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Résumé

Ce travail concerne l'optimisation et la modélisation de la synthese enzymatique
d’esters de D-Xylose et de D-Glucose par la méthodologie des plans d’expériences. Les esters
de sucre sont en effet des tensioactifs non-ioniques possédant une grande particularité
structurale qui autorise leur utilisation dans divers domaines (détergence, cosmétique,
pharmaceutique, alimentaire etc...).

Nous avons d'abord mis en ceuvre la réaction d’estérification des sucres par 1’acide laurique
comme agent acylant dans des solvants possédant différentes polarités en présence d’une
enzyme fongique, la lipase de Candida cylindracéa (CCL) immobilisée sur célite a I’échelle
du laboratoire. Une optimisation du pH d'immobilisation de la lipase est entreprise.

Deux types de plans d’expériences (Plakett- Burman et Box-Behnken) ont éte utilises. Le plan
de criblage de Plackett-Burman est mis a profit afin d’identifier les facteurs les plus influents
sur la conversion dans la réaction d'estérification enzymatique du D-Xylose a savoir, la
température, le temps, la quantité du tamis moléculaire, la quantité d’enzyme et 1’équivalent
de I’acide laurique. Les résultats du criblage font apparaitre trois facteurs importants. Ces
facteurs sont ensuite étudiés par la méthodologie de surfaces de réponses (RSM) en accord
avec la matrice de Box-Behnken afin de déterminer les conditions optimales pour une
conversion maximale. L’optimisation de la synthése d’ester de D-Glucose est également
entreprise en utilisant la RSM en accord avec le plan de Box-Behnken qui est trés efficace
pour évaluer et modéliser les effets des facteurs suivant: la température, le solvant et le temps
sur la conversion du sucre de départ.

Le traitement statistique des données a l'aide du logiciel MINITAB version 14 qui offre un
large éventail de fonctions d'analyse statistique et d'outils graphiques, a permis la présentation
de résultats précis. Dans les deux cas le modeéle obtenu est significatif avec P < 0,05 et
R?> 90%. La région du point optimal pour une valeur élevée de la conversion est obtenue &

I'aide des courbes de contour lorsque trois facteurs sont fixés aux niveaux hauts.

Mots clés: Plans d’expériences, RSM, Estérification enzymatique, Immobilisation, Lipase de

Candida cylindracea, sucres.



Abstract

This work deals with the optimization and modelling of the enzymatic synthesis of
sugar esters starting from D-Xylose and D-Glucose using the methodology of design of
experiments. These attractive compounds, known for their biodegradability, are commonly
employed in cleansing agents, cosmetics, pharmaceutical, food etc ...

Enzymatic esterification of sugars was performed with lauric acid in different solvent having
different polarity. Lipase from Candida cylindracea immobilized on Celite in the laboratory
was used. A study of the pH immobilization of the lipase is first investigated.

Two experimental designs (Plakett- Burman and Box-Behnken) were used. The screening
design of Plackett-Burman is realized to identify the most important factors in the enzymatic
esterification of D-Xylose, such as temperature, time, amount of molecular sieves, the amount
of enzyme and the amount of lauric acid. Results of the screening design are three important
factors. These factors are then studied by the response surface methodology (RSM) in
agreement with the Box-Behnken design to find the optimum conditions for maximum
conversion. Optimization of ester synthesis of D-Glucose is also undertaken using the RSM
under Box-Behnken design. This design is an effective tool to evaluate and to model the
effects of the following factors: temperature, solvent and the time on the conversion of the
starting sugar.

The statistical analysis of data using the software MINITAB 14 offers a wide range of
statistical functions and graphical tools and has allowed us the presentation of accurate
results. In both cases the resulting model is significant with P <0.05 and R*> 90%. The
optimum point for a high value of the conversion is obtained by using contour curves when

three factors are fixed to high levels.

Keywords: Design of experiments, RSM, enzymatic esterification, immobilization, Lipase

from Candida cylindracea, sugars.
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Introduction generale

Introduction générale

La formation d'esters d'acides gras et de sucnresg enzymatique est un procédé
trés recherché, notamment la production d'agrddeatfs. Ces molécules a squelette
amphiphile sont biodégradables, non toxiques esguent des propriétés physicochimiques
qui permettent leurs applications dans des domaraegs tels que la détergenteu la
cosmétiquée, I'industrie alimentairé’, 'industrie du cuir, des peintures ou encore eitile.
Jusque dans les années 1980, les tensioactifatetgighétisés a partir de ressources fossiles.
De nos jours l'utilisation des ressources veégétplas la synthese de produits chimiques
s'integre parfaitement dans le concept de chimigev@®armi ces ressources, les sucres sont
particulierement étudiés comme précurseurs de migeplateformes, de tensioactifs verts.
Dans ce contexte les esters de sutmnt des molécules tensioactives de type non4iesiq
produites a partir du greffage d’'un sucre (hydméecarbone) sur un acide gras. Dans ce
systeme, la synthese par une enzyme est possibteatalyse enzymatique est en effet de plus
en plus appréciée des industriels du fait des tiondi douces de mise en ceuvre. De plus, les
biocatalyseurs immobilisés présentent une stab#itgmentée, des changements dans

I'activité enzymatique, le pH optimum et I'affinifgour le substrat ont été observés.

Les premiers esters de sucres décrits dansdeafitire sont : les esters de sacchdrose

les esters de sorbithat les alkylpolyglycosides, APGR(schéma 1).

1 M. Manuel Cruz Silva, S. Riva, M. Luidzetrahedron2005 61, 3065-3073.
2 T. Kosaka, T. Yamad&ucrochemistryACS Symposium series, New plant and new apptinatof sucrose
esters1997 41, 84-96.
% S. Piccicuto, C. Blecker, J-C. Brohée, A. MbampaBa Lognay, C. Deranne, M. Paquot, M. Marlier.
Biotechnol. Agronom. Soc. Envird2001, 5, 209.
* (@) Y.G. Shi, J.R. Li, Y. H. Chu). Chem.Technol. Biotechnd@011, 86, 1457-1468. (b) S.W. Chang, J.F.
Shaw,New Biotechnol2009 26,109-116. (c) J. F. Kennedy, H. Kumar, P. $€eBar, S. S. Marwaha, R. Goyal,
A. Parmar, S. Kaur). Chem. Technol. Biotechn@006 81, 866-876. (d) S. Rivd, Mol. Catal. B: Enzym
2002 19, 43-54. (e) T. Polat, R.J. Linhardt,Surfact. Deterg2001, 4, 415-421. (f) D.K. Allen, B.Y. Tadl.
Surfact. Deterg1999 2, 383-390.
® Y. Yan, U.T. Bornscheuer, G. Stadler, S. Lutz-Wah Reuss, R. D. Schmid, Amer. Oil Chem. So2001
78(2), 147-152.
®(a) V. M. Balco, A. L. Paiva, F. X. MalcatBnzyme Microb. Techndl996 18, 392.

(b) A. E. lvanov, M. P. Schneidel, Mol. Catal. B: Enzyn1997, 3, 303.
”'S. Piccicuto, C. Blecker, J. C. Brohée, A. Mbamapab. Lognay, C. Deroanne, M. Paquot, M. Marlier,
Biotechnol. Agron. Soc. EnviroR001, 5, 209.
Y. Queneau, S. Chambert, C. Besset, R. Ch€aithohydr. Res2008 343 1999.
® a.W. von Rybinski, K. Hill, G. Stoll, Alkyl Polygicosides. Technology, Properties and Applicatideslag
Chemig Weinheim 1996
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HO

Esters de sorbitan APGly Esteles saccharo

Schéme 1. Quelques exemplaBesters des sucres.

Dans les années 809, la stratég de valorisation des ressources agricoles ¢
prise en compte de limpact environnementas doroduits chimiques ont entrainé
regain d’'intérét pour cette catégode composédDepuis le début des anné1990, plusieurs

10 11 se sontalors lancéesdans la

entreprises japonaises tall@jue Kao Cor ~— et Hils
fabricaton des esters de suc. Le volume mondial de consommation de ce typproduit
était de l'ordre de 20000 tonnes/an. LeFigure 1 englobe la répartition de le

consommation dans le mon

20%
Europe

Figure 1.Consommations mondiales des produits dérivés des

Ce travail concerne donc unefamille d'esters des sucres, ddensioactifs
monocaténaires, obtena partir de deux glucides, xylose et le glucose. Pour cenous
disposons dne réaction modele’estérification enzymatiqueans le but de développer
procédé de syntheséficace de sucroeste
Afin de connaitre I'évolution des variables caresti&ues de notre systeme, leurs interact

et leurs influencesur les grandeurs étudiées, nous avons applic méthodologi des plans

°H, Oka, K. Aimono, S. Tsuyutani, T. Fujita, K. Hash K, Eur.Patent EP 492397, Kao C01992
*H. Lluders, Eur. Patent EP 252241, Hiils /1987
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d'expériences. Cette méthode permet notammerdhtietles modeles quadratiques faisant
intervenir des parameétres de différentes naturesddt des méthodes de modélisation basées
sur I'expérimentation. Le but des plans d'expéreanest donc d'obtenir un maximum
d’'informations en ne réalisant qu’'un minimum d’eéssae qui répond parfaitement au défi
gu’impose le contexte économique actuel.

Dans ce cadre, nous avons eétudié linfluence déféreints parametres réactionnels sur
'avancement de la réaction d’acylation enzymatiglee substrats osidiques. Cette étape
consiste a déterminer la fonction mathématique pttamt de décrire le phénoméne étudié
avec les facteurs influents. Une démarche basdaislisation de la méthodologie de surface
de réponse (RSMJ a été proposée pour aborder les problémes d'cgtion. Cette
meéthodologie est simple, efficace et facile a sdili Elle permet d’extraire le maximum
d’'informations avec un minimum d’essais expérimartd’'expérience codte cher en temps et
en moyens) afin de caractériser un processus déerada plus précise possible. La RSM
constitue le second volet de la méthode des plamspériences, qui permet de mieux
comprendre et d'optimiser les parametres de latickaafin d’atteindre des réponses
souhaitables. Ce comportement de la surface densépa été expliqué par un modeéle
polynomiale complet du second degré qui permettiffegion des effets linéaires,
guadratiques et des effets d’interactidPour cela, un logiciel de plan d’expériences,
MINITAB version 14, offrant une multitude de poséiBs statistiques et graphiques a éte
utilisé pour planifier les expérimentations, idéati les facteurs influents et optimiser les
modeles.

Les travaux de cette these s'inscrivent pleinendents le contexte cité plus haut et sont
subdivisés en deux patrties.

La premiere partie est consacrée a une revue gibjiique sur les tensioactifs et la catalyse
enzymatique dans le cadre de la synthése d’eséemictes a potentialité tensioactive. Un
aspect général sur les plans d’expériences ebkesns statistiques concernant la méthode est
également aborde.

Le contenu de cette premiére partie servira de tesmique aux développements exposés
dans la partie suivante. La deuxieme partie esffeh consacrée aux résultats obtenus pour la
modélisation et I'optimisation de la synthése enaiique d’esters de sucres par la méthode

des plans d’expériences. Elle est divisée en timgpitres. Le premier chapitre concerne une

12 a D.C. Montgomery. Response Surface MethodolBggign and Analysis of Experimeniéew York: Wiley

2002,445-474. b R.H. Myers, D.C. Montgomery & Andersonek, C.M. Response Surface Methodology:
Process and Product Optimization Using DesignecEmx@nts New York: John Wiley & Son2009219-265.
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étude préliminaire du comportement de la lipaseCaadida cylindracéa(CCL) pour la
recherche des meilleures conditions pour 'immsehition. Le deuxieme chapitre est consacré
a l'étude de leffet des différents parameétres f(térature, temps, quantité du tamis
moléculaire, quantité de lipase etc...) sur l'awsnent de la réaction d’estérification
enzymatique dub-Xylose par l'acide laurique en utilisant la métbtmtjie des plans
d’expériences. Dans le troisieme chapitre la méilugie des surfaces de réponses est mise a
profit par l'utilisation du plan de Box et Behnkpour la synthése d’ester deGlucose afin

de déterminer les conditions optimales pour uneemion maximale.

Le manuscrit est terminé par une conclusion géaéetlla présentation des perspectives
envisagées. Toutes les informations concernansdiable des syntheses effectuées sont

rassemblées dans la partie expérimentale.



Partie 1

Flude bibliographique.
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potentialite tensivactive.



Chapitre 1 Synthése enzymatique d esters
de sucres d potentialite tensioactive.

|. Introduction

Les tensioactifs sont des molécules utilisées d@nsombreuses industries. Dans ce
contexte, une élaboration a partir de ressourceseaies présentes dans la biomasse répond a
des enjeux permanents. Les esters de sucres répoadees criteres. De plus, leurs
caractéristiques fonctionnelles, comme la ConceatraMicellaire Critique (CMC) et la
Balance Hydrophile-Lipophile (BHL), peuvent étrerfaulées en modifiant la partie sucre et/
ou la partie acide gras des esters de sucres. fEf) ef variant la nature du sucre et la
longueur de la chaine grasse, il est possible et\dbtin ensemble de molécules possédant
une gamme trés large de propriétés fonctionnelgdrassantes (tensioactifs moussants,
fluidifiants, solubilisants, émulsionnants). ll$¢pentent également des avantages en matiére
de pureté, d'activité biologique (effet bactérigjdie biocompatibilité et de biodégradabilité.
Actuellement, les esters de sucres sont employés tks domaines agro-alimentaires,

cosmetiques et pharmaceutiques.

II. Tensioactifs
II.1. Définitions
Les tensioactifs ou surfactants sont des moléquissédant deux parties opposées,

une chaine a caractere lipophile (ou queue hydtmghbée a un groupement a caractere
hydrophile (appelée téte polaire). C’est I'antagome de cette structure qui lui donne son

caractere amphiphile (Figure 2).

Téte polaire Queune hydrophobe

Figure 2 : Représentation schématique de tensioactif

On peut diviser les tensioactifs en plusieurs caiég (nombre, nature et disposition des tétes
hydrophiles et des queues hydrophobes au seinrdelétule). On peut avoir des tensioactifs

mono-, bi- ou tri- caténaires selon le nombre dairds hydrophobes greffées sur la méme
téte polaire. Plusieurs tétes hydrophiles peuvérdg éliées a une ou plusieurs chaines

hydrophobes donnant ainsi les tensioactifs bolasrou géminés (tableau'1)

'|. Rico-Lattes Actualité Chimique007, 305, 3-11.
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Tableau 1:Les différents types de tensioactifs.

structure du tensioactif nom

.’\/‘\/\N\/ monocaténaire
@ X bicaténaire
% tricaténaire

./V\/\N\/\. bolaforme simple chaine
.:m bolaforme double chaine

bras espaceur

bras espaceur

gémines

[1.2. Différentes classes de tensioactifs
Dans la littérature, on rencontre dies structures de tensioactifs, variant notamment

selon la nature de leur téte polaire. Il existetigugrandes famille$ qui sont les tensioactifs
anionique, cationique, amphotéres (zwitterioniggta)on ionique.
[1.2.1. Les tensioactifs anioniques

Les tensioactifs anioniqutsossédent un ou plusieurs groupes fonctionnels. En
solution aqueuse, ils se dissocient pour donneriates amphiphiles chargés négativement.
Ces composeés sont les plus utilisés a I'échellastigtlle, on les retrouve principalement
dans les produits cosmétiques comme le savon,lagatrtie hydrophile est un sel de sodium
ou de potassium d’un acide carboxylique (R-C®D). A titre d’exemples, on peut citer les
composés sulfonés (RSMa’) tels que les sulfates d'alkyles et les sulfonates

2 (a) J. J. Morelli, G. Szajed, Surfact. Deterg200Q 3, 539-552.

(b) Y.Yu, J. Zhao, A.E. Bayl\Ghin. J. Chem. Eng008 16, 517-527.
¥ W. M. Linfield, dans "Anionic Surfactants", M. Dieér Eds.1976
“P.Wang, A. A. KellerWater Researct2009 43, 706-714.
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d’alkylbenzene, qui constituent la matiere premiéasioactive la plus utilisée dans la

détergence (Schéma 2).

80:

Schéma 2 Exemple de tensioactif anionique sulfoné : allgthene sulfonate.

[1.2.2. Les tensioactifs cationiques

Les tensioactifs cationiques sont caractérisés ymee partie hydrophile chargée
positivement. Le plus souvent ce sont des selsndarium quaternaires triméthylés par
exemple le bromure de cétyltriméthylammonium CTABlis¢ dans le domaine de la

détergencé (Schéma 3).

Schéma 3 Exemple de tensioactif cationique: bromure delt@héthylammonium CTAB.

[1.2.3. Les tensioactifs amphoteres

Les tensioactifs zwitterioniques, ouplimteres, possedent sur la partie hydrophile a
la fois une charge positive et une charge négatisesont par conséquent électriquement
neutres. Cette structure dipolaire peut alors asérdevenir cationique ou anionique selon le

pH de la solution. De nombreuses substances nlagicgimme les bétaines entrent dans cette

classe de tensioactifs (Schéma 4).

®Y. Ono, T. ShikataJ. Physical Chem2005 109, 7412-7419.
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.
\/\/\/\(T\

CO,—

Schéma 4 Exemple de tensioactif amphotére : carboxybétaine

[1.2.4. Les tensioactifs non ioniques

Les tensioactifs non ioniques ne se dissocienepasolution aqueuse. lls constituent la
classe la plus récente de surfactants. Leur taeadydrophile provient de la présence, dans
leur molécule, d'un groupement polaire de type rtlcool ou méme amifie Les
polyoxyéthylénes tels que le Brij ® 3%u les polyglucosides d'alkyle (APG), utilisés en

détergence ou en cosmeétique en sont des exemplein(a 5).

OH oH
H—TO
H O;& O(CHy)(CHz \/\/\/\/\/\/‘O/\/Oﬁf H
OH OH n
m

Polygucosides d'alkyle (APG) Dodécyipoly(oxyéthyleneglycoéther), Brij ® 35

Schéma 5 Exemple de tensioactif non ionique: polyglucosid&alkyle(APG) et
polyoxyéthylénes (Brij ® 35).

L'utilisation de la réaction d'estérification d'acide gras par des polyalcools naturels comme

les sucres a permis I'émergence des tensioadifs de matieres premiéres naturelles.

II. 3 Domaines d’application des tensioactifs

Les domaines d'application des tensioactifs saultipfes. Ills jouent le role soit de
matiere premiere de base pour la formulation delyte détergents ou cosmeétiques, soit de
produits auxiliaires dans les procédés de fabdoatie I'industrie textile, des métaux, du cuir
ou du pétrole. Trois grands secteurs d'activitpastagent le marché, a savoir les secteurs de

la détergence, de la cosmétique et des usagegrietiis

® C. Giardi, V. Lapinte, C. Charnay, J.J. RoliReactive and Functional Polyme009 69, 643—649.
’ Dossier Tensio-Actifs Information Chimi993 67, 347-351.
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11.3.1. Secteur de la détergence

Les tensioactifs entrent dans la formulation destles détergents et représentent en
moyenne 20% de leur composition. Il convient ddimtisier la détergence ménageére et la
détergence industrielle, cette derniere concernant grande partie le secteur de
l'agroalimentaire. La détergence ménagere quate aegroupe plusieurs classes de produits
tels que les lessives, les adoucissants, les psodaisselle et les produits d'entretien. A noter
gue le secteur des lessives est le plus gros canateur de tensioactifs avec plus de 50% du

marché.

11.3.2. Secteur de la cosmétique
On distingue deux grands domaines, la cosmétimeee (produits d'hygiene lavant
tels que les shampooings, gels douches, dentifrigefa cosmétique blanche (produits de
beauté tels que les cremes, laits, maquillagestegsaproduits de soin). La cosmétique rincée
utilise les tensioactifs pour leur propriété déemtg tandis que la cosmétique blanche

privilégie le pouvoir adoucissant et émulsifiant.

11.3.3. Secteur industriel

Outre la détergence et la cosmétique, les domaliapgplication des tensioactifs sont
nombreux: les industries des additifs alimentaidess céramiques, des matiéres plastiques,
des peintures, du cuir, du papier, du pétrole, ltgigsanitaire, des engrais mais eégalement la

métallurgie et le textile.

[ll. La catalyse enzymatique

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques adsarmoléculaire élevée de nature
protéique et chirald. Elles accélérent d’'une maniére phénoménale &ssét des réactions
d’'un facteur supérieur a $0sans modifier leur état d’équilibre.
Les biocatalyseur possedent une grande spécifitgéiransforment un substrat donné
(spécificité de substrat) grace a une réaction éergapécificité de réaction). lls agissent a des
concentrations tres faibles et fonctionnent en temluaqueuse, dans des conditions de
température et de pH généralement trés dolces

8 0. H. Housse, B. M. Trosl, Org. Chem1964 30, 2502.
° T. Hayashi, Y. IkadaBiotechnology and Bioengineerint99Q 35 (5), 518-524.
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Toute enzyme est reconnue sur le plan fonctionaelupe région spécifique appelée « site
actif ou site catalytique » qui est localisée andfal’'une poche de la zone interne de la
protéine et joue le réle de site de fixation dussai.

[ll. 1. Structure des enzymes
Comme toute protéine I'enzyme est constituée diamement d’acides aminés, qui
sont reliés les uns aux autres par des liaisonsdiges qui se forment entre le groupement

carboxylique du premier acide aminé et le groupdrastiné suivant.

H;5N*-CHR ;-CO-NHCHR,-CO-NH-CHR;-CO-........... NH-CHR,-COO~

Cette chaine d’acides aminés détermine la strugbureaire de I'enzyme. La structure
secondaire des protéines est classiquement d@fmite repliement de la chaine polypeptide
en hélicen ou en feuillef.

La structure tertiaire se rapporte aux relationssdaspace des différentes structures, hélices
et feuillets. Cette structure est due a la fornmatle différentes liaisons et interactions, dont
les ponts disulfures, les liaisons hydrogene, lessdns ioniques et les interactions
hydrophobes.

Les protéines qui contiennent plus d'une chaineygaegtidique présentent un niveau
supplémentaire d’organisation, on parle de strectyuaternaire. Les quatre structures sont

illustrées dans la (figure 3).

10
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Feuillet plié Helicd

Ll L

Acides s

Structure primaire Structure secondaire

Feuillet p

Helice A0

Structure tertiaire Structure guaterna

Figure 3: Structure des enzymes

lll. 2. Classification

Une classification officielle des enzymes a étépadle en 1961 par la commission
internationale sur les enzymes. Elle permet deselakes enzymes en six groupes selon le
type de réaction catalysée (oxydoréductases, hgsks) lyases, isomérases, ligases).
-Oxydoréductases enzymes catalysant les réactions d’oxydoréduaiotransférant les ions
H* et des électrons. Elles sont associées a desyrnesz!’oxydoréduction.
-Transférases:enzyme dont le r6le est de catalyser le transfart groupe fonctionnel d’'une
molécule (appelée donneur) a une autre (appelé@pimcr)
Exemple:

A-X+B>A+B-X

ou A est le donneur et B I'accepteur
-Hydrolase: forment une classe d’enzymes qui catalysent lastishs d’hydrolyse d’esters,
et de liaisons osidiques. Ces enzymes ne nécdsgiré@ralement pas de coenzyme.
-Lyase: enzyme qui catalyse la rupture de différentes di@schimiques par des moyens

autres que I'hydrolyse ou I'oxydation.

11
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-lIsomérase :enzyme qui catalyse les changements au sein diurliécule, souvent par
réarrangement des groupements fonctionnels et csiomede la molécule en l'un de ses
isomeéres.

-Ligases « synthases »enzyme qui catalyse la jonction de deux molécplasde nouvelles
liaisons.

Un grand nombre d'enzymes telles que des lipagssestérases, des protéases, et cellulases
obtenues a partir d'animaux, de plantes et de onigamismes peuvent étre utilisées comme
biocatalyseurs de réactions régiosélectives ddfésetits systémes de solvaits

Parmi toutes les classes d'enzymes, les lipasesnatctuellement beaucoup l'attention. Ce
sont une classe tres importante de biocatalyseaus ges réactions biotechnologiques. Leur
stéréo-, chimio- et régio-sélectivité en font utilpextrémement intéressant pour le chimiste

organicien et les industriéfs

lll. 3. Dénaturation des enzymes

La conformation d’'une enzyme est liéka &tructure secondaire et tertiaire, elle est
réalisée par lintermédiaire de liaisons de faibleergie. La sensibilité des enzymes en
fonction de leur environnement physico-chimique owmla température, le pH et la force
ionique ont un impact profond sur la stabilité gafede la structure protéigde
La dénaturation se définit comme la perte de |daromation native d’une protéine lorsque les
interactions entre résidus sont perturbées, cettalifitation de conformation affecte
généralement la géométrie du site actif, ce quin ampact directe sur I'activité catalytique
(Figure 4).

