus

le rapport est faible (biocatalyseur moins acfifiys le colt de revient est diminué.

Une analyse économique permet d’explorer l'impaet cktte immobilisation sur le
développement d’'un réacteur a lit fixe de tailldustrielle. Les codts d’investissement pour le
réacteur, dimensionné en fonction de Il'activité ldmzyme immobilisée produite, sont
estimés grace a des méthodes empruntées au dochaigénie chimique. La valeur nette
actualisée (VNA) est une fonction consistant a camaples gains d'un procédé (projet) & son
investissement initial. Etant donné que la proditétiest fixée, la maximisation de la VNA
appliguée sur le procédé enzymatique développé aldenue par la minimisation des co(ts
relatifs a 'enzyme. Cela permet de déterminer lgugrincipal centre de codt est largement

représenté par le poste biocatalyseur (apporaimtirenouvellement). Il peut représenter de 2
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a 10 fois les dépenses en investissment de cohetrudu procédé. En conséquence, les
conditions optimales d’immobilisation sont défineemme un compromis entre rendement
d'immobilisation (90%), l'activité finale du biocdyseur, le volume de réacteur et
l'investissement total. Aprés optimisation, le neau biocatalyseur permet de réduire les
codlts globaux d’environ 50% par rapport au proagdisant Novozyme 435.

Mots clés: Lipase B deCandida antarctica immobilisation, reacteur a lit fixe, trans-

esterification, valeur nette actualisée, Accurel MP
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I\V.2 Abstract

Enzymatic transesterification of triglycerides it@tinuous way is always a great challenge
with a large field of applications for biodieselpfubricant, bio-surfactant... productions.
The lipase B fronCandida antarcticgCalB) is the most appreciated enzyme becauses of i
high activity and its non regio-selectivity towagodsitions of fatty acid residues on glycerol
backbone of triglycerides. Nevertheless, in theldfiof heterogeneous catalysis, we
demonstrated that the medium hydrophilic naturthefsupport used for its commercial form
(Lewatit VPOC1600) is a limitation. Glycerol is adked onto support inducing drastic
decrease in enzyme activity. Glycerol would fornmyalrophilic layer around the enzyme
resulting in diffusional limitations during triglgecide transfer to the enzyme. Accurel MP, a
very hydrophobic macroporous polymer of propylemas found to not adsorb glycerol.
Immobilization conditions using this support wergimized. The best support was Accurel
MP1001 (particle size < 1000pum) and a pre-treatroétite support with acetone instead of
ethanol enables the adsorption rate and the immedienzyme quantity to be maximized.

An economical approach (maximisation of the progesispresent value) was expanded in
order to explore the impact of immobilisation orvelepment of an industrial packed bed
reactor. The crucial ratio between the quantityipise and the quantity of support, taking
into account enzyme, support and equipped packdddmctor costs was optimized in this
sense. The biocatalyst cost was found as largelynthin cost centre (2 to 10 times higher
than the investments for the reactor vessel). Insequence, optimal conditions for
immobilization were a compromise between this imimdtion yield (90% of lipase
immobilized), biocatalyst activity, reactor voluraed total investments.

Keywords: Lipase B fromCandida antarcticaimmobilization, packed bed reactor, trans-

esterification, net present value, Accurel MP.
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IV.3 Glossary.

CalB: Lipase B from Candida Antarctica

PBR: Packed Bed Reactor

pNPB: para-NitroPhényl Butyrate

2M2B: 2-méthyl-2-butanol

V. immobilised lipase activity (umole.miftgs,, ")
Vsai Immobilised lipase activity at support saturat(pmnole.mihl.gsug;l)
Ar: residual free lipase activity in supernatant (Um
Kiip: lipase constant of adsorption (U-l

my : mass of the considered element x (kg).

Cosy, : Cost the considered element x (€/kg)

Vpgr: PBR volume (L)

Vy: Batch reaction volume (L)

D: PBR diameter (cm)

L: PBR Length (cm)

P: Pressure (bar)

trer: PBR inner wall thickness (mm)

Wenz: Mass of immobilised enzyme in PBR (Q)
W,: Mass of immobilised enzyme in a batch reactign (g
S:: Substrate concentration at instant t (M)

Ts residence time in the PBR (S)

ts residence time in an element of volume (s)

q: process flow rate (L.mif)

MSECI: Marshall and Swift Equipment Cost Index
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CEPCI: Chemical Engineering Plant Cost Index

a: coefficient of soldering

t: maximal acceptable pressure for the PBR mat@yaal)
ps. volumetric mass for the PBR material (kg)m

Ceer: PBR capital costs (€)

fi. form corrective factor (Chauvel).

fi: thickness corrective (Chauvel).

fm: material correction factor (Chauvel).

Rs: average exchange rate between dollar and eu20fi

C,: Procurement cost of equipment operating at antpesssure and using carbon steel

construction (Turtoret al).

Fum: material factor (Turtoet al.).

Fp: pressure factor (Turtoet al).

NPV: Net present value (€)

a: country tax rate (%)

i: price deflator (%)

tp: process depreciation time (year)
Ix : Investment costs of element x (€).
Ex : operating costs of element x (€)
Rorocess Process global incomes (€)
Dx: depreciation charges of element x (€)

tenz: Enzyme life-time (year).
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V.4 Introduction

Alkyl esters synthesized from vegetable oils ardetudes used in a wide range of industrial
applications: bio-fuels, bio-surfactants, bio-ldamts, bio-solvents, hydraulic and drilling
fluids, dispersing agents, cosmetics [&&.They represent an alternative to fossil-based
products which are finite resources and are knosvadcelerate climate disorders due to
greenhouse effect gas emissions. Fatty acid egtesent a lower toxicity, a higher
biodegradability and are renewable leading to afovarbon baland&®'.

Alkyl esters are the result of the reaction betweetiatty acid either in its free form
(esterification) or contained in a triacylglyceftdans-esterification) and an alcohol; the by-
product of the reaction is respectively water gicgtol. The alkyl ester industrial production
is usually performed by chemical alkaline or acigiocesses. These chemical methods yield
a high conversion ratio to alkyl esters in a sharte (4-10h)® . However, chemical
catalysis could have some unavoidable disadvantdges chemical synthesis often presents
poor reaction selectivity, leading to undesirabtiegeactions. Furthermore, these processes
are often high energy consumers. The recovery wiegbl is often difficult and a large
amount of alkaline waste water from catalysts isdpced® 7. The use of triacylglycerol
lipases (E.C. 3.1.1.3) as biocatalysts has beemlalged as an alternative route to the
conventional chemical process, as it is consida®dn effective way to overcome these
drawbackd® .

Many studies have shown the ability of enzymesatalgse either esterification of fatty acids
or trans-esterification of triacylglycerols fromlof® ** ! |n spite of the wide range of
possibilities and the great interest for enzymattalysis, industrial processes involving
lipase are relatively scarce and limited. The ms&ue regarding enzymatic processes is the
relatively high cost of the cataly§? **. The first way to reduce economical impact of

enzyme costs is to be able to recover and reutgiitks to immobilization proce$¥!. A
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proper immobilization strategy may improve enzyrherinostability and resistance towards
the environment (pH, solvents.) and to increasebserved synthesis activity compared with
non immobilized enzyme by spreading the enzyme targe surface aré® ", The most
commonly used lipase is the lipase B fr@andida antarcticgCalB), physically adsorbed on
a methyl-methacrylate resihdwatit VP OC 1600)also commercially known as Novozyme
435°. This biocatalyst, developed by Novozymes, Denmaiesents applications in a
number of industrial processes such as the systledsoptically active compounds in the
pharmaceutical industf? *! in the synthesis of polymef, in the synthesis of esters used
in the flavor industry?! or in production of FAEE for the biodiesel indystf* 2% The
enzyme has been developed for synthesis of higacadalue products where the high cost of
the catalyst has just a limited impact. Nevertrelesmany applications, the high costs of the
lipase represent the first limitation, especiafiybiodiesel industry where lack of stability due
to short alcohol§? or to the production of hydrophilic glycerdf! is observed. Development
of less expensive immobilized enzymes would enable processes to be developed.
Another way to decrease the operational enzymeigdstincrease the operational stability of
the biocatalyst. It is crucial for its industrigd@icability because it will directly influence the
enzyme cost per kilogram of prodifct 2°!

The use of immobilized lipase in continuous reactgignificantly reduces the incidence of
the catalyst added cost on the product. Tubulakgrhbed reactors (PBR) lead to a higher
performance than stirred-tank reactors and avaiyrae support attritioff> > 28! However,

to develop an economically relevant process, operatstability of the enzyme has to remain
very high, for several weeks or even several mowiiisout significant activity loss. In this
field of heterogeneous catalysis, the crucial p@nb be able to control the partition of the
produced polar compounds (water or glycerol) behatbe reaction medium and the enzyme

support®* 2 3% Adsorption of these polar compounds onto the erzgupport leads to a
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hydrophilic hindrance around the enzyme resultmgiffusional limitations for hydrophobic
substrates to migrate from the liquid phase toetieyme active site. As shown by Maetyal

291 and Dossaet al *% adsorption of water or glycerol has a dramatieeffin terms of
activity of the enzyme, upon esterification or sasterification reactions. Reactant partition
depends on both reaction medium and enzymatic summtarities. On the one hand, a
solvent with moderate polarity, such as 2-methyd®anol or tert-butanol, is able to
solubilize efficiently all the reactan{sS!. On the other hand, enzymatic support polaritythas
be chosen in order to avoid adsorption of hydraplkibmpounds.

In the present study, we are reporting the stratéggasoned immobilisation in view of the
development of an economically viable process. FBR is developed with the aim of the

transesterification of oil triglycerides with butdraccording to the equation 1V-1.

Triglycerides+ 3Butan—-1-ol - 3Butylester+ Glycerol (Eq. IV-1)

We chose to use high oleic sunflower oil as a madéktrate. It mainly contains triolein as
triglycerides. The transesterification is selectedbe catalyzed by CalB with a butanol /
triglycerides ratio of 5Tert-butanol, a non-toxic solvent of relative low cosss selected for
its ability to preserve CalB (Novozyme 435) acgivitnd to improve greatly its stabilit.
This solvent presents a low boiling point comparedther solvents of medium polarity,
which facilitates its separation and recovery dyidiown stream process.

We are proposing to use Accurel MP, a very hydrbphpolymer of polypropylene, as an
immobilisation support in order to avoid glyceralsarption at high substrate concentrations
because it was demonstrated as very efficientdeersl lipase immobilizations. Batisdaal

B2l suggested that hydrophobic supports mimic thefate created by natural substrates of

lipases, fixing the open form of these enzymess Témds in general to a hyperactivation of
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lipases. CalB was reported to be prone to thisfmt&@l adsorption proced® ¥ A pre-
treatment of the support with ethanol is widelygwsed in order to enhance the penetration
of aqueous solution into the hydrophobic pdtes®>3!

The main objective of this paper is to couple expental results with an economical analysis
of the global process. The economical impact ofitimaobilisation process on the continuous
packed bed reactor cost is analyzed in order tmelefonditions offering the best process

cost-effectiveness.

IVV.5 Material and Methods

IV.5.1 Materials

Commercial liquid form of lipase B froi@andida antarcticanamely Lipozyme CalB L, was

a gift from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark), Lewdit OC 1600 was kindly provided by
Lanxess (Leverkusen, Germany). Accurel MP1000 i@arsize under 1500um) and MP1001
(particle size under 1000um) were purchased frormbtana GmbH (Wuppertal, Germany).
Pore radius are distributed in two groups varyirggn mesoporous to macroporous scales:
one, around 10nm and the second, around 8um. Tdwfispsurface area was measured at
78.92cm?/g and the total cumulative volume .a6%cni/g 2.

90% Oleic acid, 99.5% glycerol, pupenitrophenyl butyrate and molecular sieve 3A were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MSAW All other chemicals and solvents

(butanol,tert-butanol) were of the highest purity and were pasgd from Acros Organics

(Geel, Belgium).

IV.5.2 Glycerol and butanol adsorption on enzymatic suppdr

Batch glycerol and butanol sorption experimentsenarried out in 15 ml conical flasks at

37°C on a rotational shaker for 24 h. Dried Lews# OC 1600 and Accurel MP1001 (0.25,
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0.5, 0.75 and 1 g) was thoroughly mixed with 10a@hlsolutions containing 250mM of
glycerol and/or 1000mM of butanol and/or 1500mMbatyl-oleate Tert-butanol was chosen
as a solvent. After shaking the flasks for 24 le, isaction mixture was analyzed to measure
the residual glycerol and butanol concentratiorge 3olvent was evaporated under a flow of
nitrogen and diluted for analysis. With samplestaming butyl-oleate, it was necessary to
extract glycerol with three volumes of water.

Glycerol adsorption on Novozyme 433vas obtained by adding 10 ml of solutions of
glycerol in methanol with concentration rangingnfr&0g.I* to 0g.L* to 0.5g of Novozyme

435°. The methanol was slowly evaporated at room teatper using a flow of nitrogen.

IV.5.3 Enzyme immobilisation on Accurel MP

The Accurel particles were first suspended in 16fritthanol (Protocols A and B) or 10ml of
Acetone (Protocol C). The particles are mixed fOm#utes at room temperature. 10 ml
100mM phosphate buffer 100mM NaCl and 10ml Of Lywoe CALB-L were directly
added. Protocol A requires a second pre-wash withl 50% Ethanol - KD (v/v). After
30minutes it was given a gentle stir at room temapee, the mixture was replaced with 10 ml
de-ionised water, decanted then washed with 10reshf100 mM phosphate buffer pH 7.2,
100 mM NaCl. 10ml of Lipozyme CalB-L were directigded to the support.

