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Introduction

L es biocatal yseurs enzymatiques sont de plus en plus utilisées comme substituant des
produits chimiques qui sont générateur de pollution et autres inconveénients.

L’industrie de raffinage des huiles utilise dans une de ses étapes appe € dégommage,
des enzymes phospholipasiques pour éiminer les phosphatidiques et autres impuretés
accompagnant |” huile brute.

Le colt de production et d'utilisation des enzymes reste un inconvénient majeur pour
des applications a grande échelle. Pour y remédier, I'immobilisation des biocatal yseurs
demeure une voie envisageable. A cet effet, des enzymes immobilisés ont été utilisées avec
succes dans plusieurs procédés industriels. Toutefois, laréussite d'une telle procédure dépend
fortement de la méthode d’immobilisation, de la nature du support utilisé et du type d’ enzyme
(Guisan, 2006).

La bentonite est employée dans plusieurs domaines comme par exemple dans la
décoloration des huiles minérales et alimentaires, les colorants, les produits cosmétiques et
pharmaceutiques, dans I'élimination des virus, des pesticides, des herbicides et autres toxines.
Ces applications sont dues aleur surface spécifique éevée qui leur permet au matériau de
d’avoir de bonnes propriétés d'adsorption (Bergaya,2006; Grim et Guven, 2011).
L'adsorption des composés organiques sur les argiles dépend du type du compose et des
propriétés intrinseques de la solution. En plus de ces derniers, si on prend le casde la
montmorillonite, elle est acide de nature et |es sites acides peuvent servir comme des moyens
de fixation des protéines par |es groupements NH. (Oztiirk et al.,2008).

L'immobilisation par la méthode d' adsorption reste la plus simple et la moins colteuse.
En outre, les argiles minérales et en particulier 1a bentonite ont prouveés leur efficacité dans
leur utilisation comme support d'immobilisation des enzymes (Ghiachi, 2009)

L’ enzyme concernée par la présente étude est la phospholipase A1, du nom
commerciae Lecitase Ultra et récemment développée par Novozymes. Cette enzyme est
largement appliquée dans | es procédés de dégommage enzymatique des huiles végétales.
L'objectif de notre travail est de caractériser cette enzyme aprésimmobilisation, d’ étudier les
paramétres influencant son activité catal ytique en utilisant la bentonite modifiée par un
surfactant comme support d'immobilisation (Nilsen et Cowan, 2003).

Notre démarche est résumée comme suite : on |’ aborde par une analyse bibliographique
sur lestravaux et lestravaux de lalittérature, la seconde partie est consacrée ala partie
pratique de notre travail et les résultats obtenus sont discutés dans latroisieme partie. On

termine notre étude par une conclusion générale.
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1. Dégommage enzymatique

Le dégommage enzymatique, comparativement aux procédés classiques a beaucoup
d'avantages. Indépendamment de la réduction des quantités d'acide et de base utilisée, on a
une réduction des effluents polluants produits pendant le procédé de raffinage ainsi qu’un
perfectionnement dans les rendements de produit et une réduction des frais d exploitation
(Yang et al., 2008). Le dégommage enzymatique offre une alternative biotechnologique, sans

risque de pollution de I'environnement.

Figure 1. Schémagénéral du processus de dégommage enzymatique des huiles.

2. Lesphospholipases

Correspondant a leurs importances dans le métabolisme des phospholipides, les
phospholipases forment une grande classe d’enzymes avec une large diversité, elles sont
répandues chez les procaryotes et les eucaryotes. Les groupes de classification les plus
simples sont les acyles hydrolases et |es phosphodiestérases. Chacun de ces deux groupes est
représenté par différents types de phospholipases, et cela selon le site d action de I’ enzyme au
niveau de la molécule de phospholipide (voir Figure2). On considere que les phospholipides

ont deux liaisons d'ester carboxyliques et deux liaisons d'ester de phosphate.

Les acyles hydrolases incluent la phospholipase A1 (PLA1L), la phospholipase A2
(PLA2), la phospholipase B (PLB). Les phosphodiestérases sont représentées par la

)
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phospholipase C (PLC) et la phospholipase D (PLD). En outre, chague famille a beaucoup de
sous-groupes ou diso enzymes, appartenant aux mémes groupes. Ainsi, des centaines de
phospholipases ont été purifiées, caractérisées, ou clonées de différents organismes (Casado
et al., 2012).

Figure 2. Mode d'action des phospholipases sur les phospholipides.

2.1. Phospholipase Al

La phospholipase A1 (PLA1) (EC 3.1.1.32) représente un sous-groupe trés divers des
phospholipases avec une activité hydrolytique des liaisons ester des phospholipides a la
position SN1, produisant un lysophospholipide et un acide gras libre. Des auteurs ont
constatés que, non seulement la PLA1 présente une activité phospholipasique considérant les
phospholipides comme substrats, mais exprime également une activité lipasique capable
d'attaquer lesTAG (Guo €t al., 2005).

Des phospholipases A1 dorigine animale (porcine et bovine) et microbienne

Escherichia coli et Bacillus megaterium avec une bonne activité catal ytique ont été purifiées.