Site actif

Perte

—_ .
Dénaluration du site
actif

Figure 4: Site actif d'une enzyme

9. cao, Carrier-bound immobilized enzymes: pritessp applications and design, Wiley-VC2005334
1y.M. Balcdo, A.L. Paiva, F. Xavier Malcatanzyme and Microbial Technology996,18, 392-416.
125, Kumar, C.J. Tsai, R. Nussin®ipchemistry2001, 40(47), 14152-65.
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lll. 4. Facteurs influencant I'activité enzymatique
Il est connu que la température, le pH et la comagon du substrat sont les
principaux facteurs qui influencent l'activité emzgtique en milieu aqueux tout comme en

milieu non aqueux.

lll. 4. 1. La température

Chaque enzyme posséde un niveau de stabilité idneengui lui est propre. Cette
stabilité thermodynamique s'exprime a l'aide dexgerametres, soit par I'énergie libre3)
d'une protéine qui représente la somme des ini@ngcau sein de sa structure et par sa
température de fusion qui correspond a la temperatin 50% de l'intégrité de la structure de
la protéine est compromise. Le temps de demi-vi# & une température donnée est
€galement un parametre couramment utilisé pourctaiser la stabilité d'une protéine. La
stabilité thermodynamique dépend de la quantitéedipe a fournir pour outrepasser les
barriéres énergétiques régissant le maintien derl@ture tertiaire de la protéing Plus ces
barriéres sont élevées, meilleure est la résistdecéa structure de la protéine face a un

traitement a la chaleur.

. 4.2. Le pH

Le pH et la température agissent en synergieasaohformation de I'enzyme et sa
structure tridimensionnelle modifiant ainsi soniatd autour de sa température et son pH
optimaux. Le pH et la température ont un effet nmmotone sur l'activité enzymatique avec

la présence d’un optimum comme le montre la figute

13 C. Vieille, G.J. ZeikusMicrobiol Mol Biol Rev2001, 65(1), 1-43.
4 3. Pelmont, Enzymes Catalyseurs du monde vivanidbte Science00Q 1040.
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Activité enzymatique

Température
pH

Figure 5: Effet de la température et du pH sur I'activité ynatique

lll. 5. Enzymes immobilisées

Les enzymes présentent un fort intérét dans lead@de la biocatalyse, un avantage
distinct dO a leur spécificité, leur biodégraddbilet la limitation de la formation de sous
produits. L’enzyme doit étre compatible et staBe.niveau fonctionnel cette stabilité limite
souvent son application pratique surtout a I'éehahdustrielle. Pour compenser les
problemes liés a I'instabilité des enzymes, ilrestessaire de les immobiliser.
Une enzyme immobilisée est une enzyme liée panasgens physico-chimiques en surface
ou a lintérieur d’'un support solide. On cherchen@@lement a conserver son activité
enzymatique. L'immobilisation des enzymes permetgidleurs d’améliorer le contréle des
opérations, de faciliter la récupération du prodiiital, d’éviter la contamination du
biocatalyseur et augmenter sa stabilité dans I@pdee qui est souvent le cas du fait de la
structure plus rigide conférée par 'immobilisatianx enzymes. Tous ces avantages font de
'immobilisation la méthode la plus utilisée powwsarer la stabilité des enzymes au sein d’'un
procédé™.

lll. 6. Différentes méthodes d’'immobilisation
Plusieurs méthodes d'immobilisation deszymes ont été décrites dans
la littérature'®'”. Les principales possibilités d'immobilisation @egymes sont:

1- L'adsorption sur un support inerte (Immobilisatpar adsorption)

15p.v. lyer, L. AnanthanarayaRrocess Biochemistr2008,43, 1019-1032.

6 B. Ozturk. Immobilization of lipase Candida rugosa hydrophobic and hydrophilicsupports, Master of
Sciencejzmir Institute of Technology, Turke2001, 35-39.

7'p.J. WorsfoldEnzymes,Pure &Appl.Chert995 67 (4), 597-600.
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2- Le piégeage physique dans des cimmobilisation par inclusior
3- Laréticulation avec des réactifs bi ou multivalgitsmobilisatior par réticulation).
4- La liaison covalente entre un porteur et des groupestionnels de l'enzymr

(Immobilisation par liison covalente).

lll. 6. 1. L'immobilisation par adsorption
L'immobilisation par adsorption est une méthophysique qui consiste a fix
'enzyme au support via deinteractions hydrophobes (liaison de Van Der Waat

hydrophiles (liaisorélectrostatiqu, liaison hydrogene) (Figure 6).

Enzyme

o e
fcy

Jh TTEp—

Support vierge Support modifié

Figure 6: Adsorption des enzymes sur un support

L’efficacité de l'immobiisation est donc tributairdes propriétés de surface a la fois
support et de I'enzyme, qui,les mémes sont dépendantes desditiors opératoires (pH,
milieu aqueux owrganiqueetc...)?. Dans ce procédé la fiion de I'enzyme peut &t
réalisée suplusieurs types de supports (naturel, synthétiguganique, inorganique) ce c

fait d’elle la méthode la plus uisée & I'échelle industrielfé' >

lll. 6. 2. L' immobilisation par inclusion

Le principe de l'inclusion est de retenir I'enzyprésonniere dans la matrice d'
polyméreou dans une micro capst La maille de la matrice assure de maniéere pure
physique la rétention de I'enzyme tout en permeéttardiffusion w substrat jusqu’au si
actif de 'enzyme graceune porsité du gel suffisante (Figure 7).

Plusieurs polymeres, entre ai l'alginate, le chitosan, le gel depolyacrylamideles

gel d'amidon sat utilisés. Cette technique d’'immobilisation a é@gpliquée sur plusieu
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types d’enzymes par exemple la lipaseCdandida rugoseet la lipaseéPancréatique du porc

qui ont été encapsulées dans un gel d'alginate lp@ynthése d’estet&

a» Enzyme

— = Matrice

Support vierge Support modifié

Figure 7: Inclusion des enzymes sur une matrice de support

. 6. 3. La réticulation

La réticulation consiste a établir des liens covtaeentre molécules d’enzymes ou
entre molécules d’enzymes et de protéines ineetedgs liaisons chimiquéd®°a I'aide d’un
réactif polyfonctionnel tel que le glutaraldéhyd®n obtient un réseau enzymatique

tridimensionnel qui contrairement a I'enzyme sasgeinsoluble.

- 2,2 z‘

o Enzyme

— U Agentréticulant

Support modifié par réticulation

Support vierge

Figure 8: Réticulation des enzymes

lll. 6. 4. L'immobilisation par liaison covalente

Cette immobilisation est réalisée par I'intermédiaies liaisons covalentes entre les
groupements fonctionnels de I'enzyme et les groupestifs du support. A priori, il faut
activer soit I'enzyme, soit le support. On choigé&néralement d’activer le support, car

¥ G. Ozyilmaz, E. Gezed, Mol. Catal. B: Enzyn201Q 64, 140-145.

¥'3.V. Dzyadevych, V. N. Arkhypova, A. P. Soldatkiy. El'skaya, C. Martelet, N. Jaffrezic-Renault,
Amperometric enzyme biosensors: Past, presentudncef IRBM 29 171-180.
“W. Mindt, P. Racine, P. Schlapfer. Enzyme electratfe Patent 3.838.033974
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'activation des groupes fonctionnels de I'enzymeutp conduire a la dénaturation de
'enzyme. Cette méthode est considérée comme utieodeirréversible non seulement pour
sa capacité a rigidifier la conformation de I'enzyrat a en modifier les caractéristiques
chimigues, mais aussi parce quelle peut impligages changements drastiques des

performances de I'enzyme en termes d’activité éecsivité et de stabilit&"

enzyme

\

Support vierge Support modifié

Figure 9: Immobilisation des enzymes par liaison covalente

IV. Les lipases

La majorité des biocatalyseurdilisés pour I'acylation de divers substrats et en
particulier les peptides appartient a la familles dipases. Cesont des hydrolases d’esters
carboxyligues et appartiennent a la classe desylgigcérols acyl-hydrolases (EC/3.1.1.3).
Ce sont des enzymes largement répandues dansulee.ngtles ont des origines diverses
(bactérienne, fongique, végétale, animale, ...) &sgmtent un panel de spécificités de

substrat trés large par rapport & d'autres cl&$ses

IV.1. Structure des lipases

Toute les lipases de structure connuejawreprésentent une base structurale commune
composeée de 8 feuillefshydrophobes reliés entre eux par 6 hélicesnphiphiles (Schéma
6) formant un repliement dit/p *>. Elles possédent un site actif composé d’'une ériad
catalytigue constituée de sérine, histidine et idecaspartique protégée par une boucle
amphiphile appelée volet.
Le site actif des lipases n’est généralement pessaible au solvant et au substrat, lorsque
'enzyme et sous sa forme inactive. La face hydotyghde ce volet est orientée vers
I'intérieur du site actif, on parle de conformatifammée. Le passage de la forme inactive a la

2L, Cao, Carrier-bound immobilized enzymes: pritesp applications and design, Wiley-VC2005334

22 F, Chamouleau, D. Coulon, M. Girardin, M. GhalilMol. Catal. B: Enzyn2001,11, 949-954.

%D, Ollis, E. Cheah, M. Cygler, B. Dijkstra,F. Fool,S. Franken, M. Harel, S. Remington, L. SiimanShrag,
J. Sussman, K. Verschueren, A. GoldmanP#atein Engeniering1992,5, 197-211.
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forme active s’accompagne d’un mouvement de cet w{posant ainsi sa face hydrophobe
vers |'extérieur du site actif et créant une swefaapposée interagir avec l'interface « lipide-
eau ». Ce phénomeéne est appelé activation intaléadi’activation est une étape essentielle
lors de la catalyse. Des études montrent que desoitis hydrogéne entre un acide aminé
(arginine 86 noté Arg 86) et la surface de I'enzystabilisent la conformation du « lid » dit
ouvert®*?> A l'interface « eau-lipide », il y a un phénomémhe désolvatation de cet acide

aminé (Arg 86) qui joue un role clé dans le proasstactivatiorf®?’.

His‘tidihe
MNucl eophll a2
Acnde-
B B2 B3 (R 2) BS BB BT [53=]
ol | o2 3 ok oS

Schéma 6 Schéma du repliementp. Les fleches représentent les feuillett les rectangles

les hélicesi. Le rectangle noir représente le volet amphiphile

Ci-apres a titre d’exemple la structure de ladgdeMucor meihe(Schéma 7).

' R. C. Rodrigues, R. Fernandez-Lafuedteylol. Catal. B: Enzyn2010,66, 15-32.
% M. Holmquist, M. Nodn, K. HultLipids. 1993 28, 721-726.

% P, Reis, K. Holmberg, H. Watzke, M. E. Leser, Rll&V, Lipases at interfaces: A review, Adv. ©id
Interface Sci.2009 147, 237-250.

7 M. P. Egloff,Protein Sci1995 4, 44-57.

18



Chapitre 7 Synthése enzymatique d esters
de sucres d potentialite tensioactive.

Schéma 7:Structure de la lipase déucor mieheidans sa forme fermée (A) et ouverte (B).

IV.2. Mécanisme d’action des lipases

Le mécanisme d’acylation & deux substrats catalyagla lipase selon le modele bi-bi
ping-pong®® (Schéma 8).

Le site actif des lipases est formé par une trid@eninoacide. L’acide aspartique (Asp),
I'histidine (His) et la sérine (Ser).

-Dans une premiére étape : La combinaisotre Asp-His augmente la densité
électronique de I'hydroxyle primaire de la sérirezigpermet une attaque nucléophile sur le
carbone de la fonction carboxyle du donneur d’afiRi€ OOR,). La moitié acyle du substrat
est liée d’'une maniére covalente a I'enzyme en dotntintermédiaire acyl-enzyme avec
libération de I'alcool ROH.

-Dans une deuxieme étape : Cet intermeédiacyl-enzyme est attaqué, par une
molécule nucléophile (eau, alcool, amine, par exemppour donner un deuxieme
intermédiaire. Ce dernier se dissocie en libérugrbupe acyle partant {f/£O) désormais lié

au nucléophile (RCO-Nu) restituant ainsi la lipase dans son éitiiln

% (a) F. X. Malcata, H. R. Reyes, H.S. Garcia, CH@#, C. H. AmundsonEnzyme Microb. Technal992 14,
426-446. (b) K. Faber.Biotransformations in organic chemistry”, 5th editi. Springer22.2004 (c) D.
Reyes, N. Lopez, M. Ferrer, F. Plou,A. BallesteBiscatalysis and biotransformatior2005 23 (1), 19-27.
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[a]

- N R.OH +
L 2\0 H_N/—( &J\f‘;ﬁe% L

o R4

SCTING active

A His :‘i‘t’ acvi-serine active
i itermesd idre

etape 2 o/l\oﬂ H:,\-N/—_( \f — - )I\

Schéma 8:Mécanisme réactionnel de la triade catalytique.

IV.3. Réactions catalysées par les lipases

Selon le mécanisme de catalyse décrit précédemnesntipases peuvent catalyser
différents types de réactions (Schéma 9).
-En milieu aqueux, les lipases catalysent spéafigent I’lhydrolyse de la liaison esters.
-Dans les milieux pauvres en eau, les lipasesysatal la réaction inverse, c’est-a-dire la
synthése de liaisons esters. La synthése d’'urstiakster, peut se faire selon trois types de
réactions comme l'estérification, la tran estéafion et I'interestérification dans des solvants

organiques.

Hydrolyse: R,COOR, + Hj O —— R;COOH + R,0OH

Estérification: R,COOH + R,0H —— > R;COOR; + H,0
Interestérification: R{COOR, + R;COOR, —> R;COOR, + R;COOR,
Transestérification:

- aICOOIyse: R]COORz + R3OH —_— R]COOR3 + RzOH
- acidolyse: R;COOR, + R;COOH ————»R;COOH + R;COOR,

Schéma 9:Ensemble des différentes réactions catalyséesgsdiphises.
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V. Les esters des sucres

Les esters d’'acides gras et de sucres sont deiedenfs non-ioniques dont la partie
hydrophobe est une chaine grasse (apolaire) etrtee fnydrophile un sucre (polaire). Grace a
leur structure amphiphile, ces composes possedemtpdopriétés spécifiques (détergent,
émulsifiant, dispersant, agent moussant et sofant). Ceci permet leur utilisation dans
I'industrie agro-alimentaire, cosmétique, détergegit pharmaceutique. Plus récemment, des
propriétés antibiotique, antitumorale et insecBsicbnt été mises en évidence, impliquant

ainsi une production beaucoup plus importante.

V.1. Synthése d’esters de sucres

Les esters de sucres amphiphiles et de structurgges ne sont pas disponibles dans
la nature. Leur synthése est réalisée par voieigbemou par voie enzymatique. La réaction
envisagée est une estérification ou une transifestéon entre un sucre et un acide gras ou

un ester gras (schéma 9).

V. 2. Synthese d’esters de sucres par voie enzynupte

Au cours de ces dernieres années, le recoursiacatalyseurs en synthese organique
a augmenté de facon considérable pour effectuerr@sions chimiques tres sélectives.
Parmi les principaux avantages liés a l'utilisatiercette méthode biocatalytique citons :
1- Une mise en ceuvre facile.
2- Des conditions réactionnelles douces: temperaem dessous de 100°C, pression
atmosphérique, et pH proche de la neutralité, ¢eequaine la formation de produits ultra-
pure, incolore et sans odeur. Ces conditions agdi antéressantes dans le cas de la synthése
de molécules fragiles.
3- Grande spécificité catalytique : chimio-, régiet énantio- sélectivités élevees. Les
réactions enzymatiques ne donnent que raremerrddsits secondaires.
4- Les vitesses des réactions catalysées par dgsnes sont multipliées par des facteurs
compris entre 10et 132 par rapport aux réactions correspondantes saalysar.

5- Protection de I'environnement.
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Exemple de synthese enzymatique:

> E. Abdulmalek et colf® ont utilisé la Lipozym&M IM, pour la synthése du monoester de
galactose, par estérification avec l'acide oléigiams un mélange de solvant (DMSO:
[Bmim][BF,4] / 1: 20) a 60°C pendant 2 h . Le produit est nbtavec une conversion de
67% (Schéma 10).

Lipozyme RM IM 2% (WAW), 2 h, 60°C
+ RCO,H <

DMSO:[Bmim][BF,] (1:2)

(1€q.) (3éq)

Schéma 10Synthése de ®-monoester de galactose.

> A. Dong et coll®® ont utilisé la lipozyme (TLIM), pour réalisé laagion d’estérification
enzymatique de-Galactose avec le N-decanoylglycine dantetebutanol. Aprés 6h on

obtient un excellent rendement 94,5% (Schéma 11).

OH
(e}
H O,
+ N CoHig  TLIM, 40°C 0
D ——
— HO I AN
OH HO \Tr tert-butanol, 6h O\[(\
H 0
HO OH (o]

R=945%

Schéma 11Estérification enzymatique deGalactose avec N-décanoylglycine.

> N. Galonde et coff* ont décrit la synthése d’estersmiannose avec le vinyle myristate
en présence la CAL B, en milieu liquide ionique [Bm][TFO] & 80°C. Le produit est

obtenu avec un rendement de 72,2% comme illustrie théma suivant.

2 E. Abdulmalek, H. Salami Mohd Saupi, M. Basri, B\. Salleh, R. N. Zaliha, R. Abd Rahman, M. B. Abdul
Rahman,). Mol.Catal. B: Enzynm2012 76, 37.

30 A. Dong, Z. Xiaohui, Y. ZhiwenCarbohydrate ResearcB015 414, 32-38.

3L N. Galondea, Y. Brostauxb, G. Richarda, K. No@a,Jerdbmed, M. L. FauconnierBirocess Biochemistry
2013 48, 1914-1920.
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HO ROCO

o CALB o
+ O CoR ¥ 2 + Z on

HOl OH [Bmpyrr][TFO] HOI OH
80°C

R: (CH2)12Me
HO OH HO OH

Schéma 12Transestérification enzymatique deMannose par le vinyle myristate

V.3. Influence du milieu réactionnel sur la synthes enzymatique des esters de sucre
L’'optimisation de la synthése enzymatique des sstersucres doit tenir compte de

nombreux parameétres qui peuvent influer sur la tndee du substrat et ['activité

enzymatique. Notamment, la nature de I'enzymegtapérature, le solvant, la quantité d’eau,

le rapport molaire entre les substrats ect...

V.3.1. Influence du solvant
Généralement, les hydrolases catalydesatréactions d’hydrolyse en milieu aqueux.

Mais depuis, en 1986 les travaux de klibafownt montre que les hydrolases peuvent étre
actives dans le milieu organique. Pour de teegh&ses le choix du solvant organique est
primordial ****, lors de la mise au point d’un procédé biocatqlygi Le solvant doit étre non
toxiqgue et facilement séparable des autres coastdudu milieu. Il doit surtout étre
compatible avec l'activité enzymatique, il ne dmas affecter la structure tridimensionnelle de
'enzyme ainsi que la couche d’hydratation indisgadale a I'activité enzymatique. Le solvant
doit en effet étre moyennement polaire pour pousoilubiliser les substrats et maintenir
I'activité de la lipase. Dans les solvants poldiagglupart des lipases sont désactivées, car les
solvants polaires absorbent I'eau constitutiveadigplase qui joue le réle d’un lubrifiant pour
gue I'enzyme garde sa forme active. D’autre pagolabilité des sucres est augmentée dans
les solvants polaires. Enfin le volume de solvarit dgalement étre optimisé afin de ne pas
diminuer le contact des réactifs avec I'enzyme.
> L. Li et coll * ont décrit la synthése d’esters de fructose deeirle laurique en présence

de la CAL B) dans plusieurs solvants organiquestes/ersions obtenues sont illustrées

sur le schéma suivant.

32 (a) A. M .Klibanov,Chltech 1986 16, 354. (b) A. M. Klibanow). Am. Chem. Sot986 108, 2767.
3 . Chamouleau, D. Coulon, M. Girardin, M. GhallMol.Cata. B-Enzy2001, 11, 949-954.

34 D. Coulon, M. Girardin, M. GhouProcess Biochen1999 34, 913-918.

*L. Li, F. Ji, J. Wang, Y. Li, Y. BacEnzyme and Microbial Technolagd015 69, 46-53.
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RN
HO OH CALB, 40°C
OH 4 RCOBH —— = Mélange de régio-isomeére +  H,O
Solvent, 12h

HO OH Solvent C(%)
R:(CH,),oMe
2-methyl-2-butanol 27.21%
EMC 44,90%
Acétone 54,21%

Schéma 13 Influence de la nature du solvant organique.

V.3.2. Influence de la nature de I'enzyme

L'activité catalytique et la sélectivi@nt directement liées a la nature de I'enzyme.
D’autre part la forme libre ou immobilisée de I'gnee joue un rdle tres important sur son
activité, sa stabilité et, parfois sur sa spéddicl’. Des modifications dans I'activité
enzymatique ont été observées pour des biocatatysemobilisées’.
» L'exemple suivant montre linfluence de la nature Henzyme sur la réaction de

transestérification dn-Lactose avec le laurate de vinyfgSchéma 14).

HO o oH
. B o\\‘\ ////
A\ “, o OH
(0] (o] 70H 4 /\CO Rl _sc | ROCO
HO HO 2- methyl 2-butanol ///OH
",
HO "/oH R:(CHy),Me

OH
Enzyme C(%)
CAL 21,8
MML 52,4
TLL 355

Schéma 14 influence de la nature de I'enzyme.

V.3.3. Influence de la température
La température est un des parameétres non néglgeabi affectent 'avancement et le
rendement des réactions enzymatiques. En jouaid stnucture et la stabilité de I'enzyme et

également sur la cinétigue de la réaction on olsel®s changements dans l'activité

%W. A. M. Alloue, M. Aguedo, J. Destain, H. Ghalfi, Blecker, J. P. Wathelet, P. ThonaBiptechnol. Agron.
Soc. Environ2008,12, 57-68

37 A. E. lvanov, M. P. Schneide}, Mol. Catal. B: Enzy1997, 3, 303-309.
% M. K.Walsha, R. A. Bombyka, A. Wagha, A. Binghantb,M. Berreau.J. Mol. Catal. B: Enzy2009 60,
171-177.
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catalytiqué®. L'effet de la température est donc trés imporgfirt de favoriser la solubilité

des réactifs d’'une part, et moduler I'activité emagique d'une autre part.
» Z.H.Uswatun et colf® ont réalisé une étude concernant l'influence detiapérature sur
'avancement de la réaction d’estérification enziiquee du lactose par I'acide caproiques

en présence de la lipase @andida rugosa(CRL) immobilisée. Ceci est illustré sur le

schéma 15.

OH

o OH ROCO o

HO
N\ “,

O /(:[‘J: CRL 1. 48h o o o on

OH 4+ RCO —

HO 2 - » OH + HyO

o ,////OH HO Acétone HO' /0H

R:(CH,);Me ay

OH Température(°C) C(%)
55 73
50 66
45 63

Schéma 15 influence de la température.

V.3.4. Influence de la quantité de la lipase
L’avancement de la réaction dépend de la quantézgme utilisée. Il est donc

nécessaire de déterminer la quantité optimale gfaez afin d’améliorer les taux de

conversion des substrats.
> Emilia et coll. ont réalisé une étude, qui religlantité de la lipase deandida antartica

B (CAL B) et la conversion de I'hexanayXylopyranoside® formée lors de la réaction

suivante (Schéma 16).

o) )
CALB, 60°C,24h
HOIIn-QOH + RCOxH DVSO Accione HOIII'-QOCOR + HO
4 R : (CH2)4Me L:10 2
HO oH HO “OH

Qe(w/v) C(%)
8 34
16 64
24 61

Schéma 16 Influence de la quantité de I'enzyme.

39 M. Dixon, E. C. WebbEnzymesAcademic Press, New-York979.
%07, H. Uswatun, E. Abdulmalek, S. O. Siti, M. Bag, B. Salleh, R. N. Zaliha, M. B. Abdul Rahma#god

Chemistry2012 131,199-205.
“L E. Abdulmalek, N. Fazrieyana Hamidon, M. B. Ab&ahman,). Mol.Catal. B: Enzyn2016 16, 30109-6.
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V.3.5. Influence du temps de la réaction
Dans la littérature, les temps longs sont générae favorables a la synthése des esters de

sucres et donne des taux de conversions élévées

DMSO:2M2B (80%:20%)

HOIn OH + RCOzH HOImn: + H,O
CAL, 55°C
HG R : (CHy)4Me HO'
2éq Temps (h) C(%)
12 48
24 59
48 73,66

Schéma 17 influence du temps.

V.3.6. Influence de la quantité du tamis moléculag
L’élimination de I'eau produite au cous la réaction d’estérification par I'ajout du
tamis moléculaire, permet le déplacement de I'dapailthermodynamique vers la formation
de l'ester. L'utilisation du tamis moléculaire avdes quantités adéquates conduit ainsi a
'amélioration du taux de conversion des substrats.
> S. Tarahomjoo et I. Alemzadéfi ont réalisé I'estérification enzymatique OuGlucose
avec l'acide palmitique en présence de la lipas&ldizomucor mieheilans I'hexane.
Apres 96 h de réaction, le produit est obtenu awretaux de conversion fonction de la

guantité du tamis moléculaire (Schémal8).