The Accurel MP in contact with enzyme was modeyatghaken horizontally at room
temperature for 48 h. Then, the support partickesdéd with lipase were filtered from
enzymatic solution, quickly washed 3 times with 2@ih100 mM phosphate buffer pH 7.2,
100 mM NacCl to remove loosely bound lipase fromdasier.

The adsorbates were dried using a two-step proeedhe first step was done in a closed

chamber crossed by an air flow at room temperatuté end of evaporation. In a second
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step, water activity was adjusted in a closed clangbntaining activated molecular sieve.

The immobilized lipase was stored at 4°C, readyHerassay of immobilised lipase activity.

IV.5.4 Assay of free lipase activity

The lipase activity of free enzyme (immobilisatiupernatant) was determined by

monitoring the hydrolysis gf-nitrophenyl butyrate (pPNPB) to butyrate apahitrophenol®

4 2-methyl-butan-2-ol (2M2B) was used to solubilipeNitrophenyl butyrate. Lipase
activity was measured in 96-well microplates withy® of the immobilisation supernatant
containing the lipase, 148 of a 100 mM phosphate buffer pH 7.2, 100 mM Na@dl 5uL

of pNPB 40 mM in 2M2B. Activity was measured by ntoring absorbance at 405 nm at
30°C for 10min using the VersaMax tunable micrapleader apparatus (Molecular Devices,

Rennes, France). One unit of free lipase activigswlefined as the amount of enzyme

releasing Jumol of butyric acid per min at 30 °C and pH 7.2.

IV.5.5 Assay of immobilized lipase activity

The enzymatic activity of Novozyme 435 with adsarlgtycerol was measured in a 500ml
glass bottle containing oleic acid (200mM), buta@0mM), and the immobilized enzyme
(500mg) withn-decane previously dried withA3molecular sieve as a solvent. The enzymatic
activity of immobilized CalB was measured in a 10gtdss tube containing oleic acid (200
mM), butanol (600mM), and the immobilized CalB (2§)mwvith tert-butanol previously dried
with 3A molecular sieve as a solvent. The reaction mixtas incubated at 60°C and
magnetically stirred. Butyl-oleate synthesis wasitwwed by withdrawing samples at regular
intervals for analysis. The reaction was stoppeddntrifugation at 13500 rpm for 2minutes

with an Eppendorf 5415D microtube centrifuge.
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IV.5.6 Analytical methods

Butanol and butyl-oleate analysis were done using Agilent 6890N gas-liquid
chromatograph equipped with an HP5 capillary coly280 m by 0.32 mm by 0.28n film
thickness), a split/splittess mode injector andlaané ionization detector. The split mode
injection was adopted with a split ratio of 200.eTdwven temperature was 200°C, maintained
for 3 min, raised to 280°C at rate of 10°C/min, amaintained at 280°C for 1 min, while the
injector and detector temperature were set at 2%0fC270°C, respectively. The sample size
was 1uL. The carrier gas (helium) was controlled at 2

Glycerol analysis was realized thanks to a Dion&mate3000 HPLC system, equipped with
a Shodex RI-101 refractive index detector and adicddAminex HPX-87K (300mmx7.8mm)
column. Elution was carried out at 65°C isocraticalith deionised water as mobile phase

and a flow rate of 0.6ml.mih 10pL samples were analyzed.

V.6 Results and Discussion

IV.6.1 Choice of the enzyme support

Novozyme 4385 is the most efficient non regio-specific lipasalled CalB. This enzyme is
commercially immobilized orLewatit VP OC 1600support, a material which presents
moderate polar character, and is susceptible tadserbed by glycerdf®. Figure IV.6-1
presents relative residual activity of this catalgfter adsorption of increasing glycerol
quantities. Effect of glycerol adsorption into enmtic activity was estimated using a simple
model reaction, esterification of oleic acid withtén-1-ol in order to avoid the complexity of

a transesterification. A very hydrophobic solvamtjecane, was chosen to prevent glycerol
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desorption. The absence of monoacylglycerol, digecggol or triacylglycerol synthesis was
verified during reaction through TLC analysis.

Low quantities of adsorbed glycerol (below 0.1gdg) not affect the initial velocity. Up to

this value, a rapid decrease in activity is obsgrieading to a nearly complete inactivity at
0.9 g/g of adsorbed glycerol. This phenomenon wasady observed by Dossat al 2
during the transesterification of sunflower oil bhipozyme IM Rhizomucor miehéeipase

immobilized on Duolite A568). These authors postdahat the glycerol forms a hydrophilic

layer around the enzyme impeding the mass tran$teydrophobic substrates.
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Figure IV.6-1: Relative initial reaction rates of esterification in presence of Novozyme 435pre-treated
with glycerol. Reaction conditions: substrate cona#rations: 200 mM oleic acid and 600 mM butanol im-

decane; Novozyme 435 500 mg; reaction temperature: 60°C

Therefore, during the transesterification reactodririglycerides in a continuous process, a
drastic loss of reactor performances versus timexigected, due to produced glycerol

adsorption. To prevent this from happening, it wdobe of interest to adapt the enzymatic
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support polarity to avoid glycerol adsorption. Thest objective was consequently to
optimize support polarity for CalB immobilisatiorin the literature the most used
hydrophobic support is Accurel MP. Its performancesre then compared with ones

observed using Lewatit VP OC 1600.

Figure IV.6-2 presents the residual glycerol comegion after contact with different
guantities of the two enzymatic supports in a 290 solution of glycerol intert-butanol as
solvent. A moderate adsorption of glycerol is resmtchor Lewatit VP OC 1600. Glycerol
disappears linearly when the quantity of suppoihcseased. If the conventional Langmuir
approach for adsorption isotherm is considéfddthe adsorption phenomenon is in the linear
zone of the isotherm, far from the saturation ef shipport. Interestingly enough, for Accurel

MP1001, glycerol adsorption is completely avoidethese conditions.
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Figure 1V.6-2 : Residual glycerol concentrations (W) after contact of different quantities (g) of Acairel

(m) & Lewatit VP OC 1600 (¢). Initial conditions: Glycerol concentration: 260mM in tert-butanol
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As the partition of glycerol is also function ofetimedium polarity, it appears necessary to
mimic the reaction medium. As a model reaction, ttens-esterification of 0.5 M of

triglycerides (high oleic sunflower oil) with 2.5Mf butan-1-ol (ratio 5) was chosen. The
reaction medium considered for the partition stwehs the final composition obtained at

complete conversion (1.5M butyl-ester, 1M butanbl1-o

Butan-1-ol is not adsorbed whatever the suppota(dat shown).

250 RS (w] 0 o

Residual glycerol concentration (mM)

0
00 000 00 001 00 001 00 002 00 002 00 003 00 003 00 004
Support Weight (g)

Figure IV.6-3 : Residual glycerol concentrations (W) after contact with different quantities (g) of
Accurel (o), Lewatit VP OC 1600 @) with a butyl-oleate and butanol containing solutn of glycerol at
room temperature. Initial conditions: glycerol conentration: 235mM; butyl-oleate concentration:

1500mM; butanol; 1000mM in tert-butanol.

The quantity of glycerol adsorbed on Lewatit VP Q600 is largely increased in this
medium. This result is in accordance with the iasee in Log(P) (partition coefficient
between octanol and water) calculated using Cosenatlsoftware (Cosmologic Germany)
43l The Log(P) of pur¢ert-butanol was estimated at 1 whereas there is ad3ifatease in

the considered reaction medium. According to thagoauir equationt*?, saturation of the
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Lewatit support is reached at a value of 1.9 gdsfoabed glycerol per g of support (Figure
IV.6-3).

On the most hydrophobic support tested, Accurel &R1 no glycerol adsorption was
observed, and therefore, this support would enaditect stability of a continuous reactor to
be obtained. As a consequence, the immobilisatmiimasation will be achieved with this

support.

IV.6.2 Optimization of CalB immobilization on Accurel MP.

Pre-treatment of Accurel MP is needed to improve plenetration of the aqueous lipase
solution into hydrophobic Accurel MP pores. In therature, two protocols were described:
protocol A consists in wetting the support withqsentially: ethanol, aqueous ethanol

solution and finally with water, with intermediafijtration 13 3¢ 44

protocol B consists in a
single wetting with ethanol and then a direct contaith the enzyme solution without
removing ethandf® *% 3% Ethanol improves the immobilization process hyuicing a better

penetration of the enzyme solution inside the \mgrophobic Accuref?”

and by reducing

the enzyme thermodynamic activity, thus forcing #usorption process. CalB being well-
known for its strong tolerance to high solvent ditees, a third method (protocol C) is
proposed consisting in the replacement of ethamgdrotocol B by a more polar solvent,
acetone. It was checked that no loss of enzymeigctccurred when acetone or ethanol

were added to the lipase solution in the same tiondi as during immobilisation process

over 48 hours at room temperature (data not shown).

The shapes of the experimental adsorption curvggest a Langmuir type adsorption.
Justification and demonstration of this adsorpti@haviour is out of the scope of this study

but, for the sake of convenience, we will use agranir type equation to model our results.
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A typical Langmuir behaviour for protein adsorptibad been already observed by Gitlesen
et al ¥ and Al-Duri and Yond*® for the immobilisation of lipases froBandida rugosa

Humicola lanuginosandPseudomonas fluorescems Accurel MP.

Protein content determination methods are largetyupbed by salts, solvents... To get round
this problem, adsorption curves were representedhbyplotting of immobilized lipase
activity (V;, umole.mir’f.gsup'l) versus the residual free lipase activity in thpesnatant (A
U.mlIY). This is based on the hypothesis that lipasevides are directly proportional to
protein concentrations in the bulk phase for thee flipase and to the quantity of lipase
adsorbed into the support for the immobilized lgpds addition, this approach enables better
conditions for enzyme activity optimisation to basiy identified. So, in this case, the

Langmuir equation describing isotherm adsorpt8ris modified in equation IV-2:

VoA

sat*
.=
K

Eq. IV-2
vy (Eq. IV-2)

lip

with Ve (Umol.mirit.gs,p?) the velocity at saturation and;K (U.ml') a constant of

adsorption of CalB on Accurel.
For practical reasons (higher reaction rates, #éicalyfacilities...), the PBR development was
mimicked using a simpler reaction of esterificatiminoleic acid with butanol presented in

equation 3 considering that the reaction optimdikedy to be very similar.

Oleic Acid + Buan—-1-o0l - ButylOleag+ H,O (Eq. IV-3)
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Figure IV.6-4 presents the isotherm equilibriunCaliB on Accurel MP obtained for the three
immobilisation methods. Both the adsorption velpeaihd the maximal capacity of adsorption

appear to be drastically dependent on the immathiba methods.
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Figure IV.6-4 : Comparison of adsorption curves forthe adsorption of CalB on Accurel MP1000 with
protocol A (o), protocol B (A) and protocol C () at room temperature. The dashed, dotted and solid
curves are the Langmuir isotherms calculated with he parameters fitting the adsorption data obtained
with protocols A, B and C respectively. Reaction aalitions: substrate concentrations: 200 mM oleic dd

and 600 mM butanol in tert-butanol; immobilised CaB: 20 mg; reaction temperature: 60°C

Protocols A and B led to similar maximal adsorptida of 140 mmol.mift.g* and 176
mmol.min.g* respectively), whereas with protocol C the maxiadgorption was increased
to 231 mmol.mift.g.

Mei et al.'**! have shown that for a Novozyme 435ith particle size of 600pm, CalB was
exclusively located in the external shell of thadhewith a thickness of 80-100um. The same

kind of distribution of CalB in an external shefi the Accurel particle is indeed expected,
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with a thickness depending on the method of imnmdtion. Compared to the two other
methods, the use of acetone was thought to indud®eper penetration within the support,
giving access to a larger area for lipase adsar@ra an extended potential maximal activity.
Moreover, the affinity between enzyme and suppertavored by the presence of acetone
(5.2, 13.0 and 2.5 U.fllfor methods A, B and C respectively). Acetone,ahhs an aprotic
solvent, decreases the solubility and the thermamhya activity of protein in solutions more
efficiently ¢,

Finally, compared to the protocol A, the two pratiscB and C, could be easily transposable

to anin situ immobilization process by a simple circulationfio$t, the solvent and then, the

lipase solution directly added to the solvent tigtoa reactor packed with the support.
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Figure IV.6-5 : Comparison of adsorption curves forthe adsorption of CalB on Accurel MP1000¢) and

on Accurel MP1001 @) pre-wetted with acetone (Protocol C) at room temgrature. The solid and dotted
curves are the Langmuir isotherms calculated with he parameters fitting the adsorption data obtained
with Accurel MP1000 and MP1001 respectively. Reaah conditions: substrate concentrations: 200mM

oleic acid and 600mM butanol in tert-butanol; immohlised CalB: 20mg; reaction temperature: 60°C
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Different kinds of Accurel MP supports are avai@bhccurel MP1000 presents particle size
below 1500um, Accurel MP1001 below 1000um and AeicMP1004 below 400um. The
latest was discarded for practical reasons: itfis@powder which can induce high pressure
drop in a continuous PBR and its low density induddficulties for the contact between

phases. Figure 1V.6-5 shows the adsorption curf€atB on Accurel MP1000 and MP1001.

Oliveira et al.*” have shown that the layer thickness formed by GeitBin a Novozyme
435° bead is constant whatever the particle size, wthenimmobilization conditions are
similar. As a matter of fact, they demonstrated tha smaller particle size have the highest
specific enzyme content. Our results are in accaelavith this effect of dilution of CalB
within the support. This effect was also observed A-Duri and Yong®® who have
demonstrated the enhancement of lipase PS andadpolO0L activity immobilized on
Accurel EP100 when the particle size was decrefised 2500uM to 750um. Sabbaeii al.

8l have also reported an improved activity rate oérifitation of 2-methylhexanoic acid
when decreasing Accurel particle sizes were usedlsorbCandida rugosdipase.

The maximal immobilized activity, calculated foretlbouple Accurel MP1001/protocol C, is
improved by 18.7%, 55.4% and 95.1%, compared tooties obtained with the couples
Accurel MP1000/protocol C, Accurel MP1000/proto®@land Accurel MP1000/protocol A
respectively; therefore, the couple Accurel MP1p@dtbcol C with Novozyme 435as a
reference will be used for the following demonstnat

The absence of glycerol adsorption onto Accurelpsupafter immobilization was verified
using a medium containingert-butanol or a mixture ofert-butanol and hexane (60/40)
(adsorption of glycerol was not feasible in preseatesters to avoid synthesis reactions). In

every case, no glycerol adsorption was measuredewdiathe level of protein loading onto
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the Accurel support (data not shown). Therefore,cauld be concluded that CalB
immobilization does not affect the positive effe€tthe high hydrophobicity of the support.
Moreover it would suggest that glycerol accumulatmyincipally occurs onto the matrix of

hydrophilic supports.

IV.6.3 Enzyme cost analysis

Most of immobilisation studies in the literatureopide immobilisation optimisation in terms
of activity, i.e., the best immobilized enzyme @nets the highest activity. This is generally
obtained with the highest enzyme loading on thestiplt often corresponds to the use of a
high lipase / support quantity ratio which is oftfirectly related to high coS¢'.

The cost of the immobilized CalB on Accurel MP epdndent on four different factors: (i)
the cost of the support, (ii) the cost of the Iga@ii) the cost of additive products (acetone,
ethanol...) and (iiii) the operating costs. In quocedure, volumes of lipase and additives
were kept constant. So the main factor influendimg cost calculation is the cost of the
support and by extension the ratio between supgudtlipase quantities. The general cost

calculation is given in equation 1V-4.

C _ I’nsupport X COSt support + mipase X Costipase + Cosgditives + Operatlng COStS
osrmmobilizeilipase -

I'T‘mmobilzedipase

(Eq. IV-4)

where the m(kg) are the mass of the considered elementshendast (€/kg) are the specific
costs of the considered elements. It was consid&rechrry out the adsorption of lipase
directly in the packed bed reactor. The unitaryrapen of CalB immobilisation can be

simplified to the circulation of the different compents through the packed Accurel, using a
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system in adequacy to the proportion of volumergfiin the lab conditions and including a
loop for recycling of immobilization medium in ond® approach the external mass transfer
conditions of an agitated batch. As a consequeoperating costs were supposed to be
identical whatever the immobilization conditionshel pumping costs to ensure the
immobilization directly in the PBR were thoughtlie negligible with respect to the costs of
support and lipase, and they were not included tinéoimmobilized lipase production cost
calculation.

The adsorption of lipase on a support is led byntleelynamics through partition phenomena
between the solid phase and the reaction mediuesel phenomena are highly dependent on
the medium. So, reproducible immobilisations arby aitained when the reaction medium
and more precisely the proportions of each composrencompletely controlled.

In the cost calculation, it is important to discadmut the treatment of the quantity of non-
adsorbed enzyme after immobilisation. This quantéy be considered as lost, or can be
recycled in a new immobilization process. The meloice criterion is the percentage of
residual enzyme after immobilisation. The lowerstipercentage, the easier the residual
enzyme can be considered as lost. Moreover, thyelhneg of enzyme leads to problems in the
reproducibility of the immobilisation process. Tb@mmercial preparation of CalB contains
stabilisers (sorbitol and glycerol) and presenegiysodium benzoate and potassium sorbate).
These compounds, as well as all components diremtiged to the enzyme for the
immobilisation process (acetone, ethanol or buffesh play an important role in the
adsorption process. In the present procedure, iaft@obilisation, concentrations of each of
these components have inevitably varied: the lipasadsorbed and its concentration is
reduced while glycerol and sorbitol are not andrthencentrations are supposed to remain
identical (see section IV.6.1). The recycling oé thnloaded lipase is thus synonymous of

restoration of initial proportions for all thesengponents. If this adjustment were not done,
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the recycling of the non-loaded lipase would leadtte production of non-homogeneous
immobilised lipase batches, which is highly undade in an industrial process. Therefore,
the non-loaded lipase was considered as lost efterobilisation in our experiments. This

hypothesis will be discussed again later.
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Figure IV.6-6 : Comparison between the yield of Cadida Antarctica lipase B immobilization on Accurel
MP1001 using Protocol C i / right axis) and the resulting production cost ofthe immobilized lipase ¢ /

left axis) Dotted line represents the Novozyme 435@&mmercial price..

Figure IV.6-6 presents the calculated cost of imiimddl CalB on Accurel MP1001. It
appears that the ratio between the support andipghse quantities in contact has a drastic
effect on the resulting production cost. The higther ratio between support and lipase, the
lower the production cost of immobilized enzyme.ekpected, the least expensive enzyme is
obtained for the highest immobilisation yield wahminimal loss of enzyme. Compared to
Novozyme 435 commercial price, the production cost of CalB infifized on Accurel

MP1001 can be up to 6 times less expensive.
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Nevertheless, the immobilisation conditions whicmimize the biocatalyst production cost
lead to a biocatalyst with the lowest relative sfieactivity. To obtain a given productivity,
higher enzyme quantity will be necessary and camsetty, the reaction volume will be

higher. It is of importance, then, to calculate ¢hbst of the global process.

IV.6.4 Reactor design

The PBR is a column filled with a massgNy of enzymatic catalyst. The reactor is
characterized by its volumepik (L), diameter D (cm) and length L (cm). The PBRanwall
has a thicknessgr(mm).

The design was carried out according to the detetiain of the required quantity of each
immobilized lipase needed to reach a fixed prodgiigti These weights were calculated by
reference to the initial velocity obtained in batelaction. In a batch reaction in a volumg V
(L) with a mass W (g) of enzyme, the reaction rate r (mol.thii') is defined as the

variation of substrate concentration dS (M) innatilapse dt (min) (Equation IV/83.

ds W,
—=—r Eq. IV-5
& (Eq. IV-5)

The time § (min) necessary to obtain the transformation efirf6S is obtained by the

integration of the equation 1V-6 with, M) the initial substrate concentration.

—="hby (Eq. IV-6)

The general equation of a PBR is given in equatbid where t (min) is the residence time

in an element of volum@é®.
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ﬁ _ Wenz

r (Eq. IV-7)
VPBR

The mass of enzyme needed to transfosnm S is given by equation IV-8 after integratidn o

equation 7, with I(min) the PBR residence time and with g the voluimdéow rate (L/min)

Voo £dS  7dS
Wey, =25 j = qj — (Eq. IV-8)
N Y

From equations V-6 and VI-8, the general equati for calculation of the required mass

in a PBR (W, to ensure a fixed productivity and a fixed cosven rate is obtained. In our

calculation, a productivity of 10000 tons per yedith a conversion rate X of 90% has been
arbitrarily chosen, which corresponds to a flove ratof 312L.miff.

W,t,
Vb

Wz =0 (Eq. IV-9)

The different corresponding volumes of PBR are aategh from immobilized CalB apparent
density. The design of the PBR was achieved by tatpp ratio length to diameter equal to
8. Table IV.6-1 gives the characteristics of theRPBbtained for CalB immobilized on
Accurel MP1001 and the corresponding enzyme exge@sg (Cenz = Wenz X COStnmobilised
lipas9- Because of the wide range of immobilized lippsaduction costs (see section IV.6.3),
the higher enzyme expenses correspond to the smadletors, which were obtained with the

smallest ratio between Accurel, and lipase quastput in contact for immobilization.
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Table IV.6-1 : Characteristics of the PBR developedor different conditions of CalB immobilisation on

Accurel MP1001 using protocol C carrying out acetoa for support pre-treatment.

Accurel used for

immobilisation Enzyme weight

in PBR PBR Volume PBR Diameter PBR Length Enzyme costs

(g/L imgwoﬁltjmiation Won (k) Veer (L) D (cm) L (cm) Cenz (KE)
8 206 1719 81.8 327.2 453
16 198 1657 80.8 323.3 229
25 219 1825 83.5 333.8 169
33 292 1915 84.8 339.2 136
42 224 1869 84.1 336.5 107
50 224 1870 84.1 336.6 90
58 211 1764 82.5 330.1 4
67 234 1951 85.3 341.3 72
84 299 2495 92.6 370.5 76
100 307 2563 93.5 373.8 66
117 463 3861 107.1 428.6 88
Novozyme 435® 130 1085 70.2 280.7 143

IV.6.5 Reactor cost Estimation

The average investment costs for the PBR, assedildb a tubular vessel, were
conventionally computed by using three differenthnds to make up for the low level of

accuracy of these methods (around 259},

Table 1V.6-2 : Marshall and Swift Equipment Cost Index (MSECI) (1926 Index =100) and theChemical

Engineering Plant Cost Index (CEPCI) used in the ractor cost estimation.

Year MSECI  CEPCI
all industries

1975 444.3 182.4

1984 780.4 322.7

1990 915.1 357.6

2001 1093.9 394.3

2009 1487.2 539.7
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All the computations have been updated by usingMaeshall and Swift Equipment Cost
Index (MSECI) (1926 Index =100) and the ChemicagjiBaering Plant Cost Index (CEPCI)
presented in Table IV.6-2: a corrective factor esponding to the ratio between index from
year of publication and index from present was usedupdate. AS304 stainless steel was

chosen as a PBR construction material.

IV.6.5.1 General methodology of capital cost estimate : @bhet al. ®? Peters &

Timmerhaus®Y,

The methods, proposed both by Chauvel ét%kand Peters & Timmerhal®! are based on
the calculation of the reactor vessel weight. Ideorto cope with pressure forces applied on
reactor vessel inner wall, it is necessary to dateuthe minimal thickness to be used for the
construction of the reactor vessel (equation IV4t0n the dimensions of the reactor and the
conditions of use (see chapter 1V.6.4),

PD
o= 0 Eq. IV-10
PER ™ 2(at - 06P) (Eq )

wherea is a coefficient of solderingi(equal tol in our case) and t is the maximal actaet
pressure for the chosen steel (t = 1195bar for ASR8inless steel). P was estimated by the
calculation of pressure drops in the reactor adngrdo Darcy’'s Law (Reynolds number
calculation applied to the different reactors raggbetween 9 and 15). Because support
particle size is large (1000um), P appears to be Vew (between 1,2 and 1,4bar).
Consequently, a traditional 8 mm thickness was &bfor design and it can be considered
that the same pump can feed all PBRs

The total weight of the PBR is calculated by defamg the mass \Air (kg) of the tubular
vessels and their two circular ends presentingfase area equal to the reactor vessel section
and the same thickness (equation IV-14J).is the volumetric mass for the considered

material.
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1
Wogr = mPBFaOs[E (D + 2tPBR)2 +L(D +tPBR):| (Eq. IV-11)

Chauvelet al.!® have established relations between the reactseldi@ameter and the price

(€/kg) of plant vessel. This abacus graph is gieerordinary steel materials and for a reactor
vessel thickness of 1 mm. We have converted theusbgraph for vessel diameter ranging
from 250mm and 1250mm with a correlation coeffitien0.9828. The calculation of reactor

cost (€) is given in equation IV-12.

Cor = f; % f, x £, x(143% D) x W, (Eq. IV-12)

f; is a form corrective factor (2.8 for reactor didenedbelow 1m and 2.5 for diameter ranging
between 1m and 1.5m); i a corrective factor for thickness (1 in ourejaand f is a

material correction factor (2.3 for stainless s@&@).

Peters and Timmerhail! have directly described the costs of reactor \esseUS dollars
as a function of their mass. From this abacusfdhewing equation IV-13 has been deduced

with a correlation coefficient of 0.9968 over agarof weight from 250 kg to 1250kg.

_ 5776xW,.. >’
CPBR -
Rs

where an average exchange rag@fR1.471° between dollar and euro for 2009 was used.

(Eqg. IV-13)

IV.6.5.2 Methodology described by Turton et3,

Turton et al ™% suggest a relation for the procurement c@%bf equipment operating at

ambient pressure and using carbon steel constnegmpation IV-14), expressed as.
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LogC) =K, +K,Log(A) +K,[Log A (Eq. IV-14)

A is the capacity or size parameter for the equitmi@ the case of PBR, A is equivalent to
the volume of the vessels (between 0,3 and 590Ka, K, and K; are data given by abacus
and are equal to 3.4974, 0.448 and 0.1074 respdctin the present case.

The cost of the desired equipmentgkis obtained by giving a material factor and bare
module factors gy to the calculatedlg as given in equation 1V-15.

Crer =Cp.Fay =Co (B, +B,F, Fp) (Eq. IV-15)

B1 and B are constant depending on the type of vesselsiandiven in abacus graphs (equal

to 2.25 and 1.82 respectively in our casg).id-a material factor (f=1.8 in our case).fHs a

pressure factor equal to 1 in the present caselessure).