RML, 30°C o
e RCO,H ————= HOIIn - Hay
HOIn + 2 Hexane, 96h

HO R: (CH2)14Me HO

™ ()

0.3 14%

0,5 39%

0.9 2%

Schéma 18 iInfluence du tamis moléculaire.

2. Yan, U.T. Bornscheuer, G. L.W. Stadleipid. Sci. Techno2001.
3 3. Tarahomjoo, I. Alemzadel.Enzy. Micro. Tecl2003 33, 33 -37.
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VI. Conclusion

Dans cette partie sont présentés les tensioattgarticulieremenles esters de sucres
qui sont des molécules amphiphiles résultant de I'éicylades oses par une modification
structurale prometteuse pour valoriser au mieupdtentiel thérapeutique, cosmétique ou
encore agro-alimentaire de ces composés. lls somtus pour étre des bio-tensioactifs non-
ioniques, présentant diverses applications. Leurth&ge par la voie enzymatique est
actuellement trés répandue. Il est en outre adolisg enzyme immobilisée placée en milieu
organique exprime de nouvelles propriétés telles lgaugmentation de la thermostabilité et
de la spécificité.
Dans ce qui suit, I'optimisation de la synthéseysratique d'esters de sucres et d'acides gras
avec une lipase immobilisée est réalisée. L'intheedes principaux parametres réactionnels
sur l'avancement de la réaction enzymatique estiég® par la méthodologie des plans

d’expériences dans la deuxieme partie de ce mémaoire
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Chapitre 2 Generalites sur les plans d experiences
et les nottons statistigues.

[. Introduction
Dans toutes les disciplines, il est fréequent dehadger étudier un phénoméne

dépendant de différents parametres. La méthodgiwetun’est pas toujours la meilleure. Elle
consiste généralement a fixer le niveau de towgesvariables sauf une et de mesurer la
réponse pour plusieurs valeurs de la variable raol8i plusieurs paramétres doivent étre
etudiés, il faut répéter cette technique pour chgmprametre. Par exemple, si I'on souhaite
étudier 7 parameétres & 4 niveaux il faut donc séalil6384 (3 expériences. Ce nombre
d’expériences représente un travail gigantesgeewatent irréalisable.
Pour résoudre ce probléniefaut donc réduire le nombre d'expériences actffer sans pour
autant perdre sur la qualité des résultats rechsrch'utilisation d'un plan d'expériences
donne alors une stratégie dans le choix des mé&hdidepérimentation. Leur succes dans la
recherche et l'industrie est lié au besoin de ctithp& des entreprises, ils permettent une
amélioration de la qualité et une réduction dessol
L’objectif principal de I'expérimentation est d'&la le lien qui existe entre une grandeur
d’intérét y, et des variablesde type: y = f (¥.
Pour cela il existe deux approches :
La premiére est une application classique intuitadoptée par les chercheurs pendant
plusieurs années. Elle consiste généralement a léxaiveau de tous les facteurs sauf un,
puis on recommence la procédure jusqu’au derngtedia. Malheureusement cette méthode a
des inconvénients:

* Les interactions entre les facteurs ne sont pané&ss.

* Beaucoup d’expériences sont exigées quand le nodelsréacteurs augmente.

* Seulement une petite partie du domaine expérimestaxaminée.

» Les conditions optimums globales ne sont pas tresivé
Donc cette méthode ne permet pas d’étudier I'élautiu systéme par rapport a la variation
d’un seul facteur (Le modele mathématique est irsiptesa ajuster).
La seconde est une approche multivariée qui censest varier plusieurs facteurs

simultanément. Cette approche est subdivisée awetpgs séquentiels et simultai@s

! B. Dejaegher, Y. Vander Heydeh,Phar. Biome. Analy2011,56, 141— 158.

2 D. L. Massart, B. G. M. Vandeginste, L. M. C. Beys, S. De Jong, P. J. Lewi, J. Smeyers-Verbeke,
Handbook of Chemometrics and Qualimetrieart A, Elsevier, Amsterdarh997.

% Y. vander Heyden, C. Perrin, D.L. Massaftandbook of Analytical Separatiank. Edition Valké,200Q
163-212.
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» L’approche séquentiel consiste a conduire quelgg®riences initiales et utilise
leurs résultats pour définir les expériences qivesu *. Cette approche peut étre
appliguée quand le domaine expérimental contierpiimum inconnu.

* L’approche simultanée donne une représentationatobre d’expérience prédéfini,

d’aprés une organisation expérimentale précise.eRample un plan expérimentdl’. La
meéthode des plans d’expériences est introduiteipafement pour évaluer plusieurs facteurs

simultanément et pour prévoir les interactionseelds facteurs.

[I. Historique

Les meéthodes rigoureuses d’expérimentation, basees/'utilisation des plans
d’expériences, sont dues aux travaux de Sir Rorasdher (1890-1962). Ce brillant
mathématicien, tres productif dans le domaine dedtstique, a été amené a s’intéresser aux
techniques d’expérimentation suite a son emploil@t9 a la " Rothamsted Experimental

n8

Station"”. On trouve dans les travaux de Fisher les notitensépétition, de constitution de

blocs, d'expérience factorielle, d'interactionsffdts principaux et d’expériences en parcelles
divisées *1° Les idées de Fisher furent reprises par des ajstes des sciences
agronomiques.

En 1931, Fisher est rejoint a Rothamsted par Fraties (1902-1993). De leur collaboration,
résultent entre autres de nouveaux développementseequi concerne les expeériences
factorielles, ainsi que les notions d'expériencas l@ocs aléatoires incomplets et
d’expériences factorielles fractionnaires?

A partir des années 1935-1940, les notions d’erpaErtation, qui jusque-la avaient été
congues et appliquées essentiellement dans leusegeonomique, interviennent également
dans le secteur industriel. Des concepts nouvegparaissent alors, tels que les plans de
Plackett et Burmar®, la notion des surfaces de répon$es I'application de cette notion au

cas particulier des mélangEsles plans optimau¥.

* B. Dejaegher, Y. Vander HeydegBpmprehensiv€hemometrics2009 (Chapitre 17), 547-575

® B. Dejaegher, Y. Vander HeydeActa Chromatogr2009 21, 161-201.

® B. Dejaegher, A. Durand, Y. Vander Heyd&themometric Methods in Capillary Electrophores261Q
(Chapitre 2), 11-74.

" D. C. Montgomery, Design and Analysis of Experisedth edition, John Wiley, New York997

8 W. Tinsson, Plans d'expériences. Constructioasialyses statistique2010.

°R. A. FisherStatistical methods for research workeEslinburgh, Edition Oliver and Boyd925 239.
19R. A. Fisher) .Ministry. Agric 1926 33, 503-513.

M F. Yates, complex experiments (with discussidn). Statist1935 181-247.

12\W. G. Cochran). Dairy . Sci1941, 24, 937-951.

13R. L. Plackettd. P. BurmanBiomertika 1946 33 (4), 305-325.
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[1l. Définition et domaine d’application des plansd’expériences

Un plan d’expériences est une méthode pour p&andu organiser les expériences
scientifiques et industrielles dans le but de eetltinformation correspondante a I'objectif
fixé préalablement® *° Leur but est d’obtenir un maximum d’informaticagec un minimum
d’expérimentations par rapport a I'objectif quen’e’est fixé. Les plans d’expériences sont
appligués dans différents domaines des sciencggon@mie, biologie, calcul numérique,
chimie, électronique, marketing, mécanique, physiguet cela, a tous les niveaux, depuis la
recherche fondamentale jusqu’a la satisfactionlientc.

IV. Vocabulaire
IV.1. Facteur

Les facteurs sont les variables que I'on désueiét et qui sont supposées avoir une
influence sur le systeme. lls peuvent étre quartitau qualitatifs, continues ou discrets,
contrblables ou non contrdlables. Généralemenprend en compte les facteurs caractérisés
par une seule variable naturelle qualitative owntjtetive que I'on contréle. Les facteurs sont
limités par deux bornes, inférieure (bas) et swpge (haut). On désigne le niveau bas par le

signe (-1) et le niveau haut par le signe (1)

IV.2. Réponses
Une réponse expérimentale est une manifestaticunalele que I'on observe lorsque
'on fait varier les paramétres étudiés. Un phénaoenpeut étre éventuellement décrit par

plusieurs réponses expérimentafes

4 G. E. P. BoxBiomertikg 1952 39 (1), 49-57.

15G. E. P. Box, K. B. WilsonJournal of Statistical Royal Society951, 13 (1), 1-45.

8 H. Scheffé,). R.Statist 1958 20 (2), 344-360.

1773, Kiefer,J.R. Starust.S50d 959 21 (2), 272-319.

18 C. Pierre, Les plans d’expériences partie 1: ygegénérawRkevue: Contrdles- Essais- Mesur28p5 69-
72.

P, Dagnelie, Le plan d'expérience évoReyue MODULADN?® 38,2008.

20 3.J. Rousselle, Thése de doctorat. Les contotifs,ame méthode de segmentation applicationraakjerie
médicale. Université Francois Robel&603

213, J. Droesbeke, J. Fine, G. Saporta, Plans diexgés: applications a I'entreprise. EditiGiiCHNIP,1997.
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IV.3. Domaine expérimental et domaine d’étude

Une interprétation géométrique permet de mieuxpremdre la construction des plans
d’expériences et de mieux interpréter les résultaissqu’il y a n facteurs, il faut raisonner
dans des espaces a n dimensions. Pour fixer les,idé prend I'exemple de deux facteurs x
et y a deux niveaux (+1) et (-1). Le domaine expérital est le plan x-y dans lequel toutes
les valeurs de x et de y sont possibles. Mais, @mémgl, un expérimentateur limite les
variations des facteurs étudiés. On appelle domdiétide tous les points de la surface

délimitée par les niveaux bas et haut de chaqueuagsurface en tramé bleu de la figure
102

Domaine
d'étude

Figure 10 Définition du domaine d’étude

IV.4. Matrice d’expérience

La matrice d’expérience est un objet mathématmuereprésente, sous forme codée
ou non codée, I'ensemble des expériences a réali&est un tableau constitué de n lignes
correspondant aux n expériences a réaliser et d#ddknes, correspondant aux k variables
étudiées. L’élément Xde la matrice ainsi formeé correspond a la val@srmveaux que prend

ieme

la j*Mvariable & la'i™®

expériencé”.
IV.5. Effet d’'un facteur

L’effet d'un facteur x correspond a la variatioa k& réponse y lorsque x passe d'une
valeur au niveau -1 a une autre valeur au nivegucefnme indiqué sur la (figure 11)
Graphiquement, plus l'inclinaison est forte, plieffét est important, et cela donne déja des

indications

22 3. GoupyPlans d’expériences, Techniques de I'Ingénieur yseaet Caractérisation998 1-28.
2 3.J. Rousselle, Thése de doctorat. Les contotifs,ame méthode de segmentation applicationraakjerie
médicale. Université Fron¢ois Robel&#§03
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Réponse Y

A

7 2 >
Effet global
R R C L L E Dy L

» Facteur x

Figure 11: lllustration de I'effet d’un facteur

IV.6. Interaction

L’effet d’'un facteur dépendant de la valeur prg un autre facteur est appelé
interaction. Cette interaction se traduit sur tagthmme (Figure 12) par le fait que les deux
droites ne sont pas paralléles. Plus les droitésagent de la paralléle, plus le degré

d’interaction est élevé.

Y A Y A Y A
XZ_ ? XZ_ | I
X2+ | E X2+ | E
X, X" X X, Xt X X
Absence d’interaction Failmiteraction Fortedrdction

Figud 2: lllustration d’'une interaction
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IV.7. Modele mathématique

C’est une relation mathématique qui montre le gbarent dans une réponse produit
par le changement d’un ou plusieurs factélirse but de modéliser la réponse par un modéle
mathématique est de pouvoir calculer ensuite tdategeponses du domaine d'étude sans étre

obligé de faire les expériences. Ce modéle est@ppmiéle postuléua priori %°.

V. Différents types des plans d’expériences

Il existe trois grandes familles de plans d’ex@éces, plans de mélange, plans de
criblage et plans de modélisation ou surfaces penses.

V.1. Plans de mélanges

Les plans de mélange sont des plans particulideptés a I'étude des facteurs
dépendants. lls sont principalement utilisés p@tudle de I'influence des proportions des
constituants d’un produit sur une réponse dorhiée

V.2. Plans de criblage

L’objectif de ces plans est de découvrir lesdacs les plus influents sur une réponse
donnée. Aucune relation précise entre les variatides facteurs et celle de la réponse n’est
établie. Parmi les plans proposeés : plans fackdemplets a deux niveaux, plans factoriels

fractionnaires et plans de Plackett-Burman

V.2.1. Plans factoriels complets a 2 niveaux

Les plans factoriels complets en tant que plaagpgriences sont issus des travaux de
R.A.Fischer. Chaque facteur a 2 niveaux. On aare & (k est le nombre de facteurs) essais
au total. Un plan factoriel permet d’estimer, se@ulement les effets des facteksB, C..),
mais également toutes leurs interactions deux &,denis a trois,..., jusqu'd.B.C.D.E..,

qui fait intervenir les k facteurs de I'étutfe

%Engineering statistics handbook, Process Improvemen (Chapitre 5), 2006.
http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/pri.htm

% GoupydJ., Les plan d’expérienceesvue MODULAD2006 34, 74-116

% Goupy J., Pratiquer les plans d’expérienéaitions DUNOD 2005

2" H. Angellier, Thése doctorat. Nanocristaux d’amidde mais cireux pour applications aux composites.
Université Grenoble, 12005

2 J. Goupy, Etude comparative de divers plans despées,Revue statistiques appliquéd99Q tome 38,
N°4, 5-44. _http://www.numdam.org/item?id=RSA 38450
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Les avantages des plans factoriels complets sambreux et nous n’en citerons que les

principaux:

-Comme chaque facteur ne prend que deux niveausskesis sont faciles a contréler et les
risques d’erreurs sont minimiseés.

-Les plans factoriels complets sont des plans d@&e&pces optimaux qui étudient toutes les
combinaisons possibles des niveaux des facteutsstiet qui nous garantissent les meilleurs
résultats.

-La modélisation mathématique est immédiate.

-Les résultats obtenus avec un premier plan peldtemtutilisés en partie ou en totalité soit,

pour explorer une zone du domaine expérimenta) poiir établir un modele mathématique

de degré plus élevé.

Le seul inconvénient de ces plans est qu’ils obligefaire beaucoup d’essais. Par exemple,
pour étudier simplement sept facteurs il faut s&alil28 expériences. Cependant, de
nombreuses interactions sont nulles et certairisdes sont sans influence. C’est pourquoi les

plans factoriels fractionnaires ont été développés.

V.2.2. Plans fractionnaires a deux niveaux

Les plans fractionnaires permettent de réduirehlzrge expérimentale en focalisant
lattention sur les effets les plus intéressantssquien physico-chimie et comme dans
beaucoup d’autres domaines les interactions d’'o2d¢(a.B, A.C, B.C) et au-dela (A.B.C)
sont bien souvent négligeables.
Lorsque le nombre de facteurs augmente, la solytioposée par les plans fractionnaires,
consiste a utiliser pour I'étude de k facteursniegrices des effets des plans compléts au
22 ..., ou ZP. Les plans fractionnaires sont appelés pour caisen plans '? 28
Les plans fractionnaires sont alors indispensatbes réduire le nombre d’essais.
lls sont basés sur la théorie des alias que ndamsaprésenter ci-dessous a partir d’'un
exemple simple a 3 facteurs.
Le modele mathématique de la réponse d'un plamiriattcomplet a 3 facteurs comporte 8

coefficients :

Y= & + aX1t @Xo + &X3 + aoX1Xo + a&3XiX3 + B3XoX3 + S23X1XoX3
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Si on effectue 4 essais, on obtient un systemeudeegequations a 8 inconnues. Pour réduire
le nombre des inconnues, on introduit 4 contra@tes, I, 13), les coefficients sont aliasés
dans les contrastes. On adopte le motele

y = i+ I1Xg + IXxot IsXs
Avec: =& taws i = atas h=a+ as 3= &t ae
Dans un plan factoriel fractionnaire, les effetén@gpaux sont toujours aliasés avec des

interactions.

V.2.3. Les plans de Plackett-Burman

R.L. Plackett et JP. Burman ont publié leur étede 1946 dans Biometrika. lls
expliqguent comment construire des plans permettatudier un grand nombre de facteurs
avec peu d'essais. lls attribuent deux niveaux agel facteur et supposent que toutes les
interactions entre facteurs sont négligeables delem effets principauxX®. Le plan de
Plackett-Burman est basé sur la matrice d’Hadamargrésente les propriétés suivarites
1) les éléments sont +1, -1 ;
2) les matrices sont carrées et possédent un namebiigne (ou de colonne) égale a 2 ou un
multiple de 4 ;
3) ces matrices sont orthogonales, c'est-a-dire lguaroduit scalaire de deux lignes (ou
colonne) est a égale a zéro.
L’inconvénient remarquable concernant les plan<tifvanaires est la faiblesse dans
I'hypothese de linéarité des variables (la variatie la réponse est linéaire lorsque le facteur
passe du niveau -1 au niveau +1). La modélisatiathématique n’est qu’'une premiere
approximation du modeéle physique réel. Il faut pass des plans contenant un plus grand

nombre de niveaux par facteurs pour obtenir desfesdiu second degf®

V.3. Plans de modélisation
L’objectif de ce plan est de trouver la relatioathématique du second degré qui lie
les réponses mesurées aux facteurs. Elle est du typ
Y =bo+ZbiXi+ZZhy XX +Ebixi + EK

2 G. Sad, M.C. Sado, Les plans d’expériences, d@&ementation & I'assurance qualité. CollectionNGIR,
1991.
%9J. Goupy, Modélisation par les plans d’expérieneshniques de I'ingénieur, mesures et contrdRe&75,
1-23.
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Les plans factoriels complets sont également akbles pour la modélisation mais, étant
donné gu’il n'y a que deux niveaux par facteur,|se@s modeles du premier degré peuvent
étre utilisés. L'intérét de ces plans est de frilie développement séquentiel d’'une étude.
On peut commencer par un plan factoriel et poursuifexpérimentation par un plan étoile.
On aboutit alors a un plan composite interprétabl€aide d’'un modéle du deuxieme
degré®’.
Il existe plusieurs types de plans du second déggénlus employés sont :

» Les plans de Doehlert

» les plans composites centrés

» Les plans de Box-Behnken

V.3.1. Les plans de Doehlert

Les points d'expériences des plans proposés ped Ba Doehlert® 32 en 1970
remplissent de maniére uniforme l'espace expérahemtour deux facteurs, les points
expérimentaux sont situés aux sommets d'un hexadgmudier et il y a un point au centre
(figure 13). Ayant sept points expérimentaux, canppermet de calculer au moins sept
inconnus, donc sept coefficients. Comme les p@rpgrimentaux sont régulierement répartis
dans l'espace expérimental, il sera facile d'éeetaplan vers n'importe quelle direction de
I'espace en ajoutant des points qui seront, ews{,agguliéerement répartis.

Ces plans permettent également lintroduction dadé nouveaux facteurs. Les nouvelles
expériences viendront compléter les premieres @iraexpérience ne sera perdue. Le seul
inconvénient est de maintenir les facteurs noniétud une valeur constante (niveau 0)

pendant I'étude des facteurs actifs.

313, L. C. Ferreira, W. N. L. dos Santos, M. A. BeaeV. A. Lemos, J. M. Bosque -Sendfmal Bioanal
Chem 2003 375, 443-449.
323, Trabelsi, N. Oturan, N. Bellakhal, M. A. OturdnMater. Environ. Sci2012 3 (3), 426-433.
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Figure 13 : Plan de Doehlert pour 3 facteurs

V.3.2. Les plans composites centrés
Les plans composites présentent troisgsar
 Les deux niveaux (-1, +1) du plan factoriel compiet expériencesf( nombre de
facteurs).
* Les deux niveaux ¢ +o) du plan étoile, 2 expériences.
* Le point au centre du domaine d’étude.
Le nombre total de N essais a réaliser gdacteur est donné par la relation suivante :
N=2"+2 f+12 5733

La valeur dex doit étre égale aa =(2f)% . Ces plans présentent I'avantage de se préter au
déroulement séquentiel d’'une étude et d’exiger ambre d’expériences relativement peu
élevé®. Le plan composite pour 3 facteurs posséde 15riexmés. Le lieu géométrique des
points expérimentaux est représenté sur la (figdje.

% G. A. Lewis, D. Mathieu, RPhan-Tan-LuuPharmaceutical Experimental DesigBdition Marcel Dekker,
New York,1999.
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\\V,/'/ -1 A

Figure 14 : Lieu géométrique des points expérimentaux d’'un ptamposite centré a 3

Facteurs.

V.3.3. Les plans de Box-Behnken

Les plans de Box-Behnken sont de mise en ceuvée aar tous les facteurs ne
prennent que trois niveaux : - 1, 0 et + 1, enakdeis codée¥’
Les points expérimentaux sont au milieu des amd¢eshacun des cotés du cube (Figure 15).
Ce plan comporte douze essais auxquels on peukerjon (ou plusieurs) point central. La
matrice du tableau 1 indique ces douze essais gammas d'un seul point central. Dans la

pratique on réalise souvent 3 ou 4 points au centre

3 A. Kamoun, M. M. Chaabouni, H.F. Ayediechniques de l'ingénieuBoc. M 1429, 1-24.
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R - 4

Figure 15: Lieu géométrique des points expérimentaux d’un pgia Box-Behnken a trois

facteurs.

Tableau 2: Plan de Box-Behnken pour 3 facteurs

N essai Facteur 1 Facteur 2Facteur 3

1 1 1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 -1 -1 0
5 1 0 1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 -1 0 -1
9 0 1 1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 -1 -1
13-15. 0 0 0

V.3. 3.1. Avantage du modele de BeBehnken

Le modele de Box-BehnkgiBB) présente donc I'avantage d’étre moins coUtenix
temps (nombre d’essais réduits) et ressourcesestinpour I'expérimentation. Le modéle de
BB ne permet pas de tester les traitements poguéds tous les facteurs sont placés
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simultanément a leur niveau élevé ou bas. La neattie Box-Behnkeminimise donc les
combinaisons situées dans les extrémités du dordainariation des facteurs ou I'on observe
en général une réponse non satisfaisante (réptmsgseéu faible). Ceci peut étre avantageux
lorsque les points situés sur les coins du cubeéseptent des combinaisons de niveaux de
facteurs qui sont cheres ou impossible de testeramon des contraintes physiques du
processus® 3¢ 37

Le plan de BB connait de nombreuses applications ghusieurs domaines scientifiques.

Il a été utilisé, dans plusieurs branches de lengh{chimie analytique, spectrophotométrie,
chromatographie etc...) dans le but d’optimiser gluss processus chimique et physitjde

En microbiologie® et en phytopathologi¥, le plan de BB est utilisé pour évaluer l'influenc

des facteurs environnementaux sur la croissancenaes-organismes agroalimentaires.

VI. Logiciels des plans d’expériences

Les logiciels des plans d’expériences possedenbiidiothéques de plans classiques
et ils permettent aussi de construire les plansicpdiers. On peut réaliser le calcul des
coefficients avec un tableur, mais cela nécessitia ggrogrammation et du temps. Il est donc
préférable d’utiliser un logiciel adapté qui efigetnon seulement le calcul des coefficients
mais aussi les calculs statistiques permettantatliév la qualité du modéle mathématique.
Les logiciels des plans d’expériences sont ausgirammeés pour calculer des réponses dans
tous les domaines d'étude, pour effectuer les aralyle variance, pour tracer des courbes
d’isoréponses, pour construire les surfaces densgsoet pour déterminer les zones d’intérét.
Cet ensemble de possibilités permet d’effectuemudtiples analyses et de regarder ces
données sous tous les angles. On arrive ainsirairexten peu de temps, toute I'information

présente dans les résultats d’un plan d’expériefices

%S, Nosrati, N. S. Jayakumar, M. A. Hashbgsalination 2011,266, 286-290.

% E.Y. Yazici, H. DeveciHydrometallurgy 2013,139, 30-38.

3”M. Cobas, M. A. Sanroméan, M. Paz@soresource Techno2014,160, 166—174.

¥ S, L. C. Ferreira, R. E. Bruns, H. S. FerreiraDGMatos, J. M. David, G. C. Brand, E. G. P da&ilL. A.
Portugal, P.S. dos Reis, A. S. Souza, W. NAhalytica Chimica Acta2007 597,179-186.

39 C. H. Dong, X. Q. Xie, X. L.Wanga, Y. Zhan, Y. J. &d&ood and bioproducts processin@009,87, 139—
144,

M. Sautour, P. Mary, N. E. Chihib, J. P. Horndaurnal of Applied Microbiology2003 95, 807—813.

“IR. Lahlali, S. Massart, M. N. Serrhini, M. H. Jiia International Journal of Food Microbiology008,122,
100-108.
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Nous indiquons ci-dessous les principaux logiails plans d'expériences et les sites internet
correspondants. Quelques uns d'entre eux mettdispasition des personnes intéressées des
versions de démonstration et certains des versiongpletes simplement limitées dans le

temps?>.