IV.6.5.3 Average capital cost estimate

The three methods provide similar trends, exhigitan similar order of magnitude. The
variation between the three methods was found umlder25% of the method general
accuracy. Therefore, the three capital cost esitmatcan be averaged in Figure 7. Contrary
to the cost of immobilized enzyme which can vargagly, the average PBR costs are slowly
increasing from 22k€ t®B3.3k€. The reactor cost estimated for Novozyme®485about

17.8kE.
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Figure IV.6-7 : Comparison between the costs of p&ed bed reactor designed for different conditions ©
immobilization of CalB on Accurel MP1001 ¢) and the cost of corresponding volumes of immobiied

enzyme Q).

The costs presented in Figure IV.6-7 are the pmuent costs of the developed PBR and of
the respective content of lipase. It does not take account its use in production conditions
(reactor depreciation, lipase renewal ...) which eald with in the next section 3.6.
Nevertheless, the difference between these unis ¢t@s to be highlighted, the purchase costs
for the lipase being substantially higher thantfoe corresponding PBR. The difference can
vary to a great extent, from one immobilization @ibion to another. For instance, a factor 10
is observed when 20g of Accurel per L of immobiliaa medium were used and a factor 2 is

obtained for 859 of Accurel per L.
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IV.6.6 Net present value.

The adequate choice of the immobilized lipase rsiexh out by maximizing the process net
present value (NPVF952 54 581 |t represents the difference between the glat@dmes and
the global expenses (investments, maintenance p&chting costs) (equation 16). The NPV
is generally calculated over the process lifetilneour calculation, it was assimilated to the
process depreciation timg)twhich was commonly fixed to 10 years. The geneatdulation
is given in relation IV-16, considering the countax rate a (33% for France) and a price

deflator i (fixed at 10% over 10 years) to copehwitflation over the process lifetime.

NPV = —| + tzd: (Rprocess_ Eprocess_ Dprocesg'a-_ a) + Dprocess_ Eltg/ter) nCenZ
process = (1+ I)p prd (1+ I) ptenz

(Eq.IV-16)

lorocess represents the battery limits investment. It iwesl the costs of every process
component (reactor, pump, heat exchanger, proeggsnlg up, upstream and downstream
process). Focessfepresents the process operating costs (raw miateditilities, labour ...).
The costs due to the catalysi,Chave to be treated separately from others. Asluthese
costs have been taken into account at year O anadaled to the operating costs, according to
the own enzyme lifetime{. Consequently, an additional term is considerdg anthe year
corresponding to enzyme replacement The numbeaptdcement is defined by the entire part
of the ratio between the process and enzyme liggif6(t/ten). If the immobilized lipase
stability is under 1 year, a factor n is necessarycrease the catalyst costs by the number of
change per year. For a lipase stability up to I,ytba factor n is equal to 1.

Dprocess@re the process depreciation charges and aredeoedias linear over the depreciation

time (Dprocess: |process/ td)
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Rprocessfepresents the global incomes associated wittptbeess operating. pRcessdirectly
depends on the productivity and on the manufactpreduct selling price. Considering a
fixed production for the different PBR, pfgess is constant whatever the considered
immobilized lipase. Thereby, the NPV is maximisetew the global expensesqk are

minimised (equation IV-17).

El = + ti (Eprocess+ Dprocesg'a_ a) - Dprocess+ E(t g/tere) nCenZ
otal process = (1+ I) p < —(1+|) tenz

(Eq. IV-17)

The process production being fixed, only the expsrdirectly dependent on the nominal
lipase activity are variable. All the other expengbeat exchanger and pumping system
expenses, energy and labour costs etc...) are constah are not involved in the
discrimination of the different immobilised lipasé@erefore, the minimisation ofidg can

be simplified by the minimisation of the only inte®nts made for PBR design and the only

costs of catalyst spent over the reactor lifetieguétion IV-18).

enz

= (i) 3 @)

E(t d/tenz) nC N ti —_ aDPBR

E=l gt (Eq. IV-18)

where pgr are PBR investment costs angsRare the PBR depreciation charges.

The lipase total cost over the reactor lifetimaighly dependent on the stability of the lipase
(lifetime tny) and thus on its renewal. For example, if a pde#ator i of 10% and an enzyme
lifetime of one-year are considered, the lipasd absermination (10 years) is increased by a
factor of 7.1 as compared to the unit cost of oaekmg load (Figure 1V.6-7). This factor

increases to 14.3 for a lipase renewal every 6 hsont
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Figure 1V.6-8 : Total reactor and enzyme cost optinsation for a butyl-oleate production of 10000 tonper
year, for a process lifetime of 10 years with an eyme renewal every 6 months{), 12 months () and 24
months (A). Filled symbols represent the expenses calculatéat Novozyme 435® considering a stability of

6months @), 12months @) and 24 months @).

Figure IV.6-8 presents the global costs as caledlatith equation 17 for every quantity of
Accurel used during immobilisation. Several scevgiin terms of enzyme stability were
applied to calculation, from 6 to 24 months. A pestkbed reactor for butanolysis of
sunflower oil at lab scale and pilot plant scaleswparfectly stable during 3 months with no
change in conversion and no modification in produetiles?. In view of such stability, a

biocatalyst replacement time of 6 months (and mwa$ considered as reasonable. In all

cases, the shape of the respective curves is adéntine expenses are drastically decreasing
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when the quantity of Accurel used for immobilisatis increased from 8 to 60g of Accurel /L
of immobilisation medium, even if the correspondumgume of PBR is increased (see Table
IV.6-1). After this point (60g/L), the decreaselifase activity is not compensated for any
longer by the price decrease and the high volumease leads to an additional cost increase.
The use of 60g of Accurel/L of immobilization mediun our conditions of immobilization
turns out to be the best option to be considereshimdustrial context. According to Figure 6,
the corresponding immobilisation yield lies betwe&h and 90%, which corresponds to a
reasonable loss of lipase. Compared to Novozymé, 48fepresents a reduction of expenses
of about 50% over 10 years, whatever the stalofityhe enzyme.

Thereby, the costs involved in the PBR only repnebetween less than 0.15% and 7% of the
total costs. The design of an enzymatic processappo depend almost only on the cost of
the catalyst and the reactor costs have thus a Nmited impact whatever its volume.
Therefore, it is not necessary to develop the sshlteactor with the highest enzymatic
activity but on the contrary, to find the enzymiowaing the lowest price whatever the reactor
size.

If the principle of maximization of the process pe¢sent value is valid for any reactors, the
three methodologies of capital cost estimate whivehne used in this study refer to range of
reactor volumes developed for chemical industrylasge volumes. For smaller productions
(reactors smaller than 100L), other methodologievehto be developed, notably in

relationship with reactor manufacturers.

IV.6.7 Conclusion

CalB, one of lipases the most used in the indussrgnly commercially immobilized on a
medium hydrophobic support, the Lewatit VP OC 16B6r numerous applications, this

support can be source of polar compound adsorfgaading to a loss of lipase activity.
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We have developed an immobilization system on & Ydrophobic support, the Accurel
MP®. An economic evaluation of the global costs ermiie ratio between the quantity of
support and the quantity of enzyme used for imnedtibn to be optimized. From an
economic point of view, the protein adsorption ¢ibhs to be maximized, even if the catalyst
is less active and the reactor volume higher. Téw® immobilized enzyme enables to avoid
glycerol (and other polar compounds) adsorption wodld permit long-lasting continuous

transesterification reactions.
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V.1l Résume

Une seconde stratégie de production d’'esters détéloppée au cours d’'un projet connexe
de production d’esters ramifiés pour une applicatio-kerosene. Les matiéres premieres
envisagées sont des huiles produites par micrommas Yarrowia lipolyticg qui
contiennent 50% de triacylglycérols et 50% d’acigess libres. Le contréle des phénoménes
de partition du glycérol et de I'eau conjoints paiblématique. Ainsi, une stratégie en deux
étapes (hydrolyse suivie d’'une estérification degles gras) a été considérée comme
judicieuse.

Face a la difficulté de se procurer de telles Isuiie quantité suffisante pour le développement
d’un réacteur continu, il a été choisi de modélses huiles en utilisant des huiles végétales.
Le procédé est donc totalement transposable etsgynd a I'optique de ces travaux de théese.
La premiéere étape d’hydrolyse n’est pas abordée danarticle, qui expose I'optimisation de
la réaction d’estérification en réacteur a lit fixéhydrolyse peut étre réalisée efficacement
par voie chimique ou par voie enzymatique. Plusienilieux réactionnels ont été envisagés
pour contrbler la partition de I'eau entre miligtactionnel et biocatalyseur et optimiser la
réaction : présence d’'un solvant plus ou moins imolébutanone tert-butanol, 2-méthyl-
2butanol et diisopropyl ether) ou milieu sans-sotva

L’analyse thermodynamique de ces systéemes réaelorm été réalisée grace au logiciel
Cosmdaherm La modélisation de la solubilité de I'eau dans meilieux réactionnels finaux
(100% de conversion) permet de déterminer les tiondi limites dans lesquelles aucun
phénomene de démixtion de I'eau n’intervient. Axteption du diisopropyl ether qui peut
étre problématique aux concentrations les pluséélev tous les systemes réactionnels
envisagés permettent la solubilisation completkede produite en cours de réaction. Pour le

systeme sans solvant, un ratio molaire entre alebohcides gras supérieur a 2,5 est
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nécessaire. Les systemes réactionnels envisagésdeon performants pour une bonne
évacuation de I'eau et assurer la stabilité opgmaglle du réacteur.

Le contrble de I'activité de I'eau (pest également un parametre essentiel a contidgy.
influe sur I'activité enzymatique et donc sur lesmqtités nécessaire d’enzyme pour assurer la
production. Quelque soit le systeme réactionnelisageé, I'a, est apparue d’autant plus
importante que la concentration initiale en acidesgest élevée. Une concentration de 1 M
semble étre le meilleur compromis entre producjwitesse réactionnelle et conversion ; une
telle concentration résulte en ung finale comprise entre 0,37 et 0,4 selon le systeme
réactionnel.

Le milieu influence a la fois les vitesses catglyts (effet de la polarité du milieu) et
I’équilibre thermodynamique en faisant varier lesvdtés thermodynamiques de chacun des
composeés entrant en jeu (substrats et produits)vitesses réactionnelles ont été mesurées en
réacteur batch et le quotient K (I'activité de tagsa été calculée pour différentes valeurs de
conversion de 85% et 90%). De cette analyse, soreégjue le milieu sans solvant résulte en le
plus faible quotient K (et correspondrait aux neeits rendements) tout en permettant une
activité enzymatique raisonnable. Le milieu san$vasd a donc été retenu pour le
développement d’un réacteur a lit fixe contenantl@gNovozyme 435.

Les conditions optimales de fonctionnement ontoftttmisées. Un débit d’alimentation de
1ml.min* et un rapport molaire entisobutanol et acides gras de 3 permettent d’obtergér un
conversion de 85% et une productivité de 129 topaesn et par kg de Novozyme 435. Cela
représente une augmentation de productivité d'eteta 9,3 par rapport a la productivité
obtenue avec la réaction de transestérificatiorré@eteur a été stable pendant une période de
54 jours consécutifs.

Le rendement final en esters a pu étre augment@ettant en ceuvre un systeme de deux

réacteurs en série, I'un contenant 2g de NovozyB3e Pautre 1g et séparé par un systeme de

325



V. Production de bio-kéroséne par estérificationticae.

séparation de I'eau produite dans fé réacteur. Une conversion de 96% a 98% (selon la
matiere premiere) est ainsi obtenue. Dans ce aagtoductivité fut calculée a 100 tonnes
d’ester par an et par kg de Novozyme 435. Une eapithlyse financiére montre que les
investissments liés au biocatalyseur représentmier de 1,5% du chiffre d’affaire généré

par ce procede.

Mots clés: Bio-kéroséne, Novozyme 435, estérification, réarceelit fxe, thermodynamique,

solubilité, activité de I'eau, productivité
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V.2 Abstract.

Production ofisobutyl orisocamyl esters by continuous lipase-catalyzed estatifin of fatty
acids resulting from the hydrolysis of lipids predd by the oleaginous yea¥arrowia
lipolytica was optimized for a biokerosene application. Ddfé solvents and a solvent free
system (SFS) were tested as reaction medium, @asgndherm software to maximize the
rate, conversion at equilibrium, productivity, amgéctor stability. The SFS was shown to be
the best medium and had the advantage of being.gféés system was consequently used to
optimize a continuous process with a packed bettoeaf Novozyme 435, which was shown
efficient whatever the fatty acid used. Microbiatty acids were efficiently (97%) converted
in esters, with a high productivity of 100 tons gear and per kg of enzyme. The reactor was
perfectly stable over a period of 54 days and emzyepresents only 1.4% of the cost of

production of the biokerosene.

Keywords: Biokerosene, Biodiesel, Esterification, Novozyme 83 Packed bed reactor,

Microbial oils.
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V.3 Introduction

As petroleum resources dwindle, the renewable &spilon of carbon for the production of
energetic biomolecules is a great challenge. Ah&rrmajor challenge in the coming years is
reducing greenhouse gas emissions. The aerospatds particularly concerned by these
two issues. The kerosene produced for aviationesgmts about 5.9% of the oil refined
worldwide and 12% of the fuel used for transpoit Ms a result, kerosene is an increasingly
important target for biofuel. Although diesel cam teplaced or supplemented by methyl or
ethyl esters from vegetable oils, kerosene is 18@8mproduct of atmospheric distillation of
petroleum. So far, only a few studies have desdribelecules that could be used to replace
or complement kerosene, and the only moleculesdeste produced by energy consuming
processes with a negative €alance: GTL (the gas to liquid process from coalproducts

of the Fischer Tropsch reaction [2Zdmong potential targets that can be prepared from

renewable feedstocks, fatty acid alkyl esters (FAAe promising molecules [3].

At present, the limitation of the traditional pradtion of fatty acids from plant oils is
competition with the food industry [4]. Consequgntthe production of fatty acids by
microorganisms through the accumulation of trialjgdgrols (TAG) from carbohydrate
substrates is thus an attractive alternative [3pak major advantages such as the possibility
of controlling and modulating the fatty acid prefity combining fermentation strategies and
the construction of genetically modified strain$. [bhe overall cost of the biofuel process
could be reduced by recycling the main by-prodwdtshe biodiesel industry (particularly
glycerol) as substrates for the microorganismH&jally, the high quantitative and qualitative
reproducibility of the microbial processes is attige compared to the cultivation of plants,

which may be affected by climate changes and déseas
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Among micro-organisms such as yeasts, green algdel@aginous prokaryotes, yeasts are
the best target for oil production as they prouide best performances in terms of biomass
production, maximum lipid content and volume prddaty [5]. The good knowledge of
yeast physiology and genetics makes it possibleergineer strains to control the FA
composition in terms of chain length, insaturatiewel, ramification degree or hydroxylation.
Previous studies in our laboratory in collaboratiwith Airbus showed that the oleaginous
yeastYarrowia lipolyticais a good candidate for biokerosene production [i7]nutrient
limiting conditions,Y. lipolyticaaccumulated lipids up to 44% (w/w) of their biomaat a
lipid production rate of 0.31 kg.fth™ [7]. The specificity of the oil produced by lipolytica

is the accumulation of an equimolar mixture of lyregrides and free fatty acids. The main

fatty acids are palmitic acid (11%), oleic acid¥@8and linoleic acid (51%) [7].

Aircraft fuels are much more specific and involtecser technical constraints than fuels for
any other civilian transport device. Indeed, souet properties are mandatory (freezing point
below -47 °C to ensure high altitude flight capaies$, sufficiently high thermal stability to
ensure engine cooling capability). Consequently T#ggds to be transformed into esters to
lower the freezing point and decrease viscositye ©ptimal freezing temperature of oleic
acid esters with a linear alcohol is obtained vaitbutyl ester (-35.7 °C) [8]. Branched esters,
obtained with secondary alcohols (2-propanol afi2nol) or ramified alcohols have lower

freezing points than their linear equivalent.

Valorisation of oils by alcoholic trans-esterificat or esterification using lipases (formally
called triacylglycerol acylhydrolases EC.3.1.1.8f lbeen extensively studied in recent years
[9-12]. But despite the great potential of -and tireat interest in- enzymatic catalysis,

industrial FAAE production processes involving Bpa are still very limited. The main
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challenge of such processes is minimising the obshe lipase by developing long-lasting
continuous production processes, in which the &pdses not need to be replaced for weeks,
months or even longer [13-14 In biocatalysis, adlhitrg the partition of the polar reaction
products and co-products between the reaction mediod the enzyme support is the most
important [15-16Adsorption of polar compounds Iiater or glycerol onto the enzyme
support limits diffusion, which, in turn seriousiyfects the stability of packed-bed reactors
by reducing the access of hydrophobic substratésetenzyme active site [13, 15-16]. In the
case ofY. lipolyticaoil comprising an equimolar mixture of triglyceesl and free fatty acids,
it would be difficult to control both water and ghrol production. The best way would thus
be first to hydrolyze the oil, then to recover glyal and free fatty acids and then, in the

second step, to convert free fatty acids into ester

The objective of the present study was to develamratinuous enzymatic process for the
esterification of free fatty acids to produce biasene. To minimise the freezing point of the
resulting esters, two branched alcohols were tessedutyl alcohol (2-methyl-1-propanol)
and isoamyl alcohol (3-methyl-1-butanol). At the same tjnaemixture of oleic acid and
linoleic acid was used to mimic the compositiontbé& hydrolysed oil produced by Y.
lipolytica. A second set of experiments was congdicto mimic the alkanes present in
kerosene, using short fatty acids (C10, C12 and).Cll#e production of these specific fatty
acids with Y. lipolytica is currently under devefopnt in our laboratory. The reaction
medium will be optimised to obtain a compromisewssn initial rate, conversion at

thermodynamic equilibrium, and the stability of #@ntinuous reactor.
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V.4 Material and methods

V.4.1 Material

Commercial immobilized lipase B fro@andida antarctica(Novozyme 435) was a gift from
Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). Oleic acid (tecdimgcade 90%), pure grade >99% fatty
acids, reactive alcohols (pure grade >99%): 2-mgihgpanol {sobutyl alcohol), 3-methyl
butanol {socamyl alcohol), methanol and ethanol were purchdsamh Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). All other chemicals and solventgrer of the highest purity and were
purchased from Acros Organics (Geel, Belgium). iakhctants were dehydrated and stored

with activated 3A molecular sieves purchased fragm@-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

V.4.2 Batch reactions

Batch reactions were carried out in 7 ml teflonpmap glass tubes under magnetic stirring
(250 rpm) at controlled temperature (60 °C). Thactien mixture consisted in different
amounts of technical grade OA (from 100 mM to 156M), and different amounts of
alcohols (alcohol:OA molar ratio from 1 to 20). Reans were started by adding the
immobilized enzyme (10 mg.flof reaction). Reactions were performed with orheitt
solvent. At specified times, 100 pl samples wekenan the reaction medium. The reactions
were stopped by centrifugation at 13 500 rpm fomidutes using an Eppendorf 5415D

Centrifuge. The supernatant was subjected to HRiaDyais.

V.4.3 Continuous reaction in packed bed reactor

The reactor was a fixed-bed type. It consisted @dlamn (10 mm in diameter), maintained at
a temperature of 60°C containing 2 g of Novozymé&.4Bhe reaction medium containing
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oleic acid (with concentrations ranging from 500 nmi 1500 mM) andisobutanol (at

different alcohol:OA molar ratios) previously driesith activated molecular sieve, was
pumped using an ISO-3100SD Isocratic Pump (DiotkXA) thus percolating the enzyme
through the packed bed. At specified times, sam{dlesl) were recovered from the outflow

for HPLC analysis.

V.4.4 Medium dehydration

Water removal from the reaction medium was tesgdguseveral discontinuous approaches.
1. Water and alcohol were completely evaporateceumdcuum (60 °C/10 mbar). Ester and
unreacted FA were then recovered and alcohol attdedder to reconstitute the appropriate
amount of medium. 2. The reaction medium was in@dwith an activated molecular sieve
overnight in order to adsorb the produced water.

Water was then continuously removed using a 150gleds column (3 cm in diameter)
scattered with about 30 glass deflectors. The colwas connected in series between two
packed reactors. The first reactor (2 g of Novozy88) fed the dehydration system through
the side of the upper part of the column. The reaanix was recovered from the lower part
of the column through a tap, and pumped into arsgceactor (1 g of Novozyme 435) with
an isocratic pump (ISO-3100SD, Dionex, USA). Twataied glass discs (1 cm in diameter)
formed the base of the two columns. The bases wemaected to a gas tubing system
(nitrogen network with controlled flow). When thgsgem was operating, gas was bubbled
into the column, where it circulated against therent of the reaction mix and was recovered
at the top of the column. The dehydrated medium wsed to feed a second reactor

containing 1 g of Novozyme 435 in the same condgias described above.

333



V. Production de bio-kéroséne par estérificationticae.

V.45 Analytical method

Analysis was performed using a Dionex Ultimate 38@BLC system, equipped with a
Shodex RI-101 Refractive Index Detector (Showa DelBkrope, GmbH, Munich, Germany)
and a Zorbax SB-C18 Column (4.6 mm x 250 mm x 5 |(Agilent technologies, Santa
Clara, USA). Elution was carried out at 40 °C isdically with methanol + 1% v/v acetic
acid as mobile phase and a flow rate of 0.5 miimind the 20 pL samples were then

analyzed. Detection was performed at 40 °C. Cdldmavas carried out with pure standards.

V.4.6 Water activity and water concentration measurement

Before use, immobilised Novozyme 435 was equildntatvith activated molecular sieve to
reduce water activity at 0.1. Water activity wasedmined with Humidat IC Il (Novosina,
Switzerland) calibrated with saturated salt sohgidLiCl aw=0.113; Mg(N@), aw=0.529;
KCl aw=0.936) [17].Water concentration in the réattmedia was determined using a Karl

Fisher 701 KF Titrino (Metrohm, Switzerland).

V.5 Results and Discussion

V.5.1 Choice of solvent

The lack of a fully functional enzymatic industrigtocess is mainly due to the failure to
absorb the cost of the enzyme in the process, mgahis process cannot compete with
chemical catalysis. So to use an enzymatic progesslustrial scale, the price of the enzyme
has to be reduced by optimisation of a continugissesn which remains stable over a long

period of time.
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The stability of the immobilised enzyme is a kegtéa in the economic feasibility of a
continuous process. It can be achieved by the cooentrol of the operating conditions
(temperature, pH, etc.) but also through the choica solvent system which can solubilise
and then evacuate the water generated by fattyestatification. In this case, it is necessary
to maintain water activity at the optimal value éeging on the enzyme concerned
(Colombié et al., 1998). When selecting the solvbarardous solvents and solvents with a
boiling point (BP) that did not agree with our emgy operating conditions were excluded. A
first set of solvents with logP values ranging fr@h29 to 1.52, was selected: butanone
(logP=0.29, BP=79 °C), tert-butanol (logP=0.35, BP=C), 2-methyl-2-butanol (logP=0.89,
BP =102 °C) and diisopropyl ether (logP=1.52, BP=269. A solvent free system (SFS),
solely composed of the mixture of reactants, visbbutanol (LogP=0.75, BP=108) playing
the role of reactant and solvent, was also consitlepgrading an efficient solvent free
system in terms of kinetics, conversion, and stgbilenables optimisation of volume
productivity, simplification of downstream procesgiand easier recovery of alcohol for

recycling in a biorefinery approach.

V.5.1.1 The Modelling approach

The COSMO-RS method has already been usexhltulate the solubility of water, and the
thermodynamic activities of reactants in differesaction conditions (different solvents and
initial concentrations of the two reactants). COSIRO is based on a semi-conductor like
model [19]. In contrast to group contribution methpwhich are based on experimental data,
COSMO-RS calculates the thermodynamic data from mh@ecular surface polarity
distributions resulting from quantum chemical cttons of the individual compounds in

complex mixtures [20]. Quantum calculations werdgrened using Turbomole software.
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Esterification of oleic acid (OA) witlisobutanol at 60 °C was chosen as a model reaction,
after checking that the enzyme, Novozyme 435, pitssthhe same activity towards palmitic,
oleic, and linoleic acids (the main fatty acidsgama inY. lipolyticaoil) (data not shown)
Three molar ratios between alcohol and fatty aditis2 and 3) were tested and two
concentrations of fatty acids were chosen (1 aBdVl).to ensure high productivity and to be
able to observe the influence of solvent polatitgeed, at an oleic acid concentration of 1 M,
the proportion of the solvent represented 59%, 0% 40% of the reaction volume for
alcohol:acid ratios of 1, 2 and 3 respectively; 8980, 25% and 11% for an initial oleic acid

concentration (OA of 1.5 M.

V.5.1.1.1 Modelling water solubility

Computing water solubility makes possible to gusrhe risk of phase separation. For all the
media tested, water solubility decreased as thetiomaadvanced (from 6% to 20% between
0% and 100% conversion, depending on the ratiq,aDA the solvent used) (data not shown).
Its solubility is a consequence of the decreasaadium polarity due to alcohol consumption
and the replacement of fatty acid molecules by e hydrophobic ester molecules.
Therefore the critical point is the reaction endnpavhen the production of water reaches
maximum. For this reason, only 100% conversion wassidered when presenting the

results. Figure V.5-1 shows calculated solubiliéycalations for the different solvents.

All the solvents were able to solubilize the wadeyduced by the reaction. The only limit was
encountered with the use of diisopropyl ether vathOA of 1.5 M and a ratio of 1. At an
OA; of 1.5 M, the difference between solvents was lessked due to the low volume of
solvent present in the system. Changes in watemb#ity in the different solvents were

correlated with the polarity of the solvents. Fayieen solvent, the effect of the molar ratio of
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alcohol to fatty acids on water solubility was lowcreasing this ratio was not favourable for
the two more polar solvents, due to the replaceméme solvent by a more hydrophobic
molecule, alcohol. The opposite phenomenon wasredédein the case of the two more
hydrophobic solvents. This is in agreement with tlaet that theisobutanol LogP

(LogPswmutanoi= 0.75) liedetween the LopP of the two sets of solvents.
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Figure V.5-1: Computed water solubility in the reat¢ion media at 100% conversion at 60 °C with OAi = 1
M (A) or 1.5 M (B) and three initial IB:OA ratios, Ratio = 1 (black bar), R = 2 (gray bar) and R = 3l{ght
gray bar). The black line represents the water corentration generated by the reaction. Solvents are
ranked based on their increasing polarity index. Insolvent-free system (C), computed water solubilityr)
and theoretical water concentrations produced A) were represented in reaction media at 100%

conversion according to IB/OAi molar ratios.
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In the solvent-free system, the concentrationsleicaacid and alcohol are interdependent.
Water solubility was calculated with an alcoholdaatio ranging from 1 to 10. Figure V.5-1-

C shows model results compared with the theoretiedér concentration produced at 100%
conversion. The water produced was fully solubdiggo the medium at ratios above 2.5. At
lower ratios, the phases are likely to separat@%o conversion, which could be a problem

in a continuous reactor.