Tableau 3 : Principaux logiciels de plans d'expériences.

Logiciels Sites internet
JMP http://www.jmpdiscovery.com

Minitab http://www.minitab.fr

Statistica  http://www.intesoft.com/produits/tech/statistica
Statgraphics http://www.sigmaplus.fr
Unscrambler http://www.camo.no

Pirouette http://www.infometrix.com

Modde http://www.umetrics.com

VII. Technique d’analyse
VII.1. Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) est un outil edsel dans la détermination de la
signification d’un effet ou d’'un modele mathémagdie principe de I'analyse de la variance
est baseé sur le calcul de I'écart total entradlférentes mesureg du plan d’expériences et
la moyenne de ces mesures. Cet écart se décompodiférentes composantes comme

lillustre la (figure 16)*".

Faart fidal

i

] ]
Fcart de régressaon Ecart résduel

T

Ecart d"ajustement FEeart expérimental pur

Figure 16: Différents écarts.
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Une partie de I'écart total est modélisable pamledéle mathématique, c’'est I'écart de
régression. Une autre partie de I'écart total nbest modélisable, c’est I'écart résiduel. Celui-
ci correspond a la différence entre la réponse reesexpérimentalement et la méme réponse
modéelisée. Cet écart, considéré comme une errstudoac la somme de deux composantes :
'erreur expérimentale pure; et l'erreur d'ajustementh; . L'écart expérimental pur
correspond a I'erreur aléatoire de I'expérimentatiGet écart est d0 au fait que si I'on répete
un certain nombre de fois la méme expérience, tierabra a chaque fois une mesurede
valeur différente. L’écart d0 au manque d’ajustenoemrespond a un choix inadapté du type
de modéle postulé.

L’ensemble de I'analyse de la variance et les difiées relations utilisées sont donnés dans le
tableau 3 oly; est la valeur de 1&7® réponseY la moyenne des réponses du phanla
réponse prédite d’aprés le modéle mathématique lpoiif® expériencey? une mesure au

centre du domain&,° la moyenne de I'ensemble des expériences au cégmiemaine et

le nombre d’expériences répétées au centre du dendatude.

Tableau 4 :Analyse ANOVA sur I'ajustement du modéle.

Somme des carrés (not8§ Degré de | Variance (%) F P
liberté (notév) notée )
Ecart total SS= Z?:l(yi — Y)z Viot = N-1 Vigt = SStot . .
Vtot
Ecart résiduel S$es:2?=1(ni - Yi)z = ?:1 eiz Vres = N¥Vmodele res = SSres
Vres Fl Pl
Ecart de Sseg = S%t - Sses Vreg = p-l Vreg — SSreg
regression Vreg
] I_Ecart SSxp =Z?=i 1(),19 — Y0)2 Vexp = To-1 Vexp= SSexp
expérimental pur Vexp = P,
Ecart S$ju :S%S - SSXp Vaju = Vres - Vexp Vaju - SSaju
d’ajustement Vaju
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VII.2. Probabilité P

La statistique la plus importante dans le tabBalianalyse de la variance est la valeur
de P. Cette valeur peut prendre des valeurs coespgsulement entre 0 et 1. Si elle est
inférieure a 0.05, on conclut que I'effet est siigatif et si elle est inférieure a 0.01, il est

possible de conclure que le facteur est hautenngmfisatif.

VII.3. Coefficients de détermination (R, R%just)

« On définit le coefficient de déterminatiorf Bomme étant la fraction des variations de
la réponse expliguée par le modéle seul. Ce coaitiest donné par la relation ci-
dessous:

o Xi=a(i=1)?
I -T2

Le R est donc une mesure de la qualité du modéle guidptdes valeurs comprises entre 0 et
1. S'il est proche de 1, le modéle permet de regples valeurs des réponses mesurées. S'il
est égal a 0, le modele n’explique rien.
« On définit de la méme fagon le coefficient de déieation ajusté R, comme étant
la fraction des variations de la réponse explicquatele modéle seul, relativement aux

degrés de liberté correspondants. L’expressionzgj@é%t donnée par :

i -y 2
__""Vmode
T 0 p)?
n—1

R%= 1

Du fait de la prise en compte des degrés de lipenté toujours Rjuf R

VII.4. Validation du modele

Dans la pratique, trois méthodes de validation stih$ées :

-Test de signification globale de la régressiors{@@e validation 1).
- l'analyse du manque d’ajustement (Teste de viaid®).

- l'utilisation de points tests.

Test de validation 1
La qualité globale du modéle mathématique ajustgnpt de savoir si ce modéle

résume correctement les résultats des essais du ddxpériences et si cela aide la
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comparaison de la variance attribuable a la régmeste la variance résiduelle, au moyen du

test de Fisher, pour ce faire, on calcule athsi

F,= Ssreg/vreg
SSres/Vres

Avec

Y valeur moyenne des réponses mesurées,

Vieg. NOMbre de degrés de liberté (ddl) associé a tanso des carrés des écarts a la

moyenne de la régression,

Vres NOMbre de degrés de liberté associé a la somneades des résidus.

La valeur de ce rapport doit étre supérieure aalaw critique de Fisher a un niveau de

confiance supérieur a 95%u(fs (Vreg, Vres)) POUr que la régression soit significative.

Test de validation 2

Il nécessite une analyse de la variance qui ciengigvaluer et comparer entre elles les
variances du manque d’ajustement, expérimentaleesitiuelles. Ces variances ont, en
désignant paw le nombre de degrés de liberté associé a une sotenaarrés (SS), les
expressions suivantés:

* variance résiduell

SSes res
e variance expérimentale
S$xp/Vexp
* variance du manque d’ajustement
ngu /Vaju

La somme des carrés de la variance due au mangjuestément $S;,) et le nombre de
degrés de liberté4j,), qui lui est associé, sont calculés par :
SSju =SGes— SSxp
Vaju = Vres — Vexp
Le modele est validé si la variance due au mandagistiement, est non significative,

c’est-a -dire si la valeur du rapport F défini par:

_ SSaju/Vaju

5 =
SSexp /Vexp
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est inférieure a la valeur critique de Fisheg of{(Vaju, Vexp-

Validation par les points tests

Elle consiste a realiser des expériences supplames en des points situés a
l'intérieur du domaine d’étude, et a comparer lakurs mesurées a celles calculées a partir
du modele. Ce dernier est validé si les différengesn;) entre les valeurs mesurégsey
calculées) ne sont pas statistiquement significatives
Meilleur est I'ajustement du modele si :
v" Rzproche de 1
v Rzmaximum
v" ProbFR<5% Rle plus petit possible
v" ProbE> 5% HR le plus grand possible.

VII.5. Courbes d’isoréponses et surfaces de réporse

L’exploitation du modéle validé est aussi réaligégphiquement en tracant en 2@s
courbes d’isoréponses (Figure 17 a). Pour ce, fairehoisit, a chaque fois, deux variables a
étudier.Les niveaux des autres variables étant fixés (pamele, a leur valeur moyenne). En
ajoutant une troisieme dimension au graphe desbesud’isoréponses, pour indiquer les
valeurs de la réponse, on obtient une surfacemmses (Figurel7 b) illustrant I'évolution de

la réponse en fonction des niveaux des deux facthaisis™.
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Figure 17 : Courbes d'iso- réponse et surfaces de réponses.

VIII. Conclusion

L'approche par les plans dexpériences, consisteorganiser la démarche
expérimentale et I'analyse décisionnelle en appliuplusieurs outils et tests statistiques.
L'utilisation et l'intérét des plans d’expériencesnduit a établir un plan comportant le
maximum de précision dans les résultats avec uimmin d’expériences.
Dans ce travail, nous avons utilisé les plans ddegpces afin d’étudier l'influence des
différents parameétres réactionnels sur I'avancerdena réaction d’acylation enzymatique du
D-Xylose et dub-Glucose.
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Chapitre 1 Optimisation de [immobilisation de la
lpase de Candida cylindracea .

. Introduction

Les molécules tensioactives glycolipidiques obé&sna partir du greffage d’un polyol
de type saccharidique sur un acide gras sont lagedeécrites dans la littératdrdl existe
entre autres les polyglycosides d'alkyleles glucosamided les éthers' et les esters de
sucres. Ces derniers peuvent étre préparés par esténficdes sucres avec les acides gras.
Dans ce travail, nous avons synthétisé @-Bodecanoyb-Glucopyranose par estérification
enzymatique avec l'acide laurique, en présenceedamzyme élaborée au laboratoire par
immobilisation de la lipase d€andida cylindracédibre (CCL) sur un support poreux, la
célite. L'immobilisation de cette enzyme est ré&aisx plusieurs pH afin de comparer les
activités catalytiques des lipases ainsi synthesis&ne étude se rapportant a l'influence du

pH dimmobilisation sur I'avancement de la réacgonymatique est réalisée.

[I.  Immobilisation de la lipase deCandida cylindracéqCCL)

L'immobilisation des enzymes consiste en un ensendbl méthodes chimiques ou
physiques par lesquelles I'enzyme est fixée a ppet adéquat. Ce processus est mis en
ceuvre afin d'augmenter la stabilité de ces enzyeted'en prolonger l'existence en les
immobilisant pour en conserver l'activité. L'immbéation des enzymes fait modifier leur pH
optimum et par conséquent leur stabilité et leuivid enzymatique. Ces changements
dépendent souvent de la méthode d'immobilisatiitisée.

La lipase libre deCandida cylindracégCCL) est immobilisée par adsorption sur la célite,
pour donner la forme immobilisée de la lipase (QCL

Une étude de la variation du pH d'immobilisationalépase est entreprise afin d'optimiser le
fonctionnement de cette nouvelle enzyme. La gamenettutilisée est : pH = 5.7, 6.7, 7.3, 8,
9.

M. G. MegahedGrasas y Aceite00Q 51(6), 457.

23, Matsumura, Y. Kinta, K. Sakiyama, K. K. ToshirBétechnol. Lett 1993 18 (11), 1335.

% Sugimura, K. Fukunaga, T. Matsuno, K. Nakao,®dto, F. Nakashia]. Biochem. Eng2000,5, 123.

. Serradj, C. Bidjou-Haiour, Algl. Adv. Mater2008,5, 297.

°G. Fregapane, D. B. Sarney, S. G. Greenberg, Knight. E. N. VulfsonJ. Am. Oil Chem. So&994 71, 87.
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lll.  Estérification enzymatique de la-(+)-b-Glucose

L'a-(+)-D-Glucose est estérifié par I'acide I'aurique ensprice de la lipase dgandida
cylindracéa (CCL) immobilisée sur célite (CCL I). Les réactionst lieu dans 'EMC a
différentes températures. Des échantillons soreypEé a intervalles réguliers afin d’évaluer

la conversion.

Réaction

CCL Im, Solvent

OH + RCOH HOM:

HOl 1

T> 45°C
R: (CH2)10Me HO

HO oH

V. Résultats et discussion
IV.1. Résultats

L’estérification enzymatique de of(+)-D-Glucose avec l'acide l'aurique dure 72
heures et donne un seul régioisomeére, le monolawtatD-Glucose. Dans ce qui suit,
l'influence de la température du milieu réactionetetlu pH d'immobilisation de la CCL, sur
l'avancement de la réaction d'estérification enzigua dub-Glucose est discutée.
L'immobilisation permet d'améliorer la résistanae lénzyme aux conditions qui lui sont
normalement néfastes. Nous avons donc testé lets el la température et du pH sur
l'activité de la lipase immobilisé&lintervalle de température étudié est comprisecAn-
80°C. L'intervalle du pH d'immobilisation est conspentre 5.7-9. Les résultats relatifs a cette

étude sont illustrés sur les figures kt3
IV.1.1. Influence du pH d'immobilisation de la CCL sur la conversion a T = 40°C

Les cinétiques obtenues avec la CCL | a différphtgpour I'avancement de la réaction

d'estérification enzymatique @uGlucose a 40°C sont illustrées sur la figure 18.
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Figure 18 Influence du pH a T = 40°C

A T=40°C, une variation non significative de langersion aux différents pH étudiés
est observée. Les conversions maximales obtenussl@®@-Glucose a 40°C sont réunies
dans le tableau suivant :

Tableau 5 Conversions maximales a T = 40°C, at = 72h.

CCLI Conversion max (%)
pH =5,6 30,00
pH =6,7 32,50
pH=7,3 30,00
pH = 8,0 31,73
pH =9,0 35,00

Les conversions obtenues pour le sucre de dépattdeol'ordre de 30% avec la toute la
gamme de pH utilisée.

IV.1.2. Influence du pH d'immobilisation de la CCL sur la conversion a T = 60°C

La figure suivante résume les résultats obtenusc ales différentes formes
immobilisées de la CCL a 60°C.
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50 - m24h
45 - m48h

Conversion (%)

pH=5,6 pH=6,7 pH=7,3 pH=8 pH=9

pH

Figure 19: Influence du pH a T = 60°C

A T=60°C, une variation de la conversion en famectdu pH dimmobilisation de la
lipase est enregistrée. D'autre part, on obsereeaugmentation constante de la conversion
en fonction du temps et une activité spécifiqudadeéCL | a pH=8. En effet, une conversion
de 45% est obtenue a ce pH, au bout de 72 h ddomtad partir de ce seuil de pH, une
acidification du milieu d'immobilisation ou une amgntation de la basicité, diminue
moyennement la conversion du sucre de départ.

Les meilleures conversions sont a celles obtenué®at de 72 h.

Les conversions maximales obtenues pour-lucose a 60°C sont données dans le tableau
suivant :

Tableau 6 Conversions maximales a T = 60°C, at = 72h.

CCL I Conversion max (%)
pH=5,6 37,50
pH=6,7 40,00
pH=7,3 35,50
pH=38,0 45,16
pH=19,0 37,50
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IV.1.3. Influence du pH d'immobilisation de la CCL sur la conversion & T = 80°C
La figure 20 représente les résultats obtenus pestérification enzymatique do+
Glucose a 80°C et avec la CCL | immobilisée suted@ux pH précités.

80 1

m24h
m48h

70 A

Convesion (%)

pH=5,6 pH=6,7 pH=7,3 pH=8 pH=9
pH

Figure 20: Influence du pH a T = 80°C

A T=80°C, une variation de la conversion en famctdu pH dimmobilisation de la
lipase est également enregistrée. Une augmentatizstante de la conversion en fonction du
temps est observée. La meilleure conversion (75)3s%tenue est celle a pH =8, dans un
milieu moyennement basique. L’enzyme exprime dassaonditions sa plus haute activité
catalytigue. A partir de ce pH, une acidificatiom anilieu dimmobilisation ou une
augmentation de la basicité, diminue considérahh¢taeconversion du sucre de départ.

Les meilleures conversions sont a celles obtenué®at de 72 h.

A T=80°C les conversions maximales obtenues poup-(elucose sont données dans le
tableau suivant :
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Tableau 7. Conversion maximale a T = 80°C, at = 72h.

CCL I Conversion max (%)
pH=5,6 35,00
pH=6,7 30,00
pH=7,3 32,00
pH=38,0 75,35
pH=19,0 27,50

IV.2. Discussion

En comparant les résultats obtenus pour chaqupérature avec la gamme de pH
étudiée, il en ressort une température de réadpiimale (T = 80°C) et un pH optimum
d'immobilisation (pH = 8) de la lipase @andida cylindracéaur la célite qui est un support
poreux.

Les résultats obtenus pour l'immobilisation monhtgn'a bas pH, on observe de
faibles taux de fixation de protéine et par conséfule faibles taux de conversion, cela peut
étre expliqué par la valeur du point isoélectrifple= 4) de I'enzyme (CCL) qui est proche
du niveau bas du pH du tampon utilisé. A ces valeerpH la protéine est faiblement ionisée
et son adsorption sur la surface de la célite @st aible. A pH = 8 ou la densité de la charge
négative est prédominante, la liaison avec la saréa support est par conséquent plus forte.
Dans la littératuré il a été trouvé que la température optimale gtHeoptimum de la CCL
libre sont respectivement 35°C et 8.

D'apres les résultats obtenus dans la réacticstédfcation enzymatique do-
Glucose avec la CCL | synthétisée au laboratogrggH optimum de son fonctionnement est
8. Ce resultat est donc conforté par la littératlren autre coté, une résistance de la CCL |
aux élévations de la température est observée. ddigent active a des températures
supérieures a 35°C.

Les conversions obtenues pour la lipase libré,@ans la réaction d'estérification

du D-Glucose sont faibles

® A. Salihu, Md. Zahangir Alam, M. I. Abdul Karim,.Hi1. Salleh International Journal of Chemical
and Biochemical Science®)12 2, 24.
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L’augmentation de la stabilité thermique est liée @nfinement de I'enzyme qui

limite ses possibilités de dépliements pour cagsgéme stériqu®
Un autre phénoméne semble intervenir ici commeélmantre 'augmentation de I'activité
avec la température, cet effet a déja été obseme dlautres enzymes immobiliséel a été
suggéré que I'enzyme existe sous une forme inaetivme forme active, I'équilibre entre les
deux étant régulé par la température.
Le site actif des lipases n'est généralement paesaible au substrat. En effet, il est recouvert
par une boucle appelée volet amphiphile ou "lit%'dgit de la forme fermée ou inactive de
'enzyme. Certains auteurs ont mis en évidencéslence d'une forme ouverte active de
I'enzyme. Dans ce cas, la face hydrophobe du \adiettée auparavant vers l'intérieur du site
actif, s'expose alors au substtat
L'activité enzymatique est spécialement dépenddmntpH. En général, le pH peut agir sur
plusieurs facteurs :

» L'ionisation des résidus de I'enzyme et du substrau du produit

» La structure tertiaire des protéines et donc lkilade I'enzyme

» Laliaison du substrat avec I'enzyme

> L'activité catalytique de I'enzyme
Le pH intervient de deux manieres différentes t sai modifiant la structure secondaire ou
tertiaire de I'enzyme, soit en modifiant les chargéectriques des radicaux des acides aminés
du site actif. Le pH du milieu peut en effet moeglifles degrés d'ionisation des acides aminés
de la CCL. L'état d'ionisation du site actif de paotéine influence par conséquent la
conformation adoptée par cette lipase. Les prawiéatalytiques intrinseques de I'enzyme
peuvent donc étre différentes selon le pH utilisé.
A pH voisin de la neutralité, une tres grande m#jate ces radicaux a fonctions ionisables
sont chargés ce qui facilite les liaisons enzyniessat de type électrostatique. Il existe donc

un pH du milieu réactionnel ou les charges élegt$gdes radicaux du site actif de I'enzyme

" D. Hellal. Thése de Magister. Optimisation deréactivité dans la réaction d’estérification
enzymatique du D-glucosg011.
8. Livage, T. Coradin. C. Roug, Phys. Condens. Matte001, 13, 673.
°P. L. A. Overbeeke, G. C. N. Khalaf, J. A. Jongeja J. Heijnen]. Mol. Catal. B : Enzyn200Q 10,
385.
(). Y. Gargouri, S. Ransac, R. Verggiochim. Biophys. Actd 997 1344, 6.
(b). T. Maruyama, M. Nakajima, S. Ichikama, H.bd&ani, S. Furusaki, M. Seki]. Am. Oil Chem.
Soc 200Q 77, 1121.
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seront les plus favorables a la liaison enzymetsatoson appelle ce pH le pH optimum de la
lipase synthétisée au laboratoire.

V. Intéréts des esters de sucres synthétiseés.

Les esters de sucres synthétisés dans ce travaill le 6-O-Dodecanoylp-
Glucopyranose et le ®-Dodecanoylb-Xylopyranose. Les propriétés fonctionnelles de ces
composeés sont liées a leur caractere tensioaetd# leur amphiphilie qui est exprimée par la
notion de la BHL (Balance hydrophile -hydrophobe).

La valeur de la HLB obtenue (aprés calcul) pour desx tensioactif§ ainsi que leurs
propriétés physicochimiqueS sont donnés dans le tableau suivant. lls sontsé&aen
gu'émulsifiant huile dans eaun émulsifiant facilite la formation d'uré@mulsionentre deux
liquides non miscibles (par exemple de l'eau et'ldéle). Dans une émulsion, le premier
liquide (appelé phase discontinue) est dispersé asecond liquide (appelé phase continue)
sous forme de petites gouttelettes. Le role dudansf est de diminuer la tension de surface

entre les deux phases liquides, en formant undilour des gouttelettes dispersées.

Tableau 8 : Propriétés physicochimiques des esters-giicose et de-xylose.

Tensioactif HLB CMC Y
(mmol.LY)  (mN.m?)

1-0-Dodecanoyl-
D-Xylopyranosé"** 11,02 0,18 25

6-0-Dodecanoyl-
D-Glucopyranosé® 10,11 1,50 30,5

VI. Conclusion

'y a eu au cours de ces dernieres années unlog@eenent important des
applications des lipases pour la production d'sste sucres dans les domaines agro-

alimentaires, cosmétique et pharmaceutique.

1 (a) C. Bidjou-Haiour; N. Klai,Asian. J. Chem2013 25 (8), 4347. (b) N. Klai, C. Bidjou-Haiour, S.
Bougquillon,C. R. Chimie2015 18, 599- 606.
2 A. Ducret, A. Giroux, M. Trani, R. Lortiel. Am. Oil chem. So&996 73, 109-1
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Les lipases immobilisées sont particulierement r@ggantes puisqu'elles peuvent étre
facilement manipulées.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressg synthese des estersbd&lucose
d’'intérét potentiel. Nous avons immobilisé la lipade Candida cylindracéa(CCL) par
adsorption sur la célite (CCL ). Cette lipasearsiuite testée dans la réaction d’estérification
enzymatique dw-Glucose par l'acide laurique. Une large gamme ldedjpmmobilisation
(5.7, 6.7, 7.3, 8, 9.) a éteé utilisée afin d'opsienile fonctionnement de cette enzyme.

De tres bonnes performances ont été enregistréedgp@CL immobilisée a pH = 8.
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Chapitre 2 Optimisation de la synthese d'esters de
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l. Introduction

Les travaux présentés dans cette partie du présambire concernent la modélisation
de la réaction d’estérification enzymatiquendiXylose par I'acide laurique, en présence de la
lipase deCandida cylindracéammobilisée (CCL |) préalablement synthétiséeahotatoire.
Le but étant d’optimiser la synthese d®Ad3o0décanoyles-Xylopyranose, un tensioactif non
ionique. Pour réaliser cette modélisation, nousnavopté pour les méthodes des plans
d’expériences. Ces méthodes de modeélisation peamtatbtamment d’établir des modeles
mathématiques faisant intervenir différents paraesetqui affectent I'avancement de la

réaction cible. Elles sont basées sur I'expérintanta

[I. Préparation du plan d’expériences
II.1. Objectifs

L’influence des différents paramétres réactionrals 'avancement de la réaction

d’estérification enzymatique duXylose (Schéma 20) est étudiée.

Réaction

O CCL Im, THF
HOIn: OH + RCO-H ~ HOI OCOR 4 H>O
T> 45°C, TM

R: (CH2)10M8

HO HO OH

o™

Schéma 20Estérification enzymatique dext(+)-D-Xylose.

L’enzyme utilisée est la lipase deandida cylindracéa(CCL) immobilisée sur la célite a
I'échelle du laboratoire. La détermination des c¢tonds opératoires optimales permettant
d’atteindre une conversion maximale du sucre dedést réalisée a I'aide la méthodologie
des plans d’expériences. Ce qui revient a réalisersérie de N expériences et a déterminer la
valeur de la fonction réponse pour ces N configoinat Une relation de modélisation en est

alors déduite.
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II.2. Réponse
La réponse choisie est le taux d’avancement d@dation d’estérification, c’est la
conversion (C%). Elle est mesurée par titrage dpidmtité de I'acide laurique présente dans

le milieu réactionnet.

[1.3. Détermination des facteurs et du domaine d’'étde

Les facteurs examinés lors de cette étude sont:
- La température de la réaction (T°) : la soluildu sucre et la stabilité des enzymes
dépendent fortement de la température du milieati@ael. La température est donc un
facteur important. Pour confirmer la significatide I'effet de ce facteur sur la conversion du
sucre, nous avons réalisé les réactions a 40°G@t&
- Le temps de la réaction (t) : dans la littératlee temps longs sont généralement favorables
a la synthése des esters de sucres et donnerdudedd conversions élevéesNous avons
choisi comme valeur inférieure 24 h, et comme vaseypérieure 72 h.
- La quantité du tamis moléculaire (TM) : l'esté@rdtion enzymatique est une réaction
réversible qui se produit entre un acide gras etlcmol en présence d’une lipase pour donner
un ester et de I'eau. Pour favoriser la formatieni’ester il faut éliminer I'eau produite au
cours de la réaction. Le tamis moléculaire setisoeber cette eau. Afin d’étudier I'influence
de la quantité du tamis moléculaire sur la conearsnous avons choisi 10 mg comme valeur
minimale et 30 mg comme valeur maximale.
-La quantité d’enzyme (Qe): pour confirmer la siigaition de I'effet de la quantité d’enzyme
sur la conversion, nous avons choisi 10 mg comneuranférieure et 30 mg comme valeur
supérieure.
-L’équivalent de I'acide laurique (EQ): est un demameétres importants dans les réactions
d’estérification enzymatique. Nous avons choisixdealeurs de I'équivalent de l'acide
laurique : 0,5eq et leq.