V.5.1.1.2 Modeling water thermodynamic activity

Water solubility is not sufficient to predict thenformance of the reactor. Indeed, enzyme
activity and conversion at thermodynamic equilibriare tightly linked to water activity in
the enzyme’s environment. The optimal water agtifiir Candida antarticaLipase B
immobilized on polypropylene is 0.1 [21]. Given thhe nature of the support has only a
minor influence on optimal,a[22], Novozyme 435 can be assumed to have the same séinge

optimal a,.

Figure V.5-2-A shows water activities in the diffat reaction media as a function of the
stage of advancement of the reaction at threerdiftanitial concentrations of oleic acid (A
0.5M, 1 M and 1.5 M) and for an initial IB:OA moleatio of 3 calculated at 60 °C. For the
SFS esterification reaction, three 1B:OA molar aatwere used for the model to obtain
similar OA concentrations as for the other solvent systenwu(& V.5-2-B). This implied
molar ratios of 18.3, 7.4 and 3.8 respectively andbled the comparison of performances in
terms of volume productivity between SFS and ofmvent systems. For an @éf 0.5 M,
water activity did not exceed 0.2 at 100% conversiexcept for the most hydrophobic

solvent, diisopropyl ether. At 1 M, water activignged between 0.37 and 0.43 depending on
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the solvent (0.57 for diisopropyl ether). At 1.5 ¥yriation in @ between solvents was lower
(ranging from 0.71 to 0.8). Indeed, at this highiQAe influence of the solvent was reduced
as it represented only 11% of the reaction volugeprisingly,tert-butanol reduced,amore
efficiently than butanone in contrast to the digieces observed in logP. This could be due to

the aprotic character of butanone compared to alsoh

In a plug flow reactor, water is partitioned betwdhe reaction medium and the enzymatic
support. @ values increase along the reactor length. At stetate, the water activity of the
enzymatic support is in equilibrium with the adyviof the liquid phase. In other words,
enzyme activity will decrease following the pattefrincrease ina

From a kinetic point of view, it is thus necesstryfind a compromise between productivity
and the activity of the enzyme and consequentlywéen productivity and the quantity of the

enzyme.
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Figure V.5-2: Variations in aw in the reaction medum as a function of the stage of advancement of the
reaction (with 10% of conversion increments) in selent systems (A) or solvent free-system (B). For
solvent systems, aw values were modelled for butam® (), tert-butanol (A), 2M2B (m) and diisopropyl
ether (A) for OAI=0.5 M (dashed line), 1 M (black line) andl.5 M (dot-dashed line) with a constant initial
IB/OA molar of 3. For solvent-free system aw valuewere modelled for three IB:OAi molar ratios: 3:8 (e
& dashed line), 7:4 @ & black line) and 18:3 (e & dot-dashed line) corresponding to OAi of 1.5 M1 M

and 0.5 M respectively.

The use of an Ofof 1.5 M was too high to maintain efficient enzyawivity (water activity
being between 0.71 and 0.8 at 100% conversionthidtvalue, enzyme activity was less than
10% of optimal enzyme activity [23]. An QAf 1 M appeared to be a good compromise,
with a final g varying between 0.37 and 0.44 depending on theemsys$diisopropyl ether
being discarded), associated with a lgyaad with good volume productivity. At this value,
enzyme activity was 50% of optimal activity. It sihd be noted that high volume
productivities are associated with higlalues. This phenomenon is a further justification
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for the use of a plug flow reactor rather thaniaest tank reactor, in which,awill be at this
maximum value inside the reactor.

Water activities obtained in solvent-free systeneyewnof the same order of magnitude as
those obtained in the presence of solvents (0.Z1a0d 0.17 for OAof 1.5, 1 and 0.5 M

respectively) (Figure V.5-2-B)

V.5.1.1.3 Thermodynamic activities of reactants and thermadyvic equilibrium

The activities of all the reactants in the reactimedium will influence the reaction
equilibrium. OA andisobutanol activities (@ and a. respectively) have to be as low as
possible, whereas water and ester activitiesefahave to be as high as possible to maintain
the ratio K (Eq. V-1) under the equilibrium congtén,

K = aester'aw
aOA'aaIc

(Eq. V-2)

The value of K was calculated in the different solts for different initial substrate
concentrations (0.5, 1 and 1.5 M), and as a functb the conversion (Figure V.5-3 In
presence of solvents, an IB:OAi ratio of 3 was cel@, and for SFS the ratio differed
according to OA (ratio of 18.3, 7.4 and 3.8 corresponding to;3A0.5, 1.0 and 1.5 M
respectively). This strategy was chosen so prodtctiould be compared. Whatever the ratio
and the conversion, butanone gave the highest deyaven if the polarity of this solvent
reduces water activity (3 times compared to theentydrophobic solvent diisopropyl ether).
This positive effect is largely balanced by an @ase in ester activity and a decrease in
alcohol activity (data not shown). Water and aldautivities were the highest in diisopropyl
ether, while acid and ester activities were thedstyvthe balance is consequently less positive.
2M2B andtert-butanol led to almost the same K value in all¢baditions tested. Variations
in water and alcohol activity were balanced by atawns in oleic acid and ester activity.
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A solvent-free system appeared to be the bestio@anotedium to reduce the K value. A
solvent-free system makes it possible to maximese activity and to minimise ester activity.
From the point of view of water activity, only batane andert-butanol were shown to be
better than SFS. The main positive influence orsKhe large positive increase in alcohol

activity due to a higher ratio caused by the abs@fisolvent.
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Figure V.5-3: Comparison of K values calculated frem modeled activities at hypothetical conversions of
85% (A), 90% (B) at 60 °C. For calculations in presnce of solvent, OA0.5 M (), 1 M (o) and 1.5 M (A)
and an IB:OAi molar ratio of 3 were selected. For lhe solvent-free system, OA= 0.5 M, 1 M and 1.5 M,

corresponding respectively to IB:OAi molar ratios d 3.8, of 7.4, and of 18.3 were selected.
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V.5.1.2 Experimental comparison of solvent

To support the modelling approach, we decided foeamentally measure initial reaction
rates and the thermodynamic equilibrium in batchcters with an initial oleic acid
concentration of OA= 1 M and an IB/OA molar ratio of 3 in solvent ®ms and of 7.4 in
the solvent-free system (table 1). Initial wateihaiies of both the enzymatic support and the
reaction media were adjusted using an activate@cntdr sieve to a value of 0.03. From the
point of view of kinetics, the higher the solvemtarity, the lower the activity. These results
are in agreement with data published by Sandoval. §2001) [24], who underlined the fact
that, apart from thermodynamic effects, the pofaoit the solvent has a direct influence on
the activity of the enzyme. For instance, at thigegwes, activity in butanone was only 19%
of activity in diisopropyl ether. In SFS, activityas the same that observed in 2M2B: 810

pumole.mir.g* of enzyme (70% of that observed in diisopropyketh

From the point of view of conversion at thermodyim@mquilibrium, as predicted by the
calculation of the K value, solvent free appeamedé¢ the best system, as it led to 95.3%
conversion. Even if the polarity of Tert-butanolM2B and di-isopropyl ether differed
considerably, they produced similar results, aro8@th of conversion. Only the behaviour of
butanone was not very well predicted. K modellihgwed it to be the worst solvent, whereas

experimentally, it appeared to be the best.

In theory, if the Keq constant is calculated usihgrmodynamic activities instead of
concentrations, it does not depend on the reaatiedium. The predicted Keq was relatively
constant (18.5 +/- 19%) except for butanone whosg Was significantly higher than in other

solvents.
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Table V.5-1: Initial rates and steady-state conveisen of esterification batch reaction of OA by IB.
Reaction conditions: volume 3 ml, 1M OA; IB:OA mola ratio 3 (ratio 7.4 for SFS) at 25 °C, under
continuous stirring at 1000 rpm. Initial water activity of the enzyme and the solvent were fixed at @3. aw
and Keq activity values were calculated using the ctivities modelled for each reaction component at

experimental steady state.

Tert-
Butanone Butanol SFS 2M2B DIPE
Initial rate
| mole Ester/ min / g Novozyme 435 220 640 810 810 1150
Conversion at steady state (%) 91.3 87.6 95.3 87.0 88.9
Keq in activity 36.3 17.2 17.4 15.8 23.8

At the end of the modelling study and of the expental part, the solvent-free system
appeared to be the best compromise both from di&iaed thermodynamic point of view. In
addition, the SFS will lead to the best volume pidtvity and the fact it is green is
undoubtedly a further advantage. For all theseoregswe decided to optimise a continuous

plug flow reactor with a SFS.

V.5.2 Development of an optimal continuous pluqg flow reaor

As underlined above, the ratio between the two tsates, oleic acid angobutanol, has a
major influence on both the kinetics and the cosieer obtained at equilibrium. This
parameter was then tested in a range from 3 to ¢hb8esponding to an initial oleic
concentration ranging from 1 to 1.7 M (Figure V)5-Bor each ratio, three flow rates were
tested, 0.1, 0.5 and 1 mL.iinThis range was chosen based on the similarityé®t a

batch and a plug flow reactor (data not shown),ctviwwas obviously pertinent. For instance,
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at a ratio of 7.8 (1 M oleic acid), the maximum wersion (95.2%) obtained in the batch
system (table 1) was achieved with a flow rate.afL.min. A five-fold higher flow rate
made it possible to reach 99.4% of this maximurneaFinally, a flow rate of 1 mL.mihled
to 95% of this maximum value. To maximise produtgivthe 1 mL.mif'* flow rate was

selected for further optimisation.
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Figure V.5-4 : Influence of the IB:OA molar ratio on continuous conversion of OA in SFS at flow rateef

1 ml.min™ (M), 0.5 ml.min*(A) and 0.1 ml.miri*(®). Operating conditions: packed bed reactor contaiimg

2 g of Novozyme 435, temperature: 60 °C.

Not surprisingly, an increase in the molar ratid te an improvement in conversion. A shift
in the ratio from 3 to 7.8 increased conversiorapproximately 5 points whatever the flow
rate used. The use of high IB:OA ratios, even soagated with higher conversion rates, had

the disadvantage of dramatically reducing volunwdpctivity (Figure V.5-5). IB:OAI ratios
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of between 2 and 3 led to the best volume prodigtiexceeding the 129 tons of esters per
year and per Kg of enzyme. With this ratio, thefg@nance of the reactor decreased
dramatically. In this case, water phase separatiocurred, as predicted by solubility
modelling. A molar ratio of 3 appeared to be thestbeompromise between volume
productivity (129.3 tons of ester produced per @&t per Kg of enzyme) and the conversion

rate (85%).
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Figure V.5-5 : Conversion measured in the reactorwtflow ( A) and pure ester productivity @) vs. IB:OAI
molar ratio. Operating conditions: packed bed reaocbr containing 2 g of Novozyme 435, flow rate: 1

ml.min-1, temperature: 60°C.

In these operating conditions (1.7 M OAi, ratiol3mL.min* flow rate, 2 g of enzyme, 60
°C), no decrease in reactor performance was oldeover a period of 54 days. Our
experiment, consolidated by previous studies [86§gests that the lifetime of a packed-bed
reactor using a stable enzyme like Novozyme 43Braipd in our optimized conditions, is at

least a year. In particular, this was possible ugerfect control of water activity inside the
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reactor, a solvent-free system enabling the wataidyred by the reaction to be evacuated in

the outflow, even at a very high substrate conegiotn (1.7 M).

V.5.3 Process optimisation

To improve the conversion of the fatty acid at pnecess outflow, and hence the purity of the
ester, we investigated the possibility of combinimg plug flow reactors separated by a
system that made it possible to decrease watesitgigti the flow into the second reactor. The
first reactor corresponded to the previously opadi one containing 2 g of enzymes and fed
with a flow rate of 1 mL.mifl. In these conditions 85.4% conversion was achielée
possibility of shifting the equilibrium by removingiater removal became apparent. We
explored the feasibility of this dehydration stateising two discontinuous methods (i) using
a molecular sieve able to capture the water pratiunethe first reactor; (ii) complete
evaporation of water and un-reacted alcohol folldvag reconstitution of the medium. A
continuous method using an intermediate dehydrataolymn and continuous nitrogen
stripping was developed. The dehydrated mediumimddausing these three methods was
sent to a second reactor filled with Novozyme 4t85conclude the esterification process.
The quantity of enzyme (1 g) in the second reast@s optimised (data not shown). A final

conversion rate of 98% was achieved whatever thbadaised for water removal.

V.5.4 Versatility of the developed enzymatic process

To extend the application scope of the conversimtgss to the production of new FAAE
targets, new esters were produced using anothecesofl FA (linoleic acid (C18:1), myristic
acid (C14), lauric acid (C12) and decanoic acidQ)¢ With isobutanol orisoamyl alcohol as a

source of alcohol. These experiments confirmedtti@afA originally present in microbial olil
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could be entirely converted into FAAE, and thatwias possible to produce a second

generation type FAAE comprised of short FA residues

The previously used operating conditions (alcoh®ItRolar ratio of 3, flow rate of 1 ml/min,
60 °C, dehydration using a molecular sieve or aydettion column) were applied and
enabled the production of nine new combinations=AAE. For the production of FAAE
from myristic acid, it should be noted that we hagre-warm the input to 60 °C to prevent
solidification of the reaction medium at ambiemhpeerature. Performances observed with the
new FAAE were the same as those obtained isdhutyl-oleate, confirming the versatility of

the proposed enzymatic process (Table V.5-2).).

Finally, we used the enzymatic process we develtpedterify the oil produced by the yeast
Y. lipolyticg after its complete hydrolysis into fatty acidsheTfatty acid mixture mainly
comprised palmitic acid (11%), oleic acid (28%) dindleic acid (51%). The performances
were exactly the same as those observed with e dcids, i.e. 97 tons of isobutyl esters
(100 tons ofsoamyl esters) produced per year and per kg of enayithea conversion rate of

97% at the outflow of the second reactor.

We made a cost projection for FAAE production alustrial scale based on the process
described in this paper. About 1 ton of enzyme wadoé required for the production of
100 000 tons of ester per year in 365 working d&mnsidering a sales price of about
0.75€/Kg for kerosene, the price of Novozyme 43%ndpell00€/Kg (with a one-year
lifetime), the production of ester would generaté M€ and the price of enzyme would

account for 1.4% of the sales price
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Table V.5-2: Conversion obtained with the productio of first and second generation FAAE. Operating
conditions: Conversion 1 - packed bed reactor containg 2 g of Novozyme 435, flow rate: 1 ml.min,
temperature: 60 °C. Conversion 2 - After complete e-hydration of the output of reactor 1 (using a
molecular sieve or a dehydration column) and re-iréction (1 ml.min?) of the reaction mixture into a

second packed bed reactor of 1 g of Novozyme 43% €0°C).

Ester Conversion1 Conversion 2

Isobutyl - Oleate 85,4% 97,80%
Iscamyl - Oleate 86,1% 97,90%
Isobutyl - Linoleate 85.9% 98 ,0%
Isobutyl - Decanoate 83% ~ 96%
Iscamyl - Decanoate 83% ~ 96%
Isobutyl - Dodecanoate 83% ~ 96%
Iscamyl - Dodecanoate 83% ~96%
Isobutyl - Myrisate 83% ~96%
Iscamyl - Myristate 83% ~96%
Isobutyl - esters from microbial oil 85% ~97%
Iscamyl - esters from microbial oil 85% ~97%

The freezing point of mixture of synthesized esteras compared with a promising
alternative fuel for aircraft, FT-SPK (Fischer-Tegh Synthetic Paraffinic Kerosene), also
called GTL (gas to liquid). The freezing point dig fuel is -56.6°Clso-butyl and -amyl-
Decanoate / GTL blends (10/90 V/V) present freepomts lower than the one of GTL (-
62°C and -61°C respectively). At 20 and 30% of addsters, onlysc-amyl- Decanoate

enabled the freezing point specification for je¢lfto be attained. Even at 10%, esters with
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carbon numbers higher than 10 present freezing gmer than the one necessary to be in

the specification.

V.6 Conclusion

The objective of this work was to synthesize estemns an oil produced by the oleaginous
yeastY. lipolyticaand ramified alcohols in order to lower the fregzpoint and the viscosity
for application as a substitute for kerosene. Aadable productivity of 100 tons of esters
produced per year and per kg of enzymes was olot@ing continuous plug flow reactor.

We demonstrated that the proposed process is Verset it did not depend on the fatty acid

used in the range from C10 to C18:2.
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L’amoindrissement des ressources pétrolieres,flessale I'émission intensive de gaz a effet
de serre, les catastrophes climatiques et écolegign tout genre encouragent a modifier nos
comportements de production et de consommation. ps en plus, le concept de
développement durable s’installe dans les espritee@ent incontournable. Cette démarche
est de plus en plus soutenue par I'opinion publigupar les |égislations et réglementations
nationales, européennes et internationales. Phssi@oncepts (écologie industrielle,
production propre, chimie verte) ont vu le jour poatteindre ce but commun de
développement durable, placé au centre de tousmiéstts, écologiques, économiques et
sociaux.

Les huiles végétales constituent une matiere premanouvelable hautement disponible dans
le monde. Les caractéristiques physico-chimiquesesehuiles ne sont pas idéales pour les
domaines d’application pouvant étre envisagéesdigsels, biolubrifiants, biosolvants et
autres...). Leur transformation par réaction de &at&sification alcoolique, utilisant des
voies de synthese répondant au contexte de déwstopp durable est donc un enjeu de
taille. Les propriétés physico-chimiques des eslépendant a la fois de la partie acide gras
et de la partie alcool d’estérification, la varigigmense des huiles disponibles, leur richesse
de composition en acides gras et les différentsotdcdisponibles (linéaires, ramifiés etc...)
permettent d’adapter au mieux les propriétés diessed’acides gras formés aux applications
ciblées.

L’huile de tournesol hautement oléique (teneur @deaoléique de 75% a 90%) a été choisie
comme référence dans cette étude. L'acide oléiaues; une double liaison unique, présente
des propriétés de stabilité oxydative, de viscositéle comportements a basse température
fortement intéressantes dans de nombreuses appigandustrielles. De méme, le butanol a
été choisi comme alcool de référence pour la sgetliBester en raison de ces capacités a

diminuer efficacement les viscosités et les poadsfusion des esters synthétisés. L'ester
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butyligue d’acide oléique présente entre autre piegprietés biolubrifiantes grandement

valorisables.

La mise en oeuvre des catalyseurs biologiques, l@t particulierement des lipases
immobilisées dans les réactions de transestéiditatles huiles, permet de pallier aux
conditions réactionnelles drastiques, utiliséessdéimdustrie chimique classique. Cela
permet, de plus, de répondre tout ou partie augeexies de la chimie verte. Les limitations
principales de leur utilisation sont un prix pouw@tre prohibitif, obligeant a les mettre en
ceuvre dans des réacteurs continus, hautement pifedeic durables dans le temps. Cela
représente le meilleur moyen de réduire l'incidedaecolt des biocatalyseurs sur le produit
fini. Le réacteur a lit fixe est la géométrie daateur permettant une utilisation optimale du
biocatalyseur. Il permet des volumes de réacteblefs des productivités importantes tout en
limitant 'usure des supports enzymatiques li€agitiation.

Dans le but d’'assurer la pérennité de tels réastdans le temps, le point crucial est de
contrdler les phénoménes de partage des compodepdglycerol produit, phospholipides
présents dans les huiles vierges etc...) entre mi@ctionnel et support enzymatique.
Principalement, le glycérol produit au cours de réaction de transestérification peut
facilement s’adsorber sur les supports enzymatiquas couche hydrophile de glycérol se
forme autour de I'enzyme, ce qui limite les transfeles substrats hydrophobes vers le site
actif de I'enzyme ou des produits synthétisés Versilieu réactionnel. En condition de
réaction continue, cela se traduit par une dimamusignificative d’activité, pouvant aller
jusqu’'a une perte totale d'activité. Le phénomeénmmilaire a été observé avec les
phospholipides des huiles vierges dans des systéenesntenant pas de solvant. Au cours de
la présente étude, plusieurs stratégies permeat@amiaintenir la stabilité des réacteurs a lit

fixe ont été envisagées.
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La premiére stratégie consiste a optimiser la cmwe de I'huile de tournesol hautement
oléique (triacylglycérols) et intermédiaires decatémn (diacylglycérols, monoacylglyceérols)
dans le but de produire le maximum d’esters butggtout en contrélant I'évacuation du
glycérol hors du réacteur afin d’en assurer laist@bPour se faire, I'utilisation de solvants
polaires tels que laert-butanol permet de solubiliser a la fois les conégospolaires
(triglycérides substrats, esters produits et inégliaires) ainsi que polaires (glycérol produit
ou phospholipides des huiles vierges etc...). lb@sdi possible d’envisager la transformation
directe des huiles vierges en s’affranchissantaged préalables de raffinage colteuses,
transformation qui est problématique sans usage teélusolvant.

Les quatre lipases commerciales immobilisées lass plommunément utilisées dans
l'industrie ont été testées sur la réaction disooet de butanolyse de I'huile de tournesol
hautement oléique en présence ou non de solvaméaeteurs fermeés. Parmi ces quatre, seul
le Novozyme 435 présente une absence de spéciéiniérs les positionsnlet sn3 des
triacylglycérols,nécessaire pour optimiser les rendements en miairhies productions de
DAGs et MAGs intermédiaires réactionnels. Cetteadp a donc été utilisée pour le
développement d’'un réacteur a lit fixe a I'échealie laboratoire contenant 10g de lipase
immobilisée. Si le milieu sans solvant présente alemtages certains notamment dans une
optique de haute productivité, l'utilisation d’urolgant tel que letert-butanol parait
nécessaire pour le développement d'un procédé montn effet, nous montrons que
I'utilisation d’huiles vierges entraine un phénomaétiinhibition du biocatalyseur dépendant
de la polarité du milieu. Leert-butanol permet d’augmenter la solubilité des pho$ipides

de 'huile vierge et donc réduit leur capacitéadsorber sur le support enzymatique.

L’effet de la polarité du milieu sur le procédé tinn a été étudié en balayant une gamme de
concentration en huile allant de 200mM a 703 mMrespondant a un milieu sans solvant.

La polarité du milieu réactionnel influence tous &spects de la catalyse enzymatique. C’'est
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elle qui (i) la vitesse réactionnelle (ii) contrdles phénomenes de partage des composeés
polaires (glycérol, phospholipides et autres...) eerr milieu de réaction et le support
enzymatique et donc la stabilité du réacteur, @ontréle la composition du mélange de
produits en sortie du réacteur a I'équilibre thedymamique et (iv) la productivité du
réacteur.

Ainsi, le développement du réacteur de transemt@tibn de I'huile vierge de tournesol
hautement oléique s’avere étre un compromis entkilise, pureté du meélange d'esters
produit et des capacité de production du réacteas.meilleures conditions ont été obtenues
pour un meélange contenant 500 mM d’huile. Cela pehe définir des conditions de polarité
qui éliminent les phénomeénes néfastes dus a lemrésde phospholipides ou de glycérol,
d’optimiser la stabilité du réacteur durant plus5fejours sans aucune perte d'activité, de
minimiser la présence de MAG résiduels dans unentggaacceptable et pouvant étre
valorisée (augmentation de lubricance, propriéiéssbrfactantes) et enfin de maximiser la
productivité a une valeur de 13,8 tonnes de mélagsers par an et par kg de novozyme
435. A la vue de cette grande stabilité, il peut é&nvisagé un procedé de catalyse

extrémement pérenne, présentant une cohérenceréicueocertaine.

L’effet de la transestérification enzymatique eactéur continu sur les composés mineurs des
huiles (vierges et raffinées) a été évalué. Difitee huiles vierges aux caractéristiques
différentes ont été utilisées : I'huile vierge ddza pour sa haute teneur en phospholipides,
I'huile de tournesol pour sa composition riche ecophérols et I'huile d’olive qui contient
énormément de composés phénoliques. Le réacteymatigue a lit fixe développé dans le
chapitre Il a permis d’obtenir les esters butylgjgerrespondant aux huiles utilisées. Outre le
fait que l'utilisation d’huiles différentes montfadaptabilité du réacteur a tout type d’huiles,

les différents composés essentiels ont pu étresdsién les normes en vigueur avant et apres
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réaction. Tous les composés mineurs, présentslearmaiiles vierges, sont préserves lors du
processus catalytique. Seul un effet de dilutiéndlila réaction elle-méme a été observé. La
transformation d’huile vierge permet donc d’obted®s esters dont la teneur en antioxydants
naturels est supérieure. Par ailleurs, ces compqaesont susceptibles d’étre responsable de
perte de stabilité du réacteur par phénomene d’ptisn, sont évacués continuellement du

réacteur.

La mesure de la stabilité oxydative par la techaigu rancimat montre que le procédé de
transestérification continue grace a ses conditamsces de mise en ceuvre, un temps de
séjour dans le réacteur relativement faible et a@@xposition a I'air ambiant, n’induit pas ou
peu de stress oxydatif. Les esters synthétiséssqarbiais conservent les propriétés de
résistance a I'oxydation de I'huile dont ils sasgus. Les esters obtenus a partir d’huile vierge
contenant des taux importants de composés minegsement des résistances oxydatives
supérieures aux esters synthétisés a partir d’'naifemée. Le réacteur a lit fixe développé ici
permet donc I'obtention d’esters hautement rédistedpondant largement aux spécifications
éditées dans les normes. Les mélanges d'esters mssl huiles vierges de tournesol
hautement oléique, de colza et d’olive ont présed&s temps d’induction respectifs, avec la
technique du rancimat (110°C, 10L @:6"), de 23,3 h; 10,4 h et 17,5 h, soit 17,3h ; &8h
11,5h de plus que les standards imposés par laencgtative au biodiesel (EN 14214 par

exemple).

Un catalogue d’'une douzaine alcools allant desoddcdinéaires primaires aux alcools
linéaires secondaires (2-propanol, 2-butanol) e dlcools primaires ramifiés, des amines
(butylamine etc..) ou encore des alcanolaminesagétfiamine, butanolamine) ont été testés

avec succes sur le réacteur mis au point dans &ettie. Chaque produit obtenu a ainsi des
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propriétés de viscosité, comportements a basseétramope voire de pouvoirs surfactants
(selon la molécule) etc... qui leur sont propres.i@ewre la porte a de tres nombreuses
applications et voire méme a la possibilité de potidns sur mesure selon les applications

ciblées.

La valeur ajoutée due a l'utilisation de Novozyn3 4lans ce réacteur a lit fixe sur le colt du
produit final a été déterminée a 0,08 euros paddgroduits, en considérant un temps de
remplacement de 'enzyme de 1 an. Si cette valawipraisonnable, elle peut néanmoins
étre limitante selon I'application vers laquellad’esse le mélange d’esters. Par exemple, la
tonne de biodiesel se négocie autour de 950 a éafs en considérant un cours des huiles
entre a 800 a 1000 euros par tonne selon la sdurceurcolt de pres de 1%, uniquement dd
au biocatalyseur, comme développé ici, peut reptéseun investissement délicat. Des
solutions existent pour en réduire davantage Lieoce et augmenter la pertinence
economique. En premier lieu, le développement deveamux biocatalyseurs dont le codt
opérationnel est malitrisé et engendrant une dkabdans faille, est une alternative
envisageable.