Les cing facteurs étudiés et leur domaine d’étua egroupés dans le tableau 9.

' M. Leitgeb, Z. Knez)). Ame. Oil Chem. Sot99Q 67, 775-778.
2Y. Yan, U.T. Bornscheuer, G. L.W. Stadleipid Sci. Technol2001.
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Tableau 9.Facteurs et domaine d’étude du plan de PlackettaBaor

Niveaux
Facteurs Symbole Unités -1 +1
La température T °C 40 60
Le temps t h 24 72
La quantité du tamis moléculaire TM mg 10 30
La quantité de I'enzyme Qe mg 10 30
L’équivalent de I'acide laurique Eq eq 0,5 1

Il.4. Choix du plan d’expériences

Dans un premier temps un plan de criblage esséitiC’est un plan du premier degré
qui permet de trier les facteurs en faisant résdes plus influents.
Nous avons choisi le plan de Plackett-Burman castojénéralement le plus employé dans

des études similaires en raison de son éconontermes de nombre d’essais.

[ll. Plan de criblage de Plackett-Burman
l1l.1 Réalisation des essais

Les essais sont menés conformément au plan deeRi8urman pour les 5 facteurs.
Les expériences se sont déroulées selon la maice plan. Elle représente la fixation des

facteurs a différents niveaux, comme il est mod#és le tableau 10.

Tableau 10.Plan de Plackett-Burman d’aprés la matrice d’expéntation.

Facteurs Réponse
Ordre d’essai Eq Qe ™ Te t C(%surn  C(%) thsoriqu
1 0,5 30 30 60 24 35 38,66
2 0,5 10 10 40 24 20 18,33
3 1,0 30 10 60 24 40 46,33
4 0,5 30 10 40 24 20 18,66
5 0,5 10 30 60 72 50 53,66
6 1,0 10 30 40 24 10 10,00
7 1,0 30 30 40 72 20 25,66
8 1,0 10 30 60 24 45 38,00
9 1,0 10 10 40 72 30 33,33
10 0,5 30 30 40 72 32 26,00
11 1,0 30 10 60 72 70 61,66
12 0,5 10 10 60 72 60 61,66
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[11.2. Analyse statistique des résultats

Le traitement des données expérimentales a éattedf par régression linéaire
multiple & I'aide du logiciel MINITAB14.

[11.2.1. Représentation graphique des effets
a. Diagramme de Pareto

Ce diagramme (figure 21) permet d’extraire lesapeetres les plus importants. Parmi
tous les facteurs étudiés et au niveau de confiahossi @ = 0,05), la température (T°) et le
temps (t) apparaissent comme des facteurs tragsemsl, la quantité de tamis moléculaire
(TM) peut d’apres ce méme diagramme avoir un affietla réponse. L’équivalent de I'acide

laurique (EQ) et la quantité d’enzyme (Qe) n’ord pgaffets significatifs sur la réponse.

2,447
[

TG.

TM

Qe

Eq

0 1 2 3 4 3 6 7 8

Figure 21 : Diagramme de Pareto des effets normalisés.

b. Diagramme des effets principaux

Le diagramme des effets principaux nous rensesgndinfluence simultanée de tous
les facteurs sur la conversion. Nous pouvons d@ape diagramme (Figure 22) conclure que
la température, le temps et la quantité du tamioataire, sont les facteurs les plus influents
sur le taux d’avancement de la réaction d’'estétibic enzymatique do-Xylose. Pour les
deux facteurs (T°, t) le sens de la variation @sh€me par la réponse, c’est-a-dire, lorsque la
température et le temps augmentent la conversigmente. Le facteur tamis moléculaire
(TM), agit de maniére opposée sur la réponse. Rsudeux facteurs, équivalent de 'acide
lauriqgue (Eq) et quantité d’enzyme (Qe), on n'obeepas d’influence importante sur la

conversion.
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Eq Qe ™

504

40 ~__

301

/

201

0,5 1,0 10 30 10 30
To t
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20- T T T T
40 60 24 72

Effet sur C(%)

Figure 22: Diagramme des effets principaux sur la conversion
lll. 2.2. Détermination des effets significatifs etles coefficients du modele
Les valeurs des effets et des coefficients dees&jpn du modéle sont donnés dans les

tableaux 11 et 12.

Tableau 11.Effets et coefficients estimés pour la conversiamtés codées)

Terme Effet Coefficient P (@<0,05)
Constante - 36,000 0,000
Eq -0,333 -0,167 0,934
Qe 0,333 0,167 0,934
™ -8,000 -4,000 0,085
T® 28,000 14,000 0,000
t 15,333 7,667 0,008

R?=92,28% , R(adj) = 85,84%.
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Tableau 12:Effets et coefficients estimés pour la conversiamtés non codées)

Terme Coefficient
Constante -41,166
Eq -0,666
Qe 0,016
™ -0,400
T® 1,400
t 0,319

La signification statistique des facteurs est mi@ée suivant la valeur obtenue de P
(Probabilité).
D’apreés le tableau 11, I'effet de la températunel@eonversion est tres fortement significatif,
(P=0,000). Il est suivi de l'effet du temps de &acation qui lui aussi est trés significatif
(P=0,008). Pour la quantité du tamis moléculairedizur de P est de 0,085. L'équivalent de
I'acide laurique et la quantité d’enzyme sont n@mi§icatifs, et n'ont pas d’influence sur la
réponse au niveau de confiance chaist 0,05).
Le signe positif de chacun des facteurs (T°, t, @djque que la valeur maximale de ces
facteurs entraine une réponse plus élevée qu'avealéur minimale. Les facteurs (Eq, TM)
possedent des signes négatifs ce qui indique qualéarr minimale de ce facteur se traduit
par une réponse plus élevée. On peut visualisgurffi 23) les différents niveaux qui

augmentent ou diminuent la réponse.

30 +
25 -
20 -
15 -
10 -

0
-5 4 Eq Qe l T° t

-10 -

M Effet

Valeurs des effets

Facteurs

Figure 23: Effets des facteurs sur la conversion
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D’autres parts les coefficients du modele permeti@évaluer I'influence des facteurs sur la
réponse. On constate que les coefficients avecvalesrs élevées sont les facteurs les plus

importants.

I11.2.3. Equation du modele mathématique
Pour construire I'équation du modele représertarglation entre la conversion et les
cing facteurs étudiés, on utilise les coefficiamdsrégression représentés dans les tableaux 11

et 12. Ce modele a été simplifie, et le classerdesntfacteurs se fait selon le diagramme de

Pareto (Figure 21).

Unités codées :
C (%) = 36,000 + 14,000 « T° + 7,667 » t —4,000M + 0,167 « Qe — 0,167 * Eq Q)

Unités non codées :
C (%) =-41,166 + 1,400 «T° + 0,319 « t — 0,400 «¥#\0,016 * Qe — 0,666 Eq (2)

Par ailleurs, I'examen du diagramme des réponséméss en fonction des réponses
mesurées (figure 24) montre un bon coefficient éemhination R= 92,3 %. Cela veut dire
gu’il y a une bonne corrélation entre les réponkésriques et mesurées. Cette corrélation est

confirmée par la valeur de R carré ajust&;(R 91,5%).

80 -
70 - R2=0,9228
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

C(%) théorique

C(%) mesurée

Figure 24: Représentation graphique des réponses théorigiesion des réponses
mesurées.
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[11.2.4. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance (tableau 13), montrevwaleur de P des effets principaux de
0,003 (<0,05). Cette valeur indique que le modsates@nificatif. C'est-a-dire au moins un
facteur a un effet significatif sur la réponse.

Tableau 13.Analyse de la variance pour la réponse C(%)

Source DL SC CM F P

Effets principaux 5 3250,0 650,00 14,34 0,003
Erreur résiduelle 6 272,0 45,33
Total 11 3522,0

En conclusion, nous pouvons dire que le modélevéast significatif (R = 92,3 %). Ceci
nous permet d'avoir une idée préliminaire sur liehce des différents facteurs sur
'avancement de la réaction mise en jeu.

Le plan de Plackett-Burman, nous a permis d’étabie relation linéaire entre les facteurs
etudiés et la réponse sans faire intervenir leractions entre ces facteurs. Ce plan ne peut
donc pas de décrire correctement le phénoméne énkgraleur élevée du R carré obtenu,
puisque il existe d’autres termes importants, geks les termes aux carrés et les interactions.
Pour cela il faut passer a des plans contenantonmbre de niveaux supérieur a deux par

facteur. Un tel plan peut étre celuiBex-Behnken.

V. Plan de Box-Behnken

La méthodologie des surfaces de réponses (RSMhgbed'établir un modele de
régression polynomiale d’ordre 2. Dans ce travailsnavons choisi le plan de Box-Behnken.
Ce choix est notamment motivé par le faible coUhaledé : 15 expériences doivent étre
calculées. Ce nombre est faible par rapport a an phctoriel complet, a 3 niveaux par
facteur, qui nécessite 27 expériences.

Concernant le choix des facteurs, nous nous sonbae8s sur les résultats du plan de

criblage mais également sur des critéres expéramgfit

3. Goupy, Pratiquer les plans d’expériendagditions DUNOD2005
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Les trois facteurs retenus pour le plan de Box-Behn(tableau 15) sont le temps (1), la
température (T°) et la quantité du tamis molécal@lM). Concernant ce dernier facteur, bien
gu'’il soit donné statistiguement comme peu inflyehta quand méme été conservé dans
'étude. Sachant que I'estérification enzymatiqust eéversible, I'eau formée durant la
réaction perturbe I'équilibre thermodynamique eister de sucre formé peut s’hydrolyser.
Pour cela lintroduction d'une certaine quantité timis moléculaire dans le milieu

réactionnel est nécessaire pour absorber I'eaué®rdurant la réaction. Nous avons par
conséguent conservé la quantité du tamis moléeutains I'étude qui suit.

Nous avongixé les deux autres facteurs, I'équivalent de l'acalgique a 0,5 éq (niveau bas)

et la quantité d’enzyme a 30 mg (niveau haut).

Le plan de Box-Behnken nous permet d’examinerrtias facteurs (T°, t et TM) avec plus de

détails afin de déterminer les conditions optimgbeair une conversion maximale. Les

résultats de ce plan subiront un traitement sigtistnécessaire.

Tableau 14 Facteurs et domaine d’étude du plan de Box-Behnke

Niveau
Facteur Bas moyen Haut
T° 40 50 60
t 24 48 72
™ 10 20 30

Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, compmesquinze essais dont trois au centre du
domaine (essais 13, 14 et 15) et des réponsesimegnéales (C%) est représenté ci-apres
(tableau 15).
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Tableau 15:Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentale

Ordre T® t ™ C(Y)mesurée

d’essai
1 60 48 10 10
2 40 48 30 22
3 50 72 30 48
4 50 48 20 25
5 40 72 20 41
6 50 72 10 29
7 50 48 20 35
8 60 48 30 80
9 40 24 20 25
10 50 48 20 35
11 50 24 30 55
12 60 72 20 61
13 40 48 10 12
14 60 24 20 30
15 50 24 10 12

Les données de ce tableau subiront un traitematistgjue pour estimer les coefficients du

modele mathématique.

IV.1. Résultats statistiques et interprétation

Le calcul des coefficients de régression avecdi@snées codées est fourni par le
logiciel MINITAB version 14 (Tableau 16).

Tableau 16: Coefficients de régression estimés pour la comveiS(%)

Terme Coefficient T P
Constant 31,667 6,144 0,002
T® 10,125 3,208 0,024
t 7,125 2,258 0,074
™ 17,750 5,624 0,002
ToeT® 1,292 0,278 0,792
tot 6,292 1,354 0,234
TMeTM -1,958 -0,422 0,691
Tt 3,750 0,840 0,439
ToTM 15,000 3,361 0,020
TeTM -6,000 -1,344 0,237

R-Sq=92,65% R-Sq(adj) = 79,41%
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Le logiciel, MINITAB 14, nous fournit également fHialyse de la variance (Tableau 17).

Tableau 17Analyse de la variance pour la conversion C(%)

Source DL SC CM F P
Régression 9 5018,92 557,66 7,00 0,023
Linéaire 3 3746,75 1248,92 15,67 0,006
Carré 3 171,92 57,31 0,72 0,582
Interaction 3 1100,25 366,75 4,60 0,067
Erreur résiduelle 5 398,42 79,68 - -
Inadéqg.de I'ajus 3 331,75 110,58 3,32 0,240
Erreur pure 2 66,67 33,33 - -
Totale 14 5417,33 - - -

Interprétations
Nous avons utilisé comme indicateur statistiqueValeurs de P pour évaluer quels

sont les termes du modele qui sont importants. BRPFANOVA (tableau 17), la valeur
P=0,023 indique que le modele est significatif. ufa part, 'ensemble des effets linéaires
avec la valeur de P = 0,006 (< 0,05) indique gexilste un effet linéaire significatif pour les
facteurs principaux (T°, t et TM). La conversiomigadonc selon les termes linéaires. Pour les
effets quadratiques, on obtient des valeurs d®P5:

- T°eT°=0,792

- 1t=0,234

- TM-TM=0,691
Il s’ensuit en fonction de la valeur de P qu’iyra pas d’effet significatif pour le carré de la
température, du temps et de la quantité de tamlgéauaire. C’est-a-dire qu’on ne prévoit
pas de courbure dans les surfaces de réponses.
D’aprés I'analyse de la variance, les valeurs adbt@nues pour les interactions du type T°st
et t*TM sont respectivement de 0,439 et 0,237 (8)0,ll n’y a donc pas d’effet significatif,
sauf pour linteraction T°sTM ou P= 0,020 (< 0,0h)R conversion varie donc selon cette
interaction, chacun des deux facteurs T° et TM démnc du niveau I'un de l'autre.
Par ailleurs la valeur du coefficient de détermorat R*=92,65% est bonne et
R? ajusté=79,41% , ce qui indique que le modéle dativement bien ajusté. Donc il existe

une bonne corrélation entre les valeurs mesurdes galeurs calculées.
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IV.2. Détermination du modele mathématique

L’équation de régression polynomiale pour le medalimaire (avant d’exclure les

termes non significatifs), s’écrit comme suit:

Unités codées :

C(%) = 31,667 + 10,125T° + 7,125t +17,750TM +1,29276,292f — 1,958 TM + 3,750T st
+ 15T°TM — 6teTM (1)
Unités non codées :

C(%) = 144,416 — 4,029T° - 1,033t — 3,741TM + 0;0F2+ 0,010 — 0,019TM + 0,015T st
+ 0,150T°TM — 0,025t TM (2)

Le but est donc de trouver I'équation polynémiajgirnale. D’apres l'analyse statistique
précédente, en éliminant les termes quadratiqudesetieux interactions T°et, TMst, on
obtient un nouveau modéle avec un ajustemenbaldme qualité. Ces résultats sont résumés

dans les tableaux 18 et 19.

Tableau 18Coefficients de régression estimés pour la C(¥@spxclusion des termes non
significatifs (unité codée).

Terme Coefficient T p
Constant 34,667 15,295 0,000
T® 10,125 3,262 0,009
t 7,125 2,296 0,045
™ 17,750 5,719 0,000
TOTM 15,000 3,418 0,007

R-carré = 85,78% R-carré (adj) = 80,09%

Nous remarquons d’'apres le tableau 18, que teugdemeétres estimés pour ce modéle sont
significatifs. L’équation de régression polynémialgtimale pour le nouveau modele s’écrit

comme Suit :
Unités codées : C(%) = 34,667+10,125T°+7,125t+1JTRE+15T°TM (3)
Unités non codées : C(%) = 84,291-1,987T°+0,29825TM+0,150T°TM 4)
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L’analyse de la variance (ANOVA) apres exclusios termes non significatifs (tableau 19),
montre que tous les termes sont hautement sigtiisic®n conclut donc que le modéle

amélioré est meilleur du point de vue statistique.

Tableau 19:Analyse de la variance pour la C(%) aprés exctud&s termes non significatifs.

Source DL SC CM F p
Régression 4 4646,75 1161,69 15,08 0,000
Linéaire 3 3746,75  1248,92 16,21 0,000
Interaction 1 900,00 900,00 11,68 0,007
Erreur résiduelle 10 770,58 77,06 - -
Inadég.de I'ajus 8 703,92 87,99 2,64 0,304
Erreur pure 2 66,67 33,33 - -
Totale 14 5417,33 - - -

D’autre part, la probabilité d’'inadéquation systéimse de I'ajustement augmente de 0,240 a
0,304, ce qui signifie un meilleur ajustement dulale. L’analyse de la variance indique que

la variance due au manque d’ajustement est noifisagive.

IV.3. Validation du modéle
La validation du modeéle est une des étapes fondimes des plans d’expériences.
Elle consiste a comparer le résultat théorique el'expérience calculée par le modéle, avec le
résultat réel d’un essai.
> Silaréponse réelle est tres proche de la répunéskite, le modéle est validé.

> Silaréponse réelle est éloignée de la réponshterée modeéle est non validé.
IV.3.1. Validation primaire du modéle

La validation primaire du modele consiste a s’essque les réponses calculées et

mesuréesont corrélées (tableau 20).
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Tableau 20:comparaison entre les valeurs expérimentales &hlesrs calculées

Ordre d’essai  C(%)esur. C(%0) theorique

1 10 08,37
2 22 23,62
3 48 54,87
4 25 31,66
5 41 32,50
6 29 31,37
7 35 31,66
8 80 73,87
9 25 25,75
10 35 31,66
11 55 52,62
12 61 60,25
13 12 18,12
14 30 38,50
15 12 05,12

Ce tableawpermet de juger de maniere plus précise de latguadi I'ajustement réalisé. La
comparaison entre les colonnes,Y(réponses mesurées) etaYréponses predites par le

modele) confirme que I'ajustement est de bonneitgual

IV.3.2. Représentation graphique des réponses théques en fonction des réponses
mesurées

Cette corrélation peut aussi étre illustrée eraimt les réponses mesurées, en
fonction des réponses estimées. Ceci est donndapéigure 25, qui montre une forte

corrélation entre celles-ci.
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Figure 25: Réponses théoriques en fonction des réponseséestim
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D’apres la figure 25, les points sont répartis autte la droite de régression. Le modele peut
donc étre jugé de qualité suffisante, puisqu’il y93,65% de chance qu’'il explique
effectivement les variations mesurées de la répohsemodele rend bien compte du

phénomene étudié.

IV.4. Optimisation de la conversion

L’étape finale consiste a trouver les valeurs tageurs qui donnent la réponse
optimale *. A partir du modéle mathématique validé et & Baidu logiciel, on réalise
graphiguement les contours 2D. Ces graphiques permede rechercher des solutions
optimales plus désirables avec une meilleure poécigpossible. Cela nous permet
d’examiner les résultats plus nettement. Les caude contour sont générées a l'aide du
logiciel MINITAB 14 par la combinaison des troiscfaurs induits. Nous avons choisi a
chaque fois un des facteurs fixé aux 3 niveauut,lraoyen et bas. Les deux autres facteurs
etudiés sont représentés sur les axes X et Y. lauwvde la réponse est représentée par une
région ombragée dans la courbe de contour 2D. igesek 26, 27, et 28 représentent les
graphiques 2D qui illustrent I'évolution de la rége en fonction des niveaux des deux

facteurs.

4. GoupyAnalytica Chimica Actg2005 554, 184-190.
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Figure 26: Diagrammes de contour au niveau bas des facteurs.

La figure 26 représente les diagrammes de contesrtbis facteurs maintenus a leurs

niveaux bas. A chaque fois un des facteurs estdis®én niveau bas, les deux autres nous
renseignent sur I'évolution de la réponse. Poucdmbinaison des facteurs température et
tamis moléculaire, il apparait une région (verta)sllaquelle la conversion est augmentée par

rapport a la combinaison des autres facteurs & TM.).
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Figure 27:Diagrammes de contour au niveau moyen des facteurs.

La figure 27 représente les diagrammes de contesr tobis facteurs maintenus a leurs
niveaux moyens. A chaque fois un des facteursiestaf son niveau moyen, les deux autres
nous renseignent sur I'évolution de la réponse.observe que pour la combinaison des
différents facteurs il apparait une région (vedas laquelle la conversion est augmentée.

Pour la combinaison des facteurs température e tanoléculaire, cette région verte devient

plus foncée, la conversion est comprise entre 60467
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Figure 28: Diagrammes de contour au niveau haut des facteurs.

La figure 28 représente les diagrammes de contesrtmbis facteurs maintenus a leurs

niveaux hauts. A chaque fois un des facteurs gétdison niveau haut, les deux autres nous
renseignent sur I'évolution de la réponse. On akesgque pour la combinaison des différents

facteurs il apparait une région verte foncée dampdlle la conversion est augmentée.

D’apres l'interprétation des diagrammes de conttas,plus fortes valeurs de la conversion

(C > 80%) sont obtenues lorsque les trois factsoins fixés aux niveaux hauts.

L’examen de I'ensemble des graphes a permis latggiedes coordonnées du point optimal,

soit : T°=60°C, t=72 h, TM=30mg et la valeur dedanversion en ce point est égale a

C=85,041%. Cela a été déterminé a l'aide de latiomaésirabilité du logiciel MINITAB

version 14.

IV.5. Vérification
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On effectue une vérification des coordonnées datpogitimal :

» Ce point (T°=60°C, t=72 hTM=30mg) est situé dans le domaine expérimeraatdl
constitue bien la solution recherchée au probléme.

» On vérifie ce point critique par un simple calcel ld réponse moyenne prédite par le
modele. Ce point est donné par I'équation (3)
C(%)=34,667+10,125¢(+1) +7,125¢(+1) +17,750¢(+1p%1)*(+1)
C(%)=84,667%.

» Une telle valeur pour la conversion n'a jamais @éenue lors des 15 expériences

réalisées. Ce résultat est a priori trés intéreéssan

V. Conclusion
Dans ce travail, nous avons d'abord utilisé cométege préliminaire le plan de
criblage de Plackett-Burman, realisé afin de cti@ener les facteurs les plus influents sur la
réponse. Parmi les différents facteurs étudiéertgérature, le temps et la quantité du tamis
moléculaire apparaissent comme les parametreslissipfluents sur I'avancement de la
réaction d’estérification enzymatique otXylose. Ces facteurs sont ensuite examinés par la
meéthodologie des surfaces de réponses en utilsa@tdan de Box-Behnken.
Pour étudier l'effet des variables indépendantda température, le temps et le tamis
moléculaire sur la conversion du sucre, nous avoadélisé la réponse sous forme d'un
polynéme en fonction de ces paramétres.
D’aprés I'étude statistique en peut conclure que:
v le modele obtenu est significatif P = 0,023(< 0,05)
v |l existe une corrélation satisfaisante entre Esws mesurées et les valeurs ajustées,
R*=92,65% et Ryus 79,41%.
v' La région du point optimal pour une valeur élevée la conversion est obtenue
lorsque les trois facteurs sont fixés au niveau.hau
v la valeur optimale de la conversion est C = 8304Celle-ci correspond aux valeurs
suivantes des facteurs : température a 60°C, tednp® heures, et tamis moléculaire a
30 mg.
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l. Introduction

Dans le chapitre précédent nous avons étudié @elsation de I'avancement de la
réaction d'estérification enzymatique OtiXylose et cerné ainsi les différents facteurs qui
peuvent influer de maniere significative sur la@msion. Dans un but de généralisation,
notre étude portera dans ce chapitre sur I'optitiisaet la modélisation de la production
d’esters de sucres a partir d'un autre monosaahale D-Glucose. La méthodologie des
surfaces de réponse (RSM) en accord avec la matec8ox-Behnken (BB) est appliquée
afin d’optimiser la synthése duQ-Dodécanoylb-Glucopyranose, un tensioactif non ionique,

par estérification enzymatique duGlucose avec I'acide laurique.

[I. Préparation du plan d’expériences
II.1. Objectifs

L’'optimisation des différents parametres réacteana savoir, la température, le
solvant et le temps, sur l'avancement de la réactestérification enzymatique db-

Glucose (schéma 21) est étudiée.

Réaction
OH OCOR
Q CCL I, Solvent ©
HOIi- OH + RCO,H HOlnh OH + H,O
T2 45°C
HO %H R: (CH2)10Me HO //OH
Schéma 21 Estérification enzymatique dex(+)-D-glucose.
II.2. Réponse

La réponse choisie est le taux d’avancement d@édation d’estérification, c’est la

conversion (C%).