Ainsi, I'immobilisation de la lipase B d€andida antarctica(CalB) a été optimisée sur un
support extrémement hydrophobe, I'’Accurel MP (gadks particules < 1000um). Ce support
ne permet en aucun cas, de part sa nature, laofixdes composés polaires (glycérol). La
stabilité du biocatalyseur ainsi produit est domtimale. Le processus d'immobilisation
nécessite un prétraitement du support avec un rgobfin de faciliter la pénétration de la
phase aqueuse hydrophile contenant I'enzyme danpdees extrémement hydrophobes du
support. Les méthodes classiques présentées daliséitature utilisent comme solvant
I'éthanol. CalB, étant réputée pour sa grande ta@sie aux solvants, a été immobilisée en

utilisant un solvant plus efficace : I'acétone. S#vant permet une pénétration accrue du
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milieu d’'immobilisation dans le support, de diminuglus efficacement ['activité
thermodynamique de la lipase dans le milieu liquedepar voie de fait, d’optimiser son
adsorption sur le support.

L’analyse du processus dimmobilisation montre deecolt de revient de la lipase
immobilisée est grandement dépendante du ratie eun@ntité de lipase utilisée et quantité de
support mise en contact. Ainsi, plus le ratio devé&e (ce qui correspond a l'obtention du
biocatalyseur le plus actif), plus le colt est im@ot et inversement. Les différents
biocatalyseurs générés, présentant des taux dtactdifférents, ont été utilisées pour
développer un réacteur a lit fixe permettant uragpction annuelle identique. Par soucis de
simplification, une réaction de substitution peraet des analyses simplifiées et des temps
réactionnels plus court a été utilisée : I'estéaifion de I'acide oléique avec du butanol. Les
optima réactionnels ont été considérés comme foligblement identiques.

L’analyse économique du procédé continu permet aeimiser la valeur nette actualisée en
minimisant les différents centres de dépensesimtabtissements liés a son exploitation. Les
colts d’investissement du réacteur ont été estieméstilisant des techniques d’évaluation
empruntées a l'industrie chimique pour une productixée a 10000 tonnes d’esters par an.
Nous montrons que les investissements nécessaitgslg construction d’'un réacteur sont
nettement inférieurs aux dépenses liées a la lipas®obilisée nécessaires pour assurer la
catalyse tout au long du temps de vie du procécem(er remplissage et renouvellements).
Selon les conditions d'immobilisation (ratio entgeiantités de lipase et de support en
contact), le colt d’enzyme nécessaire pour assangroductivité ciblée peut étre de 2 a 10
fois supérieurs aux investissements générés parrébcteur. En conséquence, le
développement du réacteur le plus actif possilde le moins volumineux n’est pas une
nécessité. Au contraire, il est préférable de dfppmEr le biocatalyseur permettant de

minimiser les colts au maximum, méme si le volumeédcteur est important. Un ratio entre
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quantités d’accurel (g) et volum de lipase (L) rais contact de 40 g/L a ainsi été obtenu
comme optimal.

Le biocatalyseur présentant les meilleures perfoo@s €économiques a été utilisé en réaction
continue de transestérification d’huile vierge dmirbesol hautement oléique dans des
conditions identiques a celles utilisées avec leydggme 435. Aucune différence dans le
profil de produits n’'a été détectée. Ainsi, I'imnilcdation de la lipase sur Accurel MP
n’induit pas de modification de comportement réauiel, mais permet d’améliorer 'impact
economique du procédé. Une réduction de I'ordré@é par rapport a Novozyme 435 a été

calculée.

Une seconde stratégie a été développée pour égitet indésirable du glycérol et consiste a
ne pas en produire: la réaction de transestéidicaest limitée a la production de
monoacylglycérols. Les enzymes hautement régioHspées permettent de catalyser la
réaction de transestérification des résidus d’'acglas présents en positisnl et sn3 mais

ne permettent pas de réaction au niveau du résisitignné ersn2 La réaction produit ainsi
deux molécules d’esters et une moléculsmn2monoacylglycérol a partir d'une molécule de
triacylglyceérol, sans production de glycérol libre.

Les sn2monoglycérides représentent une forme de valarisamportante du glycérol co-
produit de ces réactions de production d'esters.effet, produit avec pureté, il est un
précurseur de synthése de triglycérides structumésmmment des MLM (medium-long-
medium). Ces triacylglycérols contiennent en positexterne des acides gras de chaine
carbonée de longueur moyenne (généralement C8 €t10), et un acide gras essentiel a
longue chaine en positiosn2 Une fois ingérée, la lipase pancréatique hydeolpsus

facilement les positions externes du triacylglyt&iaM du fait de la présence d’acide gras
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de taille moyenne. L’absorption intestinale do2monoacylglycérol ainsi produit est
facilitée.

Les monoacylglycérols présentent des solubilitéssdas huiles, esters ou mélanges huiles
esters bien plus élevés que le glycérol. lls né donc pas susceptibles de s’adsorber sur les
supports et d’empécher le bon fonctionnement deidaatalyse. Aussi, dans le cas ou le
processus de migration d’acyles, entrainant I'istgsaéon des formesn2vers les formesnl

ou sn3 soit compléetement maitrisé voire interrompu,sil possible d’effectuer en continu la
transformation des huiles végétales sans subgfiets néfastes de la production de glycérol.

Cette stratégie permet de plus de s’affranchifuddisation de solvants.

Les lipases immobilisées régio-spécificiques, didples dans le commerce (Lipozyme RM
IM, Lipozyme TL IM, Lipase PS Amano IM) et dansléboratoire Yarrowia lipolyticaLip2
immobilisée sur support d’Accurel) ont été testeascette réaction de transestérification de
I’huile de tournesol hautement oléique avec le hoitales essais en réacteur fermé montrent
que la spécificité de la lipase Lip2 ¥elipolyticaest tres supérieure a celle des autres lipases
testées et est donc trés prometteuse pour cetteoregartielle. Elle permet I'obtention de
rendements importants esm2monoacylglycérols et une pureté dn2monooléylglycerol
produit (analyse par RMN) de 96%.

Cependant, la lipase Lip2 & lipolytican’a pu étre mise en oeuvre en réacteur contiritu a |
fixe dans un systéme sans solvant, la stabilitéabdpiée n’ayant pas été satisfaisante Deux
hypothéses ont été avancées pour expliquer ce ptegr Les MAG produits en cours de
réactions sont des molécules amphiphiles qui sdraepables de s’insinuer entre I'enzyme
adsorbé et son support hydrophobe et donc d’eetrdindésorption de I'enzyme de son
support. Le résultat en condition de catalyse ooetiest une perte des capacités catalytique

par fuite de I'enzyme dans le milieu réactionned. deconde hypothése est que les MAGs
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seraient un puissant inhibiteur de la lipase lig2Yd lipolytica En effet, la stabilité du
réacteur. est assurée lorsqu’un solvant polded-tjutanol) est utilisé. Cela tendrait a dire
que la disponibilité des MAG produits est diminggéce au solvant et de fait le phénomeéne
d’inhibition est réduit.

Pour ces raisons, cette troisieme stratégie deuptimeh partielle d’esters reste en essai dans le
laboratoire, notamment au travers du développerdentechniques d'immobilisation de la

lipase via liaisons covalentes ou entrappement

La troisieme stratégie de production d’esters alét@loppée au cours d'un projet connexe de
production d’esters ramifiés par réaction d’esigatfon catalysée par le Novozyme 435 pour
une application bio-kerosene. Cette approche a rétdisée en utilisant des huiles
microbiennes comme matiéres premieres. Cependaltgs-ci sont difficilement disponibles
en quantité suffisante. Le développement du proeédignc été realisé en utilisant une source
végétale permettant de modéliser le substrat eg@is@ette approche est donc totalement
transposable et intégré dans ces travaux de these.

La stratégie a été envisagée en deux étapes :ran@gpe phase d’hydrolyse (non exposée
dans ce manuscrit) et une seconde d’estérificaticecte des acides gras libres. Le but de
cette approche est double. Cela permet en preneer de séparer le glycérol des
triacylglycérols au cours de I'étape d’hydrolysaipae gérer que de I'eau produite au cours
de la seconde étape d’estérification. Ensuite, peteet de profiter de la différence de vitesse
réactionnelle entre réactions de transestérifinad d’estérification pour augmenter la
productivité annuelle par kg de biocatalyseur.

La modélisation thermodynamique des systémes ofeelis envisagés (milieux contenant du
solvant ou milieu sans solvant) grace au logiciesi@dherm a permis de déterminer la

faisabilité de mise en ceuvre de chacun de cesuxitlans une optique de haute productivité
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(concentrations élevées). La modélisation des gidsbde I'eau dans les milieux complexes
(milieux réactionnels a 100% de conversion) pergetdéterminer que, a I'exception du
diisopropyl ether a une concentration initiale eies gras de 1.5M, les solvants retenus et le
milieu sans solvant sont capables de solubilisatéyralité de I'eau produite en cours de
réaction sans probléme de démixtion de phases. sysgmes réactionnels envisagées
permettent I'évacuation de I'eau produite en calgséaction et donc permettent d’assurer la
pérennité du réacteur.

Le logiciel Cosmthermpermet par ailleurs la détermination des activitésmodynamiques
de chacun des composants intervenant dans laa@aetn tout point du réacteur soit en
fonction de I'avancement de la réaction ou en fionctl’'une conversion donnée. Le profil de
l'activité de l'eau entre 0% et 100% de conversmnrété établi pour chaque systeme
réactionnel pour différentes concentrations irgsaén acide gras a ratio molaire entre substrat
fixé. La variation de I'g est fonction du systeme et de la concentratioralaien acide gras :
plus la celle-ci est importante plus,/'éinale en élevée. Etant donné que I'augmentat®n d
'aw influe négativement sur l'activité de Novozynd85. La gamme de concentrations
initiale entrainant une,afinale synonyme de compromis entre productivitad@bense de
biocatalyseur a été déterminé. URefiaale comprise entre 0,3 et 0,4 a été considévéeme

le meilleure compromis.

L’activité de chacun des composeés intervenant danséaction influence [I'équilibre
thermodynamique. Afin de modéliser cet effet, lotgant K (entre produit des activtés de
I'ester et de I'eau produite et produit des addiwitle I'acide gras et de I'alcool a I'équilibre) a
été modélisé pour chacun des systemes réactioamaiff@rente conversion finale. Le systeme
sans solvant parait étre le meilleur milieu powuige K. Ainsi, le milieu sans solvant offre

les plus grandes garanties de productivité et deversion. Cela a été vérifie
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expérimentalement en réaction batch. Il a donw##iéé pour développer un procédé continu

de production d’esters.

Les conditions réactionnelles et opératoires ot @ptimisées. Le réacteur développé
contenait 2g de Novozyme 435. Les meilleures perémces alliant productivité et
conversion ont été obtenues avec un rapport molairiee substrats de 3 (soit une
concentration initiale en acide gras de 1,7 M)retlébit de 60 ml;h Un taux de conversion
de 85,4% est obtenu en sortie de réacteur. Ainsipaductivité annuelle en esters purs de
129 tonnes par kg de Novozyme 435 a été atteinmie des conditions. Cela représente une
augmentation de productivité d’'un rapport 9,3 @pport a celle obtenue en conditions de
transestérification continue. Une production camgiml’esters a été possible pendant 54 jours

consécutifs sans présenter de perte d'activité

La faisabilité d’un systeme a double réacteur g&par un systeme permettant de retirer I'eau
générée par la réaction a été testée dans le ougmienter le taux de conversion obtenu avec
un réacteur unique. La conversion a ainsi été antggaede 85% a 97%. Cette augmentation
de conversion s’accompagne d’'une Iégére diminud®ia productivité calculée a 100 tonnes

d’esters par an et par kg de Novozyme 435.

Cette productivité reste toute fois remarquabléedaux de conversion obtenu implique un
amoindrissement du processus de purification desrsegn aval. Cela permet de réduire
considérablement les colts. Sans tenir compte sl&te@es de purification, en considérant
une production de 100000 tonnes par an, les irsgestients liés a l'utilisation de Novozyme
435 dans ce procédé d'estérification continue odtestimés a seulement 1,5% du chiffre

d’'affaire généré par son exploitation. En compamiscela représente un colt ajouté au
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produit final de seulement 1,1 centime d’euro gas&it 7,3 fois moins que le colt ajouté par
le procédé de transesterification continue dévelogans le chapitre Il. En considérant le
noiuveau biocatalyseur développée au cours du thapV, le procédé présente une
pertinence économique évidente qui le rend extreanéncompétitif avec les procedeés

chimiques classiques.

Financée par un industriel, cette thése a été memé imprégnée par une approche
pragmatique du développement de procédés enzyreatidqua critique souvent faite aux
approches enzymatiques est le colt élevé du blgsata. Nous espérons, a l'issue de ce
travail sur le développement de procédés contiausjr apporté un élément de réponse
positif a cette problématique. Par une approchegdierie des solvants, la mise en place de
réacteurs continus éfficaces et I'optimisation’deape d’immobilisation des catalyseurs, il a
été possible d’atteindre des productivités élewees$l a 100 tonnes de produits par an et par
kg d’enzyme, ce qui permet d’amortir le colt den¥gme. Ce qui pourrait étre désormais
envisagée est I'évolution moléculaire des enzymegliqués pour améliorer leur activité,

stabilité et spécificite.
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