I1.3. Détermination des facteurs et du domaine d’étde
Concernant le choix des facteurs, nous nous sorbasEs sur des criteres expérimentaux

relatifs & la catalyse enzymatique et sur des taswuntérieurs

! N. Bouzaouit, C.Bidjou-Haiouf)er Pharma Chemic2015 7(1), 261-269.
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Les facteurs examinés lors de cette étude sont:

v' Le solvant (X) : le choix d’'un solvant approprié pour l'acylati@nzymatique est
primordiaf->.

Le solvant doit en effet é&tre moyennement polawargouvoir solubiliser le sucre
(polaire) et I'acide gras (apolaire) et pour quen¥yme garde sa forme active. Pour
cela, nous avons effectué les réactions dans salisants avec différentes polarité
(EMC, THF, ett-BuOH).

v' La température de la réaction ,JX: La vitesse d'une réaction enzymatique est
généralement augmentée par une élévation de tempErd'autre part la forme
tridimensionnelle de I'enzyme est modifiée paelapérature.

v' Le temps de la réaction ¢X: La durée d'évolution des systemes enzymatique est
variable.

Le tableau suivant représente les facteurs étwgtiéa plage de variations autorisées pour

chaque facteur (domaine d'étude).

Tableau 21 Facteurs et domaine d’étude du plan de Box-Bahnke

Niveaux des facteurs

Facteurs bas (-1) Moyen (0) Haut (+1)
Solvent (X%, logP) THF t-BuOH EMC
Temperature (X °C) 40 60 80
Temps (%, h) 24 48 72

Il.4. Choix du plan d’expériences
Pour réaliser cette partie du travail, nous awdmssis de mettre en ceuvre le plan de

Box-Behnken qui est un plan du second degre.

[ll. Plan de Box-Behnken
Un plan de Box-Behnken est un type de plan deasarfle réponsédans lequel les
points se situent a des combinaisons des niveadxctieurs supérieur et inférieur et de leurs

points centraux. Il posséde des combinaisons deertrant qui sont situées aux points

2 F.Chamouleau, D. Coulon, M. Girardin, M. GhalilMol. Cata. B — Enzymati2001, 11, 949-954.
% D. Coulon, M. Girardin, M. GhouProcess Biochen1999 34, 913-918.
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centraux des bords de l'espace expérimental eequiérent au moins trois facteurs continus
et permet une estimation efficace des coefficidatpremier et de second ordre.

Dans ce travail nous avons appliqué le plan de Bebxnken. Il comporte moins de points et
son colt peut étre par exemple moins élevé que delo plan composite centré pour le

méme nombre de facteu@uinze expériences doivent étre calculées.

lll. 1. Réalisation des essais

Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, corapies quinze essais et des réponses
expérimentales (C%) sont représenté dans le taldaaant. Les données de ce tableau
subiront un traitement statistique pour estimectesfficients du modéle mathématique.

Tableau 22:Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentale

Ordre Valeurs codées  Valeurs réelles Réponse (conversion)
d’essai
Xl X2 X3 C(%) mesur C(%) théoriqur
1 1 0 -1 EMC 60 24 10,75 12,37
2 -1 0 1 THF 60 72 50,00 48,37
3 0 1 1 tbuOH 80 72 57,74 58,73
4 0 0 0O tbuOH 60 48 10,00 09,12
5 -1 1 0 THF 80 48 37,14 37,77
6 0 1 -1 tbuOH 80 24 01,40 01,47
7 0 0 0 t-buOH 60 48 08,69 09,12
8 1 0 1 EMC 60 72 45,16 45,87
9 -1 -1 0 THF 40 48 23,47 25,17
10 0 0 0 t-buOH 60 48 08,69 09,12
11 0 -1 1 tbuOH 40 72 19,13 19,05
12 1 1 0 EMC 80 48 43,66 41,95
13 -1 0 -1 THF 60 24 12,22 11,50
14 1 -1 0 EMC 40 48 20,00 19,36
15 0 -1 -1 t-buOH 40 24 06,95 05,95

IV. Résultats statistiques et interprétation

Au cours de cette étude nous avons utilisé le glexpériences de Box-Behnken pour
mettre en ceuvre la méthodologie des surfaces dmsép. Le calcul des coefficients de
régression avec les données codées est fournepagitiel MINITAB version 14 (Tableau
23). C’est un logiciel de traitement statistiqugui comprend un grand nombre de
fonctionnalités. Il prend en charge les calculsndlgse de la variance a un ou plusieurs
facteurs, les comparaisons de résultats tifas et de nombreux types de graphiques.

L’'analyse de la variance (Tableau 24) est égalerognhie par ce logiciel.
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Tableau 23: Coefficients de régression estimés pour la coimmerS(%)

Termes Coefficients T P
Constant 9,1267 8,821 0,000
X1 -0,4075 -0,643 0,548
X5 8,7988 13,887 0,000
X3 17,5888 27,760 0,000
X1oX1 15,0842 16,174 0,000
Xoo X5 6,8567 7,352 0,001
X3¢ X3 5,3217 5,706 0,002
X1o X5 2,4975 2,787 0,039
X12X3 -0,8425 -0,940 0,390
X X3 11,0400 12,321 0,000

R? (%) = 99,70% R*%)adj =99,00%

Tableau 24Analyse de la variance pour la conversion C(%)

Source DL SC CM F P
Régression 9 4624,17 513,80 159,98 0,000
Linéaire 3 3095,59 1031,86 321,29 0,000
Carré 3 1013,27 337,76 105,17 0,000
Interaction 3 515,32 171,77 53,48 0,000
Erreur résiduelle 5 16,06 3,21 - -
Inadéq.de 'ajus 3 14,91 4,97 8,69 0,105
Erreur pure 2 1,14 0,57 - -
Totale 14 4640,23 - - -

Les valeurs de probabilité inferieures a 0,05 indig que les termes du modéle sont
statistiguement significatifs.

D’aprés 'ANOVA (tableau 24), la valeur P=0,00 igde que le modele est significatif.

Les valeurs du coefficient de détermination=B9,70% et celle de Fajusté=99,00%
indiquent que le modéle est relativement bient&judonc il existe une bonne corrélation

entre les valeurs mesurées et les valeurs calculées
Iv.2. Détermination du modele mathématique

L’équation de régression polynomiale pour le medalimaire (avant d’exclure les

termes non significatifs), s’écrit comme suit:
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C(%) = 9,126 - 0,407X+ 8,798% + 17,588% + 15,084%* + 6,856%° + 5,321%° +
2,497%*X5- 0,842X%+X3+11,040%eX 3 (1)

Dans le but d'affiner le modeéle et de trouver l&ipn polynémiale optimale, les termes non
significatifs sont éliminésCependant le terme;Xdont le carré ¥ et l'interaction %X, ne
sont pas négligeables, est pris en compte. Onntkdi@si un nouveau modele avec un

ajustement de bonne qualité. Ces résultats ésuatirés dans les tableaux 25 et 26.

Tableau 25Coefficients de régression estimés pour la C(¥@spxclusion des termes non

significatifs .

Termes Coefficients T P
Constant 9,1267 8,907 0,000
X1 -0,4075 -0,649 0,540
X2 8,7988 14,023 0,000
X3 17,5888 28,032 0,000
X1o X1 15,0842 16,332 0,000
Xoo X5 6,8567 7,424 0,000
X3'X3 5,3217 5,762 0,001
X2 X5 2,4975 2,815 0,031
Xo* X3 11,0400 12,442 0,000

R? (%) = 99,60% R?*(%) adj=99,00%

Tableau 26:Analyse de la variance pour la C(%) aprés exciudi&s termes non significatifs.

Source DL SC CM F P
Régression 8 4621,33 577,67 183,41 0,000
Linéaire 3 3095,59 1031,86 327,62 0,000
Carré 3 1013,27 337,76 107,24 0,000
Interaction 2 512,48 256,24 81,36 0,000
Erreur résiduelle 6 18,90 3,15 - -
Inadéq.de 'ajus 4 17,75 4,44 7,76 0,117
Erreur pure 2 1,14 0,57 - -
Totale 14 4640,23 - - -

Tous les parametres estimés pour ce modele sonficagis avec p<0,05 (tableau 26).
L’équation de régression polynémiale optimale deurouveau modele s’écrit comme suit :

C(%) = 9,126 0,407 %+ 8,798% +17,588% +15,084%2+6,856%>+5,321% + 2,497%*X,
+11,040%sX 5 (2)
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IV.3.Diagramme des effets d’interactions des factes sur la conversion

Les diagrammes des interactions somtémgdement utilisés pour visualiser les
interactions pendant une ANOVA, dans laquelle deff'un facteur dépend du niveau d'un
autre facteur.
Le diagramme suivant montre que les droites padeallindiquent I'absence d'interactions.

Plus la différence de pente est grande entredasdi plus le degré d'interaction est élevé.
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Figure 29: Diagramme des effets d’interactions des factewrsasconversion

Par exemple pour l'interaction entre le facteurddns le niveau de facteup ¥ diagramme

montre que la conversion augmente lorsquesKmaintenu dans le niveau haut ge X

V. Validation du modele

V.1. Représentation graphique des réponses théorigg en fonction des réponses
mesurees

Cette corrélation peut aussi étre itieesten tracant les réponses mesurées, en fonction
des réponses estimées. Ceci est donné par la Bfumgui montre une forte corrélation entre

celles-ci.
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Figure 30: Réponses théoriques en fonction des réponseséestim

D’apreés la figure 30, les points sont répartis autte la droite de régression. Le modele peut
donc étre jugé de qualité suffisante, puisqu’il y98,65% de chance qu’'il explique
effectivement les variations mesurées de la répohsemodeéle rend bien compte du

phénomene étudié.

V.2.Test de la normalité du plan de Box-Behnken

De nombreux graphiques fournit par le MINITAB pettent de vérifier les
hypothéses statistiques et a valider les résuitatisnus. Les tests de normalité permettent de
vérifier si des données réelles suivent une lomade ou non. Pour compléter I'analyse
statistigue du modele on peut étudier I'analyse \adsurs résiduellesJn autre intérét des
techniques d’analyse de la variance est d’obtemerestimation de la dispersion inconnue des

résidus. L'analyse des résidus compléete I'analiatisique.

V.2.1. Droite de Henry des valeurs résiduelles

Généralement une droite de Henry est utile pouifila normalité des données.
C’est une technique graphique pour évaluer si oeméks sont distribuées normalement ou
pas. Le résidu est la différence entre la valesepkge et la valeur prédite de la régression. Si
les points sont prés d’'une ligne droite on dit teeedonnées sont distribuées normalement.
Les droites de Henry sont utiles pour évaluer lemvadité d’'un fichier de données, méme

lorsque le nombre d’observations est assez faible.
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Figure 31: Droite de Henry
Sur ce graphique fournit par le logiciel, les psiapparaissent assez bien alignes, cela laisse a

penser que la distribution est normale.

V.2.2. Valeurs Résiduelles en fonction des valeuagustées pour la conversion

Les valeurs résiduelles normalisées > -2 et <2 généralement considérées comme
importantes. Sur la base de la figure 32, on reowarque les valeurs résiduelles sont
eparpillées autour du zéro. Les valeurs résiduekeprésentent pas des schémas particuliers

ou des points situés a I'écart des autres points.
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Figure 32: Valeurs Résiduelles en fonction des valeurs agggp@ur la conversion
V.2.3. L’histogramme des valeurs résiduelles de lzonversion

Ce graphique permet de repérer un non normalitdistogramme normal doit étre a

peu prés symétrique et avoir la forme d’une cloche.
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Figure 33: Histogramme des valeurs résiduelles de la coroersi

V.2.4. Valeurs Résiduelles en fonction de 'ordrees observations pour la conversion
Ce diagramme présente une bonne dispersion datspies deux cotés du zéro. |l
n’existe donc pas d'effet systématique di a l'ordee collecte des données. Les valeurs

résiduelles ne présentent pas des schémas pantscali des points éloignés des autres points.
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Figure 34: Valeurs Résiduelles en fonction de l'ordre d’obagon pour la conversion.

On peut conclure d’apres ces résultats que lgshgraes des valeurs résiduelles sont

satisfaisants et ne remettent pas I'analyse ertiques
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VI. Optimisation de la conversion

Pour la recherche des conditions optimales, a'elte les valeurs des facteurs
permettant d’aboutir a une meilleure conversionublise les fonctionnalités de tracage des
plans de surfaces de réponses de MINITAB pour agler a visualiser les effets mutuels des
facteurs. Nous pouvons générer deux types de gragdide surface de réponse : le graphique
de contour et le diagramme de surface. Ces grapbiguontrent les relations entre une
variable de réponse et deux facteurs a partir dhwdéle d'équation, les facteurs
supplémentaires éventuels étant maintenus constsnpermettent aussi d'obtenir les valeurs
de réponses et les conditions d'utilisation soabds. Comme un graphique de contour ne
montre que deux facteurs a la fois, tout facteyppBmentaire est maintenu & un niveau
constant. Par conséquent, les graphiques de comtoseront valables que pour des niveaux
fixes des facteurs supplémentaires. Si on modiig miveaux de maintien, la surface de
réponse varie également, parfois de maniere radital diagramme de surface, qui est une
grille graphique en trois dimensions, représentelktion fonctionnelle entre la réponse et les
facteurs expérimentaux. La surface de réponse aidesa visualiser la réaction de la réponse
a des modifications des facteurs expérimentauxptiritisation a été réalisée par 'analyse des
diagrammes de contour (figures 35, 36 et 37) quit des projections des courbes
tridimensionnelles des surfaces de réponse. Ceasiédes sont générées par le logiciel
MINITAB version 14 par la combinaison des 3 facteuk chaque fois un des facteurs est fixé
aux 3 niveaux, haut, bas et moyen, et la réponse £p est évaluée par rapport aux deux

autres (axe x et axey).
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Figure 35: Diagrammes de surface de réponse et de contoudex, a X3 max, moyen et min.
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Figure 36: Diagrammes de surface de réponse et de contoud@exi; a X, max, moyen et min.
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Figure 37: Diagrammes de surface de réponse et de contoudpexis a X; max, moyen et min.
La figure 35 représente la combinaison des deugtetias X et X;, X3 fixé aux

niveaux haut, moyen et bas. Ici, la meilleure cosioa est obtenue quand le facteur temps

est fixé a son niveau haut (72h).
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La figure 36 représente la combinaison des deurtdas X et X3, X, fixé aux niveaux haut,
moyen et bas. Ici, la meilleure conversion estmirequand le facteur température est fixé a
son niveau haut (80°C).

La figure 37 représente la combinaison des deurtias X et X3, X; fixé aux niveaux haut,
moyen et bas. Ici, la meilleure conversion est mirequand le facteur solvant est fixé a son
niveau haut (EMC).

Les valeurs élevées de la conversion apparaisaestld région verte de ces diagrammes.
Les plus fortes valeurs de la conversion (C > 78&#)t obtenues lorsque les trois facteurs
sont fixés aux niveaux hauts.

L’examen de I'ensemble des graphes a permis latgiedes coordonnées du point optimal,
soit : X;:=EMC, X;=80°C, X%=72h et la valeur de la conversion en ce pointéggstle a
C=75,90%. Cela a été déterminé a l'aide de la fonadésirabilité du logiciel MINITAB

version 14.

VII. Vérification

Il convient maintenant de réaliser concrétememt aun plusieurs expériences en fixant
ces niveaux afin de vérifier si la conversion obterorrespond bien a la valeur prédite par le
modele, c’est-a-dire qu'on effectue une vérifmaties coordonnées du point optimal :

» Ce point K,;=EMC, X,=80°C, %=72 h) est situé dans le domaine expérimental donc il
constitue bien la solution recherchée au probléme.

» Ces conditions réactionnelles de la synthese d’dste-Glucose ont été par la suite
appliguées expérimentalement. La valeur de la agsioretrouvée (C = 75,35%) est
proche de la valeur théorique.

Ce résultat valide donc le modele obtenu.

» On vérifie ce point critique par un simple calcelld réponse moyenne prédite par le
modele. Ce point est donné par I'équaiibn
C(%) = 9,126 + 8,796+1) +17,588(+1) +15,084(+1) +6,856(+1) + 5,322(+1)* + 2,497
o(+1)e(+1)+11,046(+1)*(+1)

C(%)=76,31%.
» Une telle valeur pour la conversion n’a jamais @enue lors des 15 expériences

réalisées. Ce résultat est a priori trés intéreéssan
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VIII. Conclusion

Cette étude a montre qu'un modele polynomial d®rdeux semble modéliser

correctement le phénomeéne étudié ici. Il appanagtlgs conditions expérimentales optimales,

c’est-a-dire celles permettant de maximiser la mgpoici la conversion du sucre de départ,

sont obtenues pour les niveaux hauts des fact€essvariables sont, la température, le temps

et le solvant. La réponse est modélisée sous fdfarepolynédme en fonction des parametres

précités par I'application du plan de Box-Behnkéml@ la RSM. D’apres I'étude statistique

nous pouvons conclure que :

v
v

Le modéle obtenu est statiquement significatif 600 (< 0,05).

Il existe une corrélation satisfaisante entre lEHswrs mesurées et les valeurs ajustées,
R?=99,70% et Ryu< 99,00%.

La région du point optimal pour une valeur élevée la conversion est obtenue
lorsque les trois facteurs sont fixés au niveau.hau

La valeur optimale de la conversion est C = 76%lleCci correspond aux valeurs

suivantes des facteurs : température a 80°C, tednfs heures dans 'EMC.
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Conclusion générale

L'objectif de ces travaux est d'utiliser des suéilitant théoriques que pratiques pour
l'optimisation et la modélisation de la réactiomstérification enzymatique des sucres par
l'acide laurique en présence de la lipaseCdadida cylindracéammobilisée sur célite. Ce
processus enzymatique dépend de plusieurs paramé&orr cela les effets directs des
différents facteurs sur l'avancement de la réacpoécitée sont étudiés a l'aide de la
meéthodologie des plans d’expériences. C'est unédadétrigoureuse en vue d'un objectif
précis et ceci avec un minimum d'essais.

Le choix du plan dépend des objectifs de l&ignce et du nombre de facteurs étudiés.
Parmi la multitude de plans qui existent, l&np de criblage de Plackett et Burmann, le
plan de modélisation de Box et Behnken et les ptBmstimisation par la méthodologie des
surfaces de réponses (RSM) ont été employés.

Dans ce contexte, nous nous somme intérességimliggiion de la synthese des ester®de
xylose etD-glucose d’intérét potentiel par la méthode deagliiexpériences.

La synthése enzymatique est menée en utilisardaletion d'estérification d'un sucre
sur un acide gras en présence d'une nouvelle lipldmrée au laboratoire, la lipase de
Candida Cylindracé&CCL) immobilisée sur célite par la méthode d'apson.

Tout d’abord, nous avons optimisé le pH de foneteament de la (CCL 1) afin de moduler

son activité catalytique. Pour cela, la lipasedilest immobilisée sur un support poreux et
résistant aux températures élevées. L'immobilisatest réalisée par la méthode de
l'adsorption physique en variant le pH de la solutiampon. Une large gamme de pH (5.7
6.7, 7,3, 89) est utilisée. Au regard des résultats obtetadipase ainsi synthétisée exprime
sa plus haute activité catalytique a pH = 8.

L'influence des parametres réactionnels tels geetemps, la température, le tamis
moléculaire, la quantité d’enzyme et I'équivaleset lthcide laurique sur I'avancement de la
réaction d’acylation enzymatique duXylose et dubD-Glucose en présence de la CCL
immobilisée est par la suite étudiée par la métlumie des plans d’expériences.

Nous avons ainsi développé une étude en deux voletse approche qualitative

correspondant a I'analyse de screening permettartrdire les facteurs les plus influents a
laquelle succéde une analyse quantitative (RSMJéersur la construction et I'analyse des
surfaces de réponses. Un minimum d’expériencesqpes est requis pour un maximum

d’'informations telles que I'estimation des effaeldnteraction linéaires et quadratiques des
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facteurs étudiés, la modélisation et I'optirticea des procédés par la méthodologie des
surfaces de réponses (RSM) cela dans le buemfidte la meilleure conversion possible
pour ce type de synthese.

Nous avons dans un premier temps mis en ceuvreanndgl criblage dit de Plakett-Burman,
afin de dégager les facteurs les plus influentslauréponse. L'application de ce plan a
ressorti trois facteurs importants : la températlegemps et le tamis moléculaire. Dans un
deuxieme temps, ces trois facteurs ont été étuaksla méthodologie des surfaces de
réponses. Nous avons appliqué un plan de Box-Behtiesé sur un modéle du second degré.
La conversion a été ainsi modélisée en fonctiorcete trois facteurs. D’aprés les analyses
statistiques, le modele obtenu est significatifz B,023 (< 0,05) et il y'a une corrélation
satisfaisante entre les valeurs mesurées et leargahjustées, R92,65% et Ryu= 79,41%.

La recherche des conditions optimales, effectuéd’'quaalyse des diagrammes des surfaces
de réponses et de contours, a permis de localsearaleur optimale de la conversion,
C=85,041%. Celle-ci correspond aux valeurs suivanies facteurs : température a 60°C,
temps a 72 heures, et quantité de tamis molécw@a@emg.

Dans un deuxiéme volet de cette these, nous afiddes valeurs optimales des
facteurs préalablement étudiés et introduits démufacteurs tels que la polarité du solvant et
I'élargissement du domaine d'étude de la températiilisée, dans le but de la recherche des
conditions optimales dans la réaction d’estériftatnzymatique de substrats osidiques.

La synthese enzymatique d’ester m&Slucose est ainsi modélisée par la méthodologge de
surfaces de réponses en utilisant le plan de BdwiBmn avec trois facteurs (la température,
la polarité du solvant et le temps). Le traitemstattistique des données nous permet de
conclure que le modéle obtenu est statistiquemigmifisatif R*=99,65%, il existe une
corrélation satisfaisante entre les valeurs meswe€les valeurs ajustées.

La valeur optimale de la conversion est C = 76%e-@ correspond aux valeurs suivantes
des facteurs : température a 80°C, temps a 72hlddmge méthyle cétone, solvant adéquat
pour ce type de synthese.

La modélisation et I'optimisation par cette métblogjie ont été effectuées a I'aide du
logiciel MINITAB version 14.

En perspectives, nous envisageons de compléteaval en faisant varier d’autres
facteurs. Ces facteurs pourraient égalementi@@duits dans la recherche des conditions

optimales de la réaction d’acylation enzymatiqueuttes substrats osidiques.
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Protocoles experimentaux

Généralités et appareillages

- Solvants et réactifs commerciaux
Les solvants employés pour les extractions ehtamatographie possédent un degré
de pureté « analytique » et sont utilisés sandigation préalable. Les produits commerciaux
(réactifs, solvants) employés lors des synthesganogues proviennent essentiellement des
sociétés Sigma-Aldrich, Fluka et Acros. Dans unendre mesure, les sociétés Strem et

Merck ont également été sollicitées.

- Meéthodes chromatographiques
Les réactions ont été suivies par chromatograginiecouche mince (Merck Art 5554
DC Alufolien Kieselgel 60, fz4) révélées par un spray d’'une solution méthanelidjtd,SO,
a 10% suivie du brllage de la plaque. Les chrognaphies sur gel de silice ont été
effectuées sur silice (0.063-0.200 mm, 70-230 mesh

- Analyse par Résonance magnétique nucléaire RMN
Les spectres RMN ont été enregistrés sur un aipEREKER de type AC 250'H :
250 MHz,*C : 62,9 MHz) dans le DMSQOsd
Les déplacements chimiqudy gont exprimés en partie par million (ppm), le TR&Nt pris
comme référence interne. Les constantes (J) sqamingées en Hertz. La multiplicité des
signhaux est explicitée en utilisant les abréviatisnivantes: singulet (s), doublet (d), triplet
(t), multiplet ou massif (m), doublet de doublgd), doublet de triplet (dt).

- Spectroscopie de masse (SM)
Les spectres de massent été enregistrés au moyen d'un appareil GCMS
(QP2010s, Shimadzu) apreés silylation des prodsad#, par impact électronique soit par la

meéthode électrosray ionisation (ESI+ 30ev).

- Spectroscopie infrarouges (IR)
Les spectres IRNt été enregistrés sur un spectrometre PerkiniEFiel600. Les
échantillons liquides sont déposés en film entiexgmastilles de NaCl, et en présence de KBr

dans le cas des échantillons solides. Le nombiede’@st exprimé en ¢
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Protocoles opératoires

1 Immobilisation de la lipase deCandida cylindracéa

1. Préparation des solutions meres
Solution (a) : Solution 0,2 M de phosphate monageeli(NaHPO,.H,0) : 27,8 sont dissout
dans 1000 ml d'eau distillée.
Solution (b) : Solution 0,2 M de phosphate de sodilisodique hexahydraté
(NaeHPO,. 7H,0) : 52,65 g sont dissout dans 1000 ml d'eau ldistil

2. Préparation des solutions tampons
On mélange x ml de la solution (a) et y ml desddution (b) et on dilue le tout a un total
de 200 ml avec de I'eau distillée.
e Solution tamponpH=9;0.2M
A 50ml de (b) on ajoute la solution (a) jusqu’un pH=9.
* Solution tampon pH=6.7 ; 0.2M
A 43.5 ml de solution (b) on ajoute 56.5 ml lausimin (a).
* Solution tampon pH=5.7 ; 0.2M
A 6.5 ml de (b) on ajoute 93.5 ml de la forme basi¢g).
* Solution tampon pH=7.3 ; 0.2M
A 77 ml de (b) on ajoute 23 ml de la forme basitp)e
* Solution tamponpH=8;0.2M
Dans 1000 ml deau distillée sont dissou8XB8.de NakbPO,.H,O et 24.9 g de
NaHPO,.7H20.

3. Protocole opératoire de 'immobilisation
Dans un ballon sont dissous 60 mg de lipasE8® mg de célite dans 10 ml de
solution tampon (pH = 5,7 - 9) sous agitatipandant 30 minutes a 4°C, puis 20 ml
d’acétone froide (-15°C) sont ajoutés. Aprés 2 égul’agitation, la réaction est arrétée,
'enzyme filtrée sous vide et lavée deux aistrfois avec l'acétone. La lipase est
ensuite séchée dans un dessiccateur souspidie conservée a -18°C.
Rdt = 45%.
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2 Estérification enzymatique des sucres

Procédure générale

Le sucre (200 mg, 1,33 mmol) est dissous dans 8ensdolvant et mis sous agitation
pendant 24 heures. L’agent acylant est alors adadié. On laisse sous agitation magnétique
pendant 15 mn. La lipase est ensuite ajoutée emtitpuaadéquate ainsi que le tamis
moléculaire (4 A°) en quantité équimolaire de lgaafin de contrbler la libération de I'eau
dans le milieu, les tamis moléculaires sont actpeésdant une nuit a haute température et
laissés dans un dessiccateur avant leur utilisati@volution de la réaction est suivie par
CCM. A la fin de la réaction, le mélange est fikst évaporé sous pression réduite. Les esters

de sucres obtenus sont purifiés suivant le protoopératoire décrit sur le schéma suivant.

Mélange Réactionnel

Extraction par I'acétone chaud (50°C)

et filtration
Résidus Filtrat
Ester de sucre Substrat non consommé
+ +
Acide gras Enzyme / TM
Refroidir (-10°C) et filtration
Solution d'acétone Filtrat

Acide gras

Ester de sucre

V

Purification sur colonne chromatographique

Schéma 22:Schéma de purification générale des esters de diaxide gras.
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Protocoles experimentaux

» 1-O-Dodecanoyle,p-D-Xylopyranoside

3 s 7 9' 11°

2! 4' 6' 8’ 10’ 12'

Formule brute : C;7H3:0%.
Masse molaire: 332 g/mol.
Rf : 0.66 (DCM/MeOH, 9:1).
Rdt : 52%.

Solide blanc.

RMN *H (DMSO-c;, 250 MHz),5 (ppm): 0.81 (m, 6H, k), 1.24 (m, 32H, kb Hig Hy', He,
Hz, He Hs, Hg), 1,5 (M, 4H, ), 2.1 (s, 4H, k), 3.13-4.0 (m, 10H, 2, 2Hss, Hao, Hap,
Haq, Hag, Haa, Hap), 5.3 (d, 1H,) = 4.6 Hz, Hy), 6.01 (d, 1H, = 7,6 Hz, Hp).

RMN “C (DMSO-t;, 62.9 MHz),5 (ppm): 13.8 (G2), 22.0 (G1), 24.3 (Go), 28.3 (G),
30.3, 30.4, 30.5, 30.6 G Cr. Ce, Cs, C4,Cs), 32.9 (G), 62.9 (Ga), 66.8 (Gg), 69.1 (Ga),
70.7 (Gg), 71.0 (Ga), 71.4 (Gp), 73.5 (Ga), 74.8 (Gp), 75.0 (Ga), 77.7 (Gp), 95.0 (Ga),
100 (Gg), 170 (2CHCO).

IR (KBr) : O-H 3340cnt, C-H 2960-2850 cih, C=0 1735crit, C-O 1149 cnt, -CH, 1468
cm*, 1058 (C-O-H).

GCIMS : m/z = 458 [M-HOTS], 368 [M-2HOTS].
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» 6-O-Dodecanoyle,p-D-()-Glucopyranoside

HO

Formule brute : CigH3.0,
Masse molaire: 362 g/mol

Rf : 0.27 (CHCI,/MeOH: 90/10)
Rdt : 43%.

F° = 130°C.

% o = 84,37%.

% B = 15,68%.

Solide blanc.

RMN 'H (DMSO-c, 250 MHz),8 (ppm): 0.85 (t, 6H, H-12’), 1.25 (m, 32H, H-4-11).50
(M, 4H, H-3)), 2.27 (t, 4H, H-2"), 2.95-3.20 (m, 6H-20, H-2B, H-30, H-3B, H-4o, H-4p),
3.76 (M, 2H, H-5, H-58), (dd, 2H, J=5.95, 6.03, H-6), 4.24 (d, 2H, J8104-6, H-B), 4.56
(m, 2H, OH-4, OH-48), 4.72-5.20 (m, 5H, OH&® OH-2B, OH-3, OH-3, H-10), 6.35 (d,
1H, J=2.98, OH-&), 6.65 (d, 1H, OH-f).

RMN °C (DMSO-d;, 62.9 MHz),5 (ppm): 13.87 (C-12, Ch), 22.01 (C-11’,CH), 24.38 (C-
3',CHy), 28.35 (C-4', CH), 28.63 (C-5’, C-6’, Chl), 28.83 (C-7’, CH), 28.92 (C-8', C-9’,
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Protocoles experimentaux

CH,), 31.21 (C-10', CH)), 33.38 (C-2', CH), 172.83 (C-1', C=0); 63.78 (C-6, GH 69.03
(C-4, CH), 70.45 (C-5, CH), 72.09 (C-2, CH), 72(@63, CH), 92.19 (C-1, CH).

IR (KBr) : O-H 3340cnT C=0 (ester) 1735cthC-O 1149 crit'-CH, 1468 cni, 1058 (C-O-
H)

GC/MS ( du produit silylée): m/z [M-TMS-TMSOH-H] = 486

3 Mesure de la conversion (C%)

La conversion est évaluée par titrage colorimégigar la mesure de la quantité
d’acide gras non réagit dans le milieu réactiorsedbn le mode opératoire suivant : 0.1g de
mélange réactionnel est dilué dans 20 ml d'unetisoilde phénophtaléine dans I'éthanol a
0.1%. Une solution de NaOH 0.1M est ensuite ajogtiate a goutte jusqu’a obtention d’'une
coloration rose.

La conversion est donnée par I'expression suivante:

VNaOH (avant ajout de l'enzyme) — VNaOH (aprés arrét de la réaction)

C(%) =

VNaOH (avant ajout de l'enzyme)
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ABSTRACT

The present work is devoted to study the effestanbus factors affecting the enzymatic synthesifatty acid
xylose ester using the methodology of experimaetsigns. To optimize the different parameters liaake a direct
influence on the production of lauric xylose es&xperiments were conducted using first a desigPRlatkett-
Burman to initially screen five of which the thrisetors were found to have significant effect otosg ester
production. Response surface methodology underBgtixken design was then employed to analyze thet<etif
important parameters on the preparation of fattydacylose ester. Experimental ester conversiongvi@ind to be
in good agreement with predictions. The searchofttimal conditions, verified by analysis of cont@lots, helped
to locate the optimal value of the conversion, 85%. This corresponds to the following valueshef factors :
temperature 60°C, time 72 hours, and 30 mg of nudesieves.

Keywords: xylose, lipase, Plackett-Burman design, Box-Behndkesign, Response surface methodology

INTRODUCTION

Naturally occurring sugar esters [1] are of patticunterest in the field of biocompatible surfatta Because of
their properties of amphiphilic nature, nontoxidp-degradability, among others, they are often usedhe
pharmaceutical, cosmetic and food industry [2,3lg&8 esters can be synthesized using either chkmica
biological catalysts. As a result of regioseledyivind mild reaction condition of enzymatic procg$ks there is
growing interest in the application of lipases @scétalyst for carbohydrate fatty acid esters potida [5, 6].
Numerous reports have shown that lipases are gmaathlyst in non aqueous media [7, 8]. In our ey study,
the enzymatic synthesis of Q-dodecanoyl-D-xylopyranose by esterification of Oese with lauric acid using
immobilized lipases was carried out in organic eatg [9]. In the present study, the esterificabb-xylose was
carried out using immobilize€Candida cylindracealipase as a catalyst and optimized with responséace
methodology. The study is aimed at a better undedstg of the relationships between the importaaiction
parameters (sugar/fatty acid ratio, amount of ergyamount of molecular sieves, temperature andiosatme)
and sugar conversion.

The study of enzymatic sugar ester synthesis isosoplicated because it depends on several facidsgnd
important aspects of this reaction remain to befidd. The use of experimental design has becommernommon

in several sciences such as bioprocess, envirdaimememistry etc...[11]. A well defined statistiexperimental
design is considered to be necessary for dgdiion of suchprocess, since it would be possible to get more
information through conducting fewer measuremesising the process.

The Plackett-Burman design (PBD) has been frequessttd for screening process variables that makethatest
impact on a process [12]. It is a set of small affitient experimental design, which is very pofugrwidely
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applicable and especially well suited for biotedbgy research and development [13]. Recent rspmrtthe use
of PBD include its application toward improvingpdse catalyzed esterification [14].

To carry out this study, a first screening designPtackett-Burmann was used to identify which fastbave
significant effects on xylose ester production.Sfactors are then studied by Box-Benkhen desi§h [Ihe results
were analyzed by response surface methodology (R®8M has been reported to be an effective tool for
optimizing a process [16]. It is defined as thetisti@al tool that uses quantitative data from ajppiate
experimental design to determine and simultaneossllye multivariate equations. The graphical repméstion of
these equations are called as response surfaced,lmused to describe the individual and cumgagiffect of the
test variables on the response and to determinmtitgal interaction between the test variablesthait subsequent
effect on the response [17]. Recently, optimizabbhpase-catalyzed production of various estgr&BEM has been
investigated like synthesis of emulsifier in foodiustry such as lauroyl lactic acid [18] and sysihef antioxidant
such as octyl hydroxyphenyl propionate [19]. Althbithe enzymatic synthesis of highly biodegradabigactants
from renewable resources (sugar and fatty acids) been widely investigated [20,21], statistical igiesof
experiments and RSM have been only applied in astedies [22,23].

The aim of this investigation is to optimize thenthesis of xylose laurate production by immobiizéandida
cylindracealipase (CCL Im) as well as to study the applicatid RSM to assess the relative importance of m®ce
variables.

MATERIALS AND METHODS

Candida cylindracedipase (Type IlI) was purchased from Sigma Co. (YS2xylose from Sigma-Aldrich and
lauric acid from Merck were tested as starting male Ethanol (EtOH), tetrahydrofurane (THF) wéi@m Merck.
Molecular sieves 3A (4-8 mesh) was used as a wateoval adsorbent (Aldrich, USA). All other chenigased in
this work were of analytical grade and used witHacther purification.

General procedure for xylose ester synthesis

D-xylose (200 mg, 1,33 mmol) was first dissolvedTiHF for one night. After that, lauric acid (from3B to 1,99
mmol) was added, the mixture equilibrated for 1% mnd the biocatalyst (CCL Im) finally incorporatédiquots
were removed at intervals, filtered and analyzedlitptively by thin layer chromatography and queatively by
volumetric titration.

Analysis

The sugar content was quantified by calculatingrésgdual fatty acid amount in the reaction mixtiBamples were
analyzed by volumetric method : 0.1 g of sampleredction mixture was diluted in 20 mL of 0.1 wt %
phenolphthalein solution in absolute ethanol armh ttitrated with standardized sodium hydroxide sotuof 0.1 M

in water.Samples were withdrawn at definite time intervalsl ¢he extent of esterification monitored by a back
titration procedure which estimated the decreadetal acid content of the reaction mixture.

Lipase immobilization

Celite (60 mg) was added to 10 mL of 0,1 M phosplmiffer (pH = 8) containing th@andida cylindracedipase
(100 U/mL). The reaction was then stirred with agmetic bar at 4 °C and 100 rpm for 30 mn. 20 mlcalfi

acetone were then added. After 2 h, the suspemsgrfiltered. The immobilized enzyme was washeth aitetone,
dried in a vacuum desiccator and then stored atC18

Experimental designs and data analysis

Before applying the response surface methodolo@MRto determine the conditions which  will gitlee best
conversion for xylose laurate synthesis, two expental designs were conceived and applied : anpirery
experiment based on Plackett-Burman Design (PByvied by a Box-Behnken Design (BBD). The first id@ss
objective was to highlight the most influential pareters, which were studied in more depth with gbeond
experimental design.

The Plackett-Burman statistical experimental desgmreliable method to short-list the most siigaifit parameters
from a wide range or understand the extent of distion possible under a given set of conditiam& very small
number of experiments. PBD considers the stadistiinteractions between variables to obtain imam
interferences for a minimum number of tests, theducing process variability, time of developmend awverall
costs. The parameters selected for the experimeme wylose/acid lauric ratio (LA), immobilize@andida
cylindracealipase concentration (CCL Im), amount of molecidmves (MS), temperature (T°) and reaction time
(). All trials were performed in triplicate andetlsugar conversion (C) was used as the respond® present study
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the five independent variables were organized ategrto the PBD matrix. For each variable, high)(afd low (-
1) levels were tested (Table 1).

Table 1. Process variables and levels in PlackettsBmnan design

Levels
Parameter Symbol  Unit Low(-) High(+)
Xylose/Lauric acid ratio LA 0,5 1
Candida cylindracedipase CCLIm mg 10 30
Molecular sieves MS mg 10 30
Temperature T® °C 40 60
Time t h 24 72

As per the design, various combinations of the fiseameters used, along with the results obtaeredsummarized
in Table 2.

Table 2. Plackett-Burman design matrix with coded ad actual values for 5 independent variables

Run. Coded values Actual values C (%)
N° LA CCLIm(mg) MS(mg) T (°C) t(h)
1 11 1 1 -1 0,5 30 30 60 24 35
2 -1 01 -1 -1 1 0,5 10 10 40 24 20
3 1 1 -1 1 1 1,0 30 10 60 24 40
4 11 -1 -1 1 0,5 30 10 40 24 20
5 101 1 1 1 0,5 10 30 60 72 50
6 1 -1 1 -1 1 1,0 10 30 40 24 10
7 1 1 1 -1 1 1,0 30 30 40 72 20
8 1 -1 1 1 1 1,0 10 30 60 24 45
9 1 -1 -1 -1 1 1,0 10 10 40 72 30
10 -1 1 1 -1 1 0,5 30 30 40 72 32
11 1 1 -1 1 1 1,0 30 10 60 72 70
2 -1 -1 -1 1 1 0,5 10 10 60 72 60

To obtain a proper model for the optimization ofloge ester synthesis, the Box-Benhnken design thiere
variables was then applied. This design was prdebecause relatively a few experimental combinatiof the
variables are adequate to estimate the responséidnnA3 -factor, 3-level design used is suitafue exploring
guadratic response surfaces and constructing sexrded polynomial model.

Statistical analysis
The experimental data were analyzed by the statistsoftware package Minitab 14. The goodnes§tadf the
model was evaluated by the coefficient of detertioma(R?) and the analysis of variances.

RESULTS AND DISCUSSION

Plackett-Burman Design

A preliminary screening was carried out based o R#th 5 variables (xylose/acid lauric ratio, imnilized
Candida cylindracedipase concentration, amount of molecular sietemperature and reaction time) and 2 levels
(Table 2).

According to theip-value (> 0.05), the less significant factorgavdiscriminated, whilst the parameters that
significantly influenced the sugar conversion weetected later for the BBD.

From the statistical analysis, it was found tha¢meproduction was affected by the amount of mdeecsieves, the
temperature and the reaction time [24] as evidemh ftheirp-values as shown in Table 3gavalue less than 0.05 is
considered significant).

Moreover the model coefficients allow to assesdrifiaence of factors on the response (Table 3)al$ found that
coefficients with high values are the most imparfactors.

The final response equation obtained with the cddetbrs values is as follows:
C (%) = 36 + 14T° + 7,667t —4MS + 0,167CCL Im,26¥YLA 1)
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Table 3. Estimated effects and coefficients for carrsion

Term Effect Coefficient p-value
Constant - 36,000 0,000
LA -0,333 -0,167 0,934
CCL Im 0,333 0,167 0,934
MS -8,00 -4,0 0,085
T° 28,000 14,000 0,000
t 15,333 7,667 0,008

R?=92,28% R’adj = 91.5%.

Model fitting and analysis of variance (ANOVA)

It is always necessary to examine the fitted meol&nsure that it provides an adequate approximatidhe true
system. The ANOVA results of the developed modelaikulated using the statistical software Minifaband are
shown in Table 4. The significance of the mdued been analyzed by the F-test (Table 4). Thelde and the
p-value of the model are 14,34 and 0,003 respdgtivehowing a statistical relation between thepoese and the
selected factors and therefore the significancin@fmodel at 95% probability level. The fit of thedel has been
tested by the analysis of the regression equatidrttee B. The Rof 0.9228 is concordant and confirms that 92,28
% of variation in the ester formation can be axmd by the fitted model.

Table 4. Analysis of variance for the expenental PBD.

Source DF* SS* MS*** F-value p-value
Model 5 3250 650 14,34 0,003
Residual Error 6 272 45,33
Total 11 3522

* Degrees of freedoff¥ Sum of squaré** Mean of square

Figure 1, representing the plot of experimentabgalcompared to predicted values, shows a goodomienace
between them.

80 -
ko] 2 =
g 60 4 R2=0,9228 *
[}
(%)
5 40 -
S
~ 20 o
O
O T L] L] 1
0 20 40 60 80
C(%) Predicted

Figure 1. Plot of experimental versus predicted valkes of conversion

Therefore, ANOVA can be validated since Figargprove that the model accurately represetite
influence of the chosen factors on theaswgnversion. This means that there is a gooclation between
the theoretical and measured responses. This atorelis confirmed by the value of adjusted R sqdar(Radj=

91.5%).

Main effect plots
The main effect is calculated as the differencevbenh the average of measurements made at thedvighsetting

(+1) and the average of measurements observew dVel setting (-1) of each factor (figure 2).

Diagram of main effects informs us about the siamébus influence of all factors on conversion. Aditw to this
diagram (Figure 2) we found that the temperatunee and amount of the molecular sieves, are the mfisential
factors on the progress of the enzymatic estetifinaof D-xylose. Increasing the temperature aratctien time
increases the conversion. Increasing the amountabécular sieves causes a decrease of the resgemstactors,
xylose/lauric acid ratio and lipase concentratimmsignificant effect on the conversion is observed
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The Plackett-Burman design was proved to be a galvirol to determine the effects of various partane on
xylose conversion. However the optimal conditiofigach factor that significantly affect xylose egpeoduction
could not be obtained. Further work needed to e do find out this information.

Main Effects Plot (data means) for C(%)

LA CClim MS

20 A

0,5 10 ] 30 0 0

Mean of C({%)

20

Figure 2. Main effects plot for the conversion C (%

Optimization

The enzymatic production of xylose laurate was thptimized by RSM under Box-Benhken design [25&7 the
influence of parameters as well as their intecastion the response was studied. The experimemditons for
BBD were selected according to PBD results for eagfable based on prior studies. Experiments warged out
according to the design points with independenialsde such as temperature (T°), reaction timer{t) mmolecular
sieves concentration (MS). Three levels, suchas heedium and high, denoted as -1, 0, +1, were eyepl to fit a
full quadratic response surface model and latercqimated to obtain the optimal response (Table 5).

Table 5. Process variables and levels in Box-Benhkeesign

Parameters Levels
Low (-1) Medium (0) High (+1)
T° 40 50 60
t 24 48 72
MS 10 20 30

Table 6. Box-Behnken three variables experimentalesign

Run

N° Coded values  Actual values C (%)
T° 't MS Experimental values Predicted values

1 1 0 -1 60 48 10 10 08,37
2 -1 0 1 40 48 30 22 23,62
3 0O 1 1 50 72 30 48 54,87
4 0 O O 50 48 20 25 31,66
5 -1 1 0 40 72 20 41 32,50
6 0O 1 -1 50 72 10 29 31,37
7 0 O O 50 48 20 35 31,66
8 1 0 1 60 48 30 80 73,87
9 -1 -1 0 40 24 20 25 25,75
10 0 O O 50 48 20 35 31,66
11 0 -1 1 50 24 30 55 52,62
12 1 1 0 60 72 20 61 60,25
13 -1 0 -1 40 48 10 12 18,12
14 1 -1 0 60 24 20 30 38,50
15 0 -1 -1 50 24 10 12 05,12
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The design variables selected in this study wittualcand coded levels along with response variabligls 3
replicates are shown in Table 6.

The aim of the study is to find the best reactionditions to obtain the highest conversion [28] of the 15
designed experiments were performed and the reseits multi-regression analyzed. Coefficients wevaluated

by regression analysis and tested for their sigaifte (Table 7). Finally, the best-fitting modelswdetermined by
regression.

Table 7. Estimated regression coefficients and R-sgred values of the models

Term Coefficient p-value
Constant 31,667 0,002
T 10,125 0,024
t 7,125 0,074
MS 17,750 0,002
T2 1,292 0,792
T? 6,292 0,234
MS? -1,958 0,691
Tt 3,750 0,439
T°.MS 15,000 0,020
T.MS -6,000 0,237

R=92,65% R?adj=79,41

The resulting fitted second-order polynomial equuativith the coded factors values is given below :

C(%) = 31,667 + 10,125T° + 7,125t +17,750MS +1,282/6,292f — 1,958M$ + 3,750T°.t + 15T°.MS 6t.MS
(2) Model fitting and analysis of variance (ANOVA)

For estimation of significance of the model, thalgsis of variance (ANOVA) was applied. Results gigen in
Table 8.

Table 8. Analysis of variance for the conversion

Source DF* SS** MS***  F-value p-value
Regression 9 5018,92 557,66 7,00 0,023
Linear 3 3746,75 1248,92 15,67 0,006
Square 3 171,92 57,31 0,72 0,582
Interaction 3 1100,25 366,75 4,60 0,067
Residual error 5 398,42 79,68 - -
Lack-of-fit 3 331,75 110,58 3,32 0,240
Pure error 2 66,67 33,33 - -
Total 14  5417,33 - -

* Degrees of freedoftf Sum of squarg** Mean of square

The irrelevant coefficients including quadratic ffiméents (T2, MS?, ) and the cross-product  coefficients (T.t,
t.MS) were eliminated according to theivalue (Table 8) in order to refine the model£ 0.05). Thus, the non
significant terms were eliminated (Table 10).

Therefore, the simplified polynomial expression éguation (3) in terms of coded factors values @iqeessed as
follows :

C(%) = 34,667+10,125T°+7,125t+17,750MS+15T°.TM ©)

Table 9: Estimated regression coefficients and R-s@red values of the models
(after elimination of no-significant terms)

Terme Coefficient T p-values
Constant 34,667 15,295 0,000
T° 10,125 3,262 0,009
t 7,125 2,296 0,045
MS 17,750 5,719 0,000
T°.MS 15,000 3,418 0,007

R®=85,78% R®(adj)=80,09%
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Table 10: ANOVA after elimination of no-significant terms

Source Degrees of freedon Sum of squares F-values p-values
Model 4 4646,75 1161,69 15,08 0,000
Linear 3 3746,75 1248,92 16,21 0,000
Interaction 1 900,00 900,00 11,68 0,007
Residual error 10 770,58 77,06 - -
Lack- of - fit 8 703,92 87,99 2,64 0,304
Pure error 2 66,67 33,33 - -
Total 14 5417,33 - - -

The goodness of fit of the regression equation exasuated by the determination coefficienf)(RThe value of
determination R(0.8578) indicates that the response model cataiex5.78% of the total variations. The value of
adjusted determination coefficienﬂla (80.09%) was also high enough to indicate theifsigince of the model.
The corresponding analysis of variance (ANOVA yiigen in Table 10. In addition, the calculated Fsea(15.08)
obtained in Table 10 is greater than the previoodifained F-value (7.00) before removing non-sigaift terms
(Table 8). In this case, the ANOVA of the regreasimodel demonstrates that the model is highly St and is
capable of representing the system under the gixeerimental domain. Thus the improved model ifistieally
better. It should be noted that polynomial modeésraasonable approximations of the true functisektionship
over relatively small regions of the entire spatthe independent variables.

Furthermore, the analysis of variance indicated tha variance due to the lack-of-fit is not siggant. The lack-of-
fit value increases from 0.240 (Table 8) to 0.30dhje 10), which means a better fitting model.

The clustering of the points around the diagona lin Figure 3 indicates a satisfactory correlati@tween the
experimental and predicted values, thereby confignihe soundness of the model.

100 1
T 801 Rz = 0,9265
e
? 60
o
O
= 40 -
S
O 20 1

0 T T T T ]
0 20 40 60 80 100
C (%) Predicted

Figure 3. Plot of experimental versus predicted vales of conversion C (%)

The predicted values were in good agreement wighettperimental values showing that the cubic modald be
used to predict and optimize the esterificationcpatage by determining the optimal operating cawwst
(temperature, molecular sieves and reaction tiffieg optimization process was carried out basedhercontour
plots.

Contour plots

The final step consists in finding the values dftéas that give the optimal response [29]. From thédated
mathematical model, using the software, we perfdrgraphically 2D contours. The boundary curvesgamerated
using MINITAB software 14 by the combination of ¢lerfactors induced. To visualize the combined &ffe€ the
three factors on xylose ester synthesis, contauts pllere generated for the fitted model that digptae effects of
the three variables. Figure 4 shows the respons$acsuplots as function of temperature (T°), reactime (t) and
molecular sieves concentration (MS).

According to the interpretation of the contour d&gs, the highest values of the conversion (C> 8&8)btained
when the three factors are fixed at high levelsigiteration of the set of graphs allowed the sieleaf the optimal
point : T° =60 °C, t = 72 h, MS = 30 mg and thewersion value at this point is equal to C = 85.09¢1
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Model verification

The validity of the predicted model waerified by performing the lipase-assisteghthesis of xylosyl
laurate under the predicted optimum conditionstesonding to a temperature, molecular sievestijyamd time

of 60 °C, 30 mg, 72 h respectively. Therefore, tin@del represented by the equation (3) accurategligts the
optimal conversion of the lipase-catalyzed synthexi 1.0-dodecanoyl-D-xylopyranose. Hence, this statistical
model showed that the chosen parameters and tHpistments have a significant influence on the sabes
conversion.

£5%)

= 20

200 - 40

W o- &

Hold Values M0 =

™ & m -
t 72
M5 30

ln T T T T T
30 40 50 &0 70

Figure 4. Contour plots of C (%) versus (T°, t, MS)onstant at high levels
CONCLUSION

Statistical experimental designs combined with RBMoptimization of enzymatic synthesis ofQtdodecanoyl-D-
xylopyranose were developed. First, Plackett-Burntgsign was implemented to screen the variables tha
significantly influence the conversion. This prelary design displayed a model withpavalue of 0.003 and

a coefficient of determination’Rf 0.9228, thus indicating that the modelhighly significant and the
relationship between the conversion and the fad®radequately represented. It made it possiblaigalight,
among the five tested parameters, the three mgsifisant ones : the temperature, the reactior tamd molecular
sieves concentration.

In the second step, the optimum values were deteaniby Box-Benhken design under response surface
methodology. The determination coefficierftias 0.8578, which ensure an adequate credibilith@imodel. The
statistical analysis showed that the optimum reaatonditions led to the maximum conversion (85@gmparison

of predicted and experimental values revealed goaithing between them, implying that empirical msdkerived
from RSM can be applied to adequately describeedlaionship between the factors and responselosgyaurate
synthesis. This model can then be used to preukctonversion under any given conditions withinékperimental
range.
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ABSTRACT: The purpose of the present work isto study the reaction conditions affecting the lipase-catalyzed
synthesis of fatty acid glucose ester with immobilized Candida cylindracea lipase, using response surface
methodology. According to the Box-Behnken design principles, response surface methodology with three
factors such as temperature, solvent polarity and reaction time at three levels was adopted. The factors
influencing the parameters were determined by means of regression analysis. The optimum values for the
highest conversion yield of C=76% was obtained at a temperature of 80°C in ethyl methyl ketone as a solvent
and at a reaction time of 72h. It was shown that the obtained model can predict conversion of the starting
material and the obtained resultswerein good agreement to measured data.

Keywords: Lipase from Candida cylindracea, sugar, optimization, response surface methodol ogy.

INTRODUCTION

Fatty acid sugar esters are nonionic surfactants with
high emulsifying, stabilizing, detergency and other
useful effects (Favrelle et al., 2010; Van Kempen et al.,
2013). These sugar-based compounds are widely used
as emulsifiers in food, detergents, cosmetics and
pharmaceutical industries (Piccicuto et al., 2001). In
recent years, lipase-catalyzed synthesis of sugar fatty
acid esters has emerged as an interesting synthetic route
(Uswatun et al., 2012; Sarney et al. 1995), due to the
general  properties and advantages of the
biotechnological over the chemical synthesis
(Villeneuve, 2007; Loughlin, 2000). The use of
enzymes is a green aternative to organic synthesis and
has been widely investigated (Boland et al., 1991;
Faber 1995; Persson et al. 2002). Bio-inspired
processes or enzymatic reactions have a low
environmental impact, reduce the amount of waste
material and can minimize costs, thus serving the
requirements to integrate environmental sustainability
with economic growth and welfare. The main
advantage of the enzymatic synthesis is that its high
regioselectivity mainly leads to the production of
monoesters (Khaled et al.,1992). An important way to

+ RCO,H

R= (CH,),,Me

CCL Im, solvent

Te>=45°C

improve the performance of enzymes in non-natural
environments (Klibanov, 1989) is to immobilize them
by adsorption on a solid support. This offers advantages
over free enzymes, because of the possibility of rapid
termination reactions and enhancement of the catalytic
activity of the lipase. In addition, a higher
thermostability of the enzyme would be required for
long-term process in many applications.

In this paper, optimization of lipase-catayzed
esterification of D-Glucose is reported. The obtained 1-
O-Dodecanoyl-D-Glucopyranose 1 is a nonionic
surfactant with good emulsifying properties (Klai et al.,
2015; Serradj et al. 2008). Conversions obtained for
this synthesis with the free lipase are not high enough.
So, find a more convenient method to synthesize is
considerable. We obtained 1 from D-glucose by
treatment with lauric acid and immobilized Candida
cylindracea lipase (CCL Im) synthesized at the
laboratory but the conversion just reach to 57 % (
Scheme-l). The goa of the present work is to optimize
the conversion of the starting glucose to obtain 1 via a
Box-Behnken design (BBD) and response surface
methodology (RSM).

Scheme-|.
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Response surface methodological — studies  were
conducted in order to optimize and understand the
relationship between the important reaction parameters.
In our previous work, a screening design was used to
identify which factors had significant effects on ester
production (Bouzaouit and Bidjou-Haiour, 2015).
Subsequently, a Box-Benkhen design (Box et al., 1960;
Box et al., 1951) is employed to optimize factors,
which have significant influence on sugar ester
production. The results are analyzed by response
surface methodology. RSM has been reported to be
an effective tool for optimizing a process. It involves
statistical design of experimentsin which al factors are
varied together over a set of experimental runs (Myers
et al.,, 2009, Montgomery et al., 2002). The main
objective of RSM s to settle the optimum operational
conditions of the system or to determine a region that
satisfies the operating specifications (Bas et al., 2007).
It has been employed for optimization of lipase-
catalyzed synthesis of various enzymatic reactions
(Guvenc et al., 2007 , Martins et al., 2011). This
method is particularly suitable for the lipase-assisted
synthesis of sugar esters (Zhang et al., 2015, Galonde
etal., 2013).

MATERIALSAND METHODS

Candida cylindracea lipase (Type IlI) was purchased
from Sigma Co. (USA). D-glucose from Sigma-
Aldrich and lauric acid from Merck were tested as
starting materials. All solvents (Merck) were of
analytical grade and were distilled once before use.
Molecular sieves 3A (4-8 mesh) was used as a water
removal adsorbent (Aldrich, USA). All other chemicals
used in this work were of analytical grade and used
without further purification.

A. Lipase immobilization

Celite (60 mg) was added to 10 mL of 0, 1 M phosphate
buffer (pH = 8) containing the Candida cylindracea
lipase (100 U/mL). The reaction was then stirred with
amagnetic bar at 4°C and 100 rpm for 30 mn. 20
mL of cold acetone were then added. After 2 h, the
suspension was filtered. The immobilized enzyme
(CCL Im) was washed with acetone, dried in a vacuum
desiccator and then stored at -18°C.

B. Synthesis of glucose ester by esterification

D-glucose (180 mg, 1mmol) was first dissolved in the
solvent for one night. After that, lauric acid (200 mg,
1mmol) was added, the mixture equilibrated for 15 min,
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the biocatalyst (CCL Im) and molecular sieves finally
incorporated. Aliquots were removed at intervals,
filtered and analyzed qualitatively by thin layer
chromatography and quantitatively by volumetric
titration.

C. Analysis

Samples were withdrawn at definite time intervals and
the extent of esterification monitored by a titration
procedure which estimated the decrease in total acid
content of the reaction mixture (Leitgeb et al., 1990).

D. Experimental design and statistics

The parameters selected for the experiment were
reaction temperature (X;), reaction time (X;) and
solvent polarity (X3). The sugar conversion (Y) was
used as the response. Before applying the response
surface  methodology (RSM)  to determine  the
conditions which will give the best conversion for the
synthesis of the compound 1, Box-Behnken
experimental design was conceived and applied. In the
present study a 3-factor, 3-level (high, medium and
low) design involving 15 experiments from three
important variables (X;, X, Xs3) is suitable for
exploring quadratic response surfaces and constructing
second order polynomial equation:

Y = & + aX; + Xy + agXat agX1Xot X1 Xst
36X Xa+ aX 1o+ agXp + aXs

where Y = sugar conversion in %, X;= reaction
temperature, in °C, X,= time, in hours, Xs;=solvent
polarity, a,= constant, &, &, &= linear coefficients, ay,
3, 3= quadratic coefficients, and a;, as, &= cross
product coefficients.

This design was considered to analyze the linear, cross-
product and quadratic effects to arrive at a predictive
equation for the conversion of the starting sugar. The
variables and their respective levels are presented in
Table 1.

Minitab 14 software was used to analyze coefficients
and their statistical significance and to arrive at the final
predictive equation.

RESULTSAND DISCUSSION

Response data for all 15 experimental runs of Box-
Behnken experimental design were performed. All trials
were performed in triplicate. The actua variables
employed and their corresponding coded levels are
givenin Table 2.

Table 1: Actual and coded values employed for the analysis.

Coded level Low (-1) M edium (0) High (+1)
Solvent (X4, logP) THF t-BUOH EMK
Temperature (X, °C) 40 60 80

Time (X3, h) 24 48 72
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Table 2 : Results of Box-Behnken experimental design. Comparison of predicted and experimental conversion
in glucose ester synthesis.

Coded values Actual values Response
Ester conversion, Ester conversion,
X1 X, X3 Experimental (%) Predicted (%)

1 0 -1 EMK 60 24 10,75 12,37
-1 0 1 THF 60 72 50,00 48,37
0 1 1 t-BuOH 80 72 57,74 58,73
0 0 0 t-BuOH 60 48 10,00 09,12
-1 1 0 THF 80 48 37,14 37,77
0 1 -1 t-BuOH 80 24 01,40 01,47
0 0 0 t-BuOH 60 48 08,69 09,12
1 0 1 EMK 60 72 45,16 45,87
-1 -1 0 THF 40 48 23,47 25,17
0 0 0 t-BuOH 60 48 08,69 09,12
0 -1 1 t-BuOH 40 72 19,13 19,05
1 1 0 EMK 80 48 43,66 41,95
-1 0 -1 THF 60 24 12,22 11,50
1 -1 0 EMK 40 48 20,00 19,36
0 -1 -1 t-BUOH 40 24 06,95 05,95

A datistical analysis of data in the table above has
alowed us to estimate the coefficients of the
mathematical model. From these results, a regression
procedure from Minitab 14 was employed to fit the
second order polynomia equation. The significance of
the coefficients of the full model equation (1) was
tested using regression analysis. The linear term

insignificant and were eliminated according to their p-
value in order to refine the model (o= 0.05). The
final response equation obtained is as follows:

C(%) = 9,126 + 8,798X, +17,588X; +15,084X,° +
6,856X,° + 5,321X 32 + 2,497X 12X, +11,040X 2 X5 (1)

The corresponding analysis of variance (ANOVA) is

corresponding to X;

corresponding to X; with X3

and the

cross-product
were found to

term
be

givenin Table 3.

Table 3: Statistical significance of the response equation.

Regression statistics

Term Coefficient t-statistic p-value

Constant 9,1267 8,907 0,000

X4 -0,4075 -0,649 0,540

X5 8,7988 14,023 0,000

X3 17,5888 28,032 0,000

XXy 15,0842 16,332 0,000

Xoo Xy 6,8567 7,424 0,000

X3o X3 5,3217 5,762 0,001

X1 X5 2,4975 2,815 0,031

X X3 11,0400 12,442 0,000

R sguare 0,9960

Adjusted R square 0,9900

Standard error

Analysis of variance (ANOVA)

Source Degrees of freedom Sum of squares M ean square F-value p-value
Regression 8 4621,33 577,67 183,41 0,000
Linear 3 3095,59 1031,86 327,62 0,000
Square 3 1013,27 337,76 107,24 0,000
Interaction 2 512,48 256,24 81,36 0,000
Residual error 6 18,90 3,15 - -
Lack-of-fit 4 17,75 4,44 7,76 0,117
Pure error 2 1,14 0,57 - -
Total 14 4640,23 - - -
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The F value is a measure of the variation of the data
about the mean. Generally, the calculated F vaue
should be several times greater than the tabulated F
value if the model is a good prediction of the
experimental results and the estimated factor effects are
real. In this case, the ANOVA of the regression model
demonstrates that the model is highly significant, as is
evident from the calculated F value (183,41) and a very
low probability value p (0,0000) which indicates that
the second-order polynomia is highly significant and
therefore the significance of the mode a 95%
probability level. The R? of 0.996 is concordant and
confirms that 99.6% of variation of the sugar
conversion can be explained by the fitted model. The

70

model can be considered as a good model for the
prediction of the conversion with the factors used and
within theranges tested.

Fig. 1, showing the plot of experimental values
compared to predicted values, demonstrates a good
concordance between these values. In addition, Fig. 2
representing the normal probability of residuas, shows
a good correlation between the experimental data
distribution and the linear regression model.
Conseguently analysis of variance can be validate from
Fig. 1 and 2 prove that the model represents well and
accurately the influence of the selected factors on
glucose conversion.

50 -

40 -

30 -

C(%) Observed

20 -

10 H

y = 0.996x + 0.081
60 - R2=0.996

C(%) Predicted

Fig. 1. Plot of experimental values versus predicted values of glucosyl laurate synthesis.

99

)
w

Percent
B Es83a3ag =®

n B

157 T T
-3 -2 -1

0 1 2 3

Standardized Residual
Fig. 2. Normal probability plot of the residuals.

These results show a satisfactory representation of the
relationship between the experimental and predicted
values. Those calculated from the model equation,
indicate a good fit, as observed in Fig 1. The high value

of R? (R* =0,99) indicate a good correlation between
the measured and theoretical values predicted by the
model.
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The mutual effect of the solvent polarity (X.), the which illustrate the relationship between response and
temperature (X,) and reaction time (X3 on the the experimental data. According to the interpretation of
conversion was studied by the contour plots generated the contour diagrams, the highest values of the
from the predicted model using MINITAB software 14 conversion (>70%) are obtained when the three factors
by the combination of the three considered factors. The arefixed at high levels.

response surface plots are shown in Fig. 1, 2 and 3,

22EN1 31
&0 Ei)
70 &
&0
53_
4{:_
-1 0 1 -1 0 1
C[9%) Hold Valies
B :=u o1
Biwo- x 2 B
- # B3R
- %
Be- =
B=E- =
. = A

Fig. 3. Contour plots showing the crossed effect of parameters on the predicted conversion (%) of the
glucose laurate synthesis (X1, X,, X3 are constant at high levels).

MO E NS

40 = el LY 80

Fig. 4. Contour plots showing the crossed effect of parameters on the predicted conversion (%) of the
glucose laurate synthesis (X1, X,, X3 are constant at medium levels).
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Consideration of the set of graphs allowed the selection
of the optimal point : X; = 80°C, X, = 72 h, X3 =EMC;
X1, X, and X3 are the coded levels of hydrophobic
solvents, temperature, and reaction time respectively.
The conversion value at this point is C = 76 %. As can
be seen from the various curves, maximum conversion
is obtained when the three factors are maintained at
their highest levels. The increase of the conversion with
temperature can be explained by an improvement of the
enzymatic activity due to a better diffusion process and
by a higher sugar solubility in EMK at this temperature
(Yan et al., 2001). Similar positive effect of the
temperature was aso observed for the immobilized
Candida antartica lipase B (Yoshidaet al., 2006). It has
been shown that the lipase from Candida cylindracea

425

has a surface with a very high hydrophobicity
(Sugimura et al., 2000) and hydrophobic interactions
are likely to have an important role in the adsorption
process. Lipases exist in two structural forms, one
closed, where a lid consisting of a polypeptide chain
isolates the active site of the reaction medium, and the
open form, where the lid moves and the active center is
exposed (Derewenda et al., 1992). This equilibrium is
shifted to the open form in the presence of hydrophobic
surfaces like porous celite support (Accurel EP-100),
wherein the lipase is absorbed on the hydrophobic
material. This permits us to hypothesize that lipase
immobilized following this kind of mechanism might
be quite specific towards sugars.

a0 XK1
704
G0
T
0 1

1]

40 50 a0

Bo& B B8 =

WERHL
T
a 1
Ci%) Hald Valu=s
£ 0 ¥1 -1
0 - 15 ¥z o4
W= - 30 3o
B =- a5
B s - a0
B = &l

Fig. 5. Contour plots showing the crossed effect of parameters on the predicted conversion (%) of the
glucose laurate synthesis (X1, X, X3 are constant at low levels).

Verification of the predicted values was conducted by
using optimal conditions in experiments. The practical
corresponding response was 75,35%. This result
corroborated the validity and the effectiveness of this
model.

CONCLUSION

The modeling and optimization of immobilized
Candida cylindracea lipase catalyzed synthesis of
glucose ester was successfully performed using a
response surface methodol ogy based on a Box-Behnken

design. Predictability of the results for the above-
mentioned reaction was found to be very good. Under
the optimal conditions, the conversion was 76% in
EMK at 80°C and 72h. The determination coefficient
(R?) was 0.923, which ensure an adequate credibility of
the model. The effectiveness of the bio-catalytic
esterification of D-Glucose with immobilized CCL was
found to depend strongly on the reaction temperature
and the solubility of the substrate.



Bouzaouit and Bidjou-Haiour 426

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful to the Algerian Ministry of
Scientific Research for providing financial assistance to
carry out this project and to the UBMA University
for the facilities provided to conduct this research
work in LOMORP Laboratory.

REFERENCES

Bas, D. & Boyacl LH. (2007). Modeling and
optimization |: Usability of response surface
methodology.  Journal of Food
Engineering. 78: 836-845.

Boland, W., Frosd, C. & Lorenz, M. (1991).
Esterolytic and lipolytic enzymes in organic
synthesis. Synthesis. 12: 1049-1072.

Bouzaouit, N. & Bidjou-Haiour, C. (2015).
Optimization of lipase catalyzed synthesis of
fatty acid xylose ester using statistical
experimental designs. Der Pharma Chemica.
7(1): 261-269

Box,. G.E.P. & Benhken, D.W. (1960). Some new three
level designs for the study of quantitative
variables. Technometrics. 2(4): 455-475.

Box, G.E.P & Wilson, K.B. (1951). On the
experimental  attainment  of  optimum
conditions. Journal of the Royal Satistical
Society. Series B (Methodological). 13(1): 1-
45,

Dejaegher, B. & Vander Heyden, Y. (2011).
Experimental designs and their recent
advancesin set- up, data interpretation, and
analytical applications. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 56
: 141~ 158.

Derewenda, U., Brzozowski, A.M., Lawson, D.M. &
Derewenda, Z.S. (1992). Cataysis at the
interface : the anatomy of a conformational
change in a triglyceride lipase.

Biochemistry, 31: 532-144.

Faber, K., (1995). Biotransformations in Organic
Chemistry, second edition. Springer, New
York.

Favrelle, A., Boyére C., Laurent, P, Broze, P., Blecker,
C., Pagquot, M., Jéréme, C. & Debuigne,
A.(2011). Enzymatic synthesis and surface
active properties of novel hemifluorinated
mannose esters. Carbohydrate Research. 346:
1161-1164.

Galonde, N., Brostaux, Y, Richard., G., Nott, K.,
Jeréme, C. & Fauconnier, M.L. (2013). Use of
response surface methodology for the
optimization of the lipase-catalyzed synthesis
of mannosyl myristate in pure ionic liquid.
Process Biochemistry, 48: 1914-1920.

Guvenc, A., Kapucu, N., Kapucu, H., Aydogan, O. &
Mehmetoglu, u. (2007). Enzymatic

esterification of isoamylalcohol obtained from
fuel oil: optimization by response surface
methodol ogy. Enzyme and Microbial
Technology. 40: 778-785.

Khaled, N., Montet, D., Farines, M., Pina, M. &
Graille, J. (1992). Synthése de mono-esters de

sucre par biocatalyse. Oleagineux. 47:
181-190.

Klai, N., Bidjou-Haiour, C. & Bouquillon, S. (2015). D-
Xylose-based surfactants: Synthesis,

characterization and molecular modeling
studies. Comptes Rendus Chimie. 18: 599-606.

Klibanov, A.M. (1989). Enzymatic catalysis in
anhydrous organic solvents. Trends in
Biotechnology. 14: 141-144.

Leitgeb, M. & Knez, Z. (1990). The influence of water
on the synthesis of n-butyl oleate by
immobilized Mucor miehei lipase. Journal of
the American Oil Chemists Society.

67, 775-778.

Loughlin, W.A. (2000). Biotransformations in organic
synthesis. Bioresource Technology. 74, 49-62.

Martins, A.B., Graebin, N.G., Lorenzoni, A.S.G.,
Fernandez-Lafuente, R., Ayub M.AZ. &
Rodrigues, R.C. (2011). Rapid and high
yields of synthesis of butyl acetate
catalyzed by Novozym 435: Reaction
optimization by response surface
methodology. Process Biochemistry, 46: 2311-

2316.
Montgomery, D.C. (2002). Response Surface
Methodology: Design and Anaysis of

Experiments. New York : Wiley, p. 445-474.

Myers, R.H., Montgomery DC & Anderson-Cook, C.M.
(2009). Response Surface  Methodology:
Process and Product Optimization Using
Designed Experiments. New York : John
Wiley & Sons. p. 219-265.

Persson, M., Mladenoska, |., Wehtje, E.& Adlercreutz,
P. (2002). Preparation of lipases for use in
organic solvents. Enzyme and Microbial
Technology. 31: 833-841

Piccicuto, S., Blecker, C., Brohée, J.C., Mbampara, A.,
Lognay, G., Deroanne, C., Paquot, M. &
Marlier, M. (2001). Les esters de sucres : voies
de synthése et potentidités dutilisation.
Biotechnologie, Agronomie, Société et
Environnement. 5: 209-220.

Sarney, D.B.& Vulfson, N.E. (1995). Application of
enzymes to the synthesis of surfactants. Trends
in Biotechnology. 13: 164-172.

Serradj, T. & Bidjou-Haiour, C. (2008). Synthese
d’esters de D-glucose. Détermination de leurs
propriétés fonctionnelles liées a leur caractére
tensioactif. Algerian Journal of ~ Advanced
Materials. 5: 297-300.



Bouzaouit and Bidjou-Haiour 427

Sugimura, Y., Fukunaga, K., Matsuno, T., Nakao, K.,
Goto, M & Nakashio, F. (2000). A study on
the surface hydrophobicity of lipases.
Biochemical Engineering Journal. 5: 123-128.

Uswatun, H.Z., Abdul Rahman, M.B., Abdulmalek, E.,
Siti, SE., Basri, M., Rahman, RN.Z.RA., &
Saleh, A.B. (2012). Biocatal ytic production of

lactose ester catalyzed by mica-based
immobilized lipase. Food Chemistry. 131:
199-205.

Van Kempen, SE.H.J, Boeriu, C.G., Schols, H.A., de
Waard, P, Van der Linden, E.& Sagis
L.M.C. (2013). Novel surface-active

oligofructose fatty acid mono-esters by

enzymatic  esterification. Food
Chemistry 138: 1884 -1891.
Villeneuve, P. (2007). Lipases in lipophilization

reactions. Biotechnology Advances. 25: 515-
536.

Yan, Y., Bornscheuer, U.T., Stadler, G., Lutz-Wahl, S.,
Reuss, M. & Schmid, R.D. (2001). Production
of sugar fatty acid esters by enzymatic
esterification in a dtirred-tank  membrane
reactor: optimization of parameters by
response surface methodol ogy. Journal of
the American Oil Chemists Society. 78, 47-53.

Yoshida, Y., Kimura, Y., Kadota, M., Tsuno, T. &
Adachi, S. (2006). Continuous synthesis of
alkyl ferulate by immobilized Candida
antarctica lipase at high temperature.

Biotechnology Letters. 28: 1471-
1474.

Zhang, X., Nie, K., Zheng, Y., Wang, F,, Deng, L. &
Tan, T. (2015). Enzymatic production and
functional characterization of D-sorbitol
monoesters with various fatty acid. Catalysis
Communications. 72: 138-141.