)
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Cependant, la quantité d'enzyme est limitée parce que la plupart des PLA1 microbiennes sont
membranaires et les sources animales disponibles sont trés limitées. Pour cette raison, une
autre démarche a été entreprise, qui consiste a cloner et a exprimer le géne de la PLA1 dans
d'autres micro-organismes, tel est le cas de la Lecitase Ultra En effet cette enzyme est
produite par fermentation submergée d'une culture d Aspergillus oryzae génétiquement
modifiée, cest-a-dire, elle contient le gene de la phospholipase A1l dérivée dun autre
microorganisme ; Fusarium venenatum. Il est important de noter que cette enzyme est utilisée
principalement dans le procédé de dégommage des huiles végétales (Tanaka,1993 ;Y ang et
al., 2006 ; Sheelu et al., 2008 ; Sandoval, 2012).

3. Leconcept del'activité enzymatique

L'activité enzymatique représente le potentiel catalytigue maximum d'une enzyme.
Plusieurs facteurs affectent |'expression d'un tel potentiel. Les plus importants sont la
température et le pH. Dans le cas d'une enzyme immobilisée, d'autres variables comme les
contraintes de transfert de masse doivent étre considérés. L'autre facteur a prendre en
considération est la concentration en protéine. En effet, |'activité enzymatique dépend
linéairement de la concentration protéique de I'enzyme, quoigue la concentration en substrat
et son effet constitue la base des hypotheses d'étude de la cinétique enzymatique (I1lanes et
al., 2008).

L'activité enzymatique dépend strictement de sa structure moléculaire et compte sur
I'existence d'une structure appropriée de son site actif (Whitehurst et Oort, 2010). Par
conséguent, n'importe quel agent qui conduit aux déploiements de la protéine séparera les
résidus constituant le site actif et réduira par conséguent son activité. Les conditions
défavorables de température, du pH, de solvant, de présence de métaux lourds et des agents
chélateurs peuvent provoquer cette perte de fonction en déformant |a configuration appropriée
du site actif. Les propriétés cruciaes, comme la stabilité enzymatique, dépendent énormément
de la structure tridimensionnelle de I'enzyme (Copeland, 2000).

La stabilité n'est pas liée a l'activité et dans plusieurs cas €lle a une tendance opposée
(Buchlolz et al., 2005). La stabilité est clairement liée au raidissement moléculaire tandis que
la flexibilité conformationnelle est avantageuse pour la catalyse. Ceci peut étre clairement
apprécié en étudiant l'inactivation thermique des enzymes : l'augmentation de I'activité

enzymatique avec la température provoque en contrepartie, une baisse de la stabilité

4




Synthése bibliographique

enzymatique. Cette tendance opposée rend la température une variable critique dans n'importe
quel procéde enzymatique et elle est sujette a une optimisation. D'autres facteurs peuvent
affecter I'activité et la stabilité dune enzyme. Mais d'une fagon générale, le pH et la
température sont les facteurs les plus importants a considérer (V et G ,2004 ; |llanes, 2008).

4. Cinétique enzymatique

Les valeurs de la constante de Michaelis Km et de la vitesse maximale Vm d une
enzyme peuvent d’ emblée fournir certains renseignements sur son activité, bien qu'il falait
avant tout tenir compte de la concentration de I’ enzyme pour savoir quelle seral’ efficacité de
son action (Liu et al., 2012).

La constante de Michaelis permet de savoir quel est e degré d adaptation de I’ activité
de I’enzyme a la concentration habituelle de son substrat. Quand elle est élevée, cela signifie
gue la fixation du substrat sur I’enzyme est faible. Quand elle est basse, cela veut dire que
I’ affinité du substrat pour I’enzyme est forte. Pour les concentrations en substrat inférieures
ou égales a Km, la vitesse de la réaction dépend de la vitesse d’ association entre enzyme et
substrat.

Figure 3. Relation entrelavitesse initiae et la concentration initiale du substrat.

Si I’on mesure cette vitesse en présence d’ une gquantité constante d’ enzyme et des quantités
variables de substrat, (la température et le pH étant maintenus constants), on obtient une
courbe telle que celle qui est représentée sur la (Figure3). La vitesse augmente jusqu’a un
certain point au-dela duquel €elle reste constante : c’est la vitesse maximale de la réaction ou

Vmax (Marangoni ,2003).

-
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Figure 4. Facteurs influencant |'activité et la stabilité d'une enzyme

L’enzyme est aors saturé par le substrat, et chague molécule d enzyme catalyse la
réaction au niveau le plus élevé possible dans les conditions de I’ expérience. Cette courbe est
une hyperbole rectangulaire dont I’ équation générale est de laforme: y =ax/ (b + x), ou a et

b sont des constantes. Soit la vitesse (V) en fonction de la concentration en substrat [S] :
vV =1([S]) =a[S)/(b+[9)])

Une analyse cinétique réalisée la premiére fois par les chercheurs Michaelis et Menten
permet de démontrer que, pour une réaction catalysée par une enzyme, a est égal a Vmax; la

constante b est appel ée Constante de Michaelis, Km.

L’ éguation de Michaelis-Menten s écrit :

_ VimaxXS
T Km +S

La détermination graphique directe de Vmax et Km n’est pas toujours tres précise, et
d autres méthodes ont été proposées. Elles reposent sur une linéarisation de I'équation de

Michaelis-Menten. En prenant I’inverse de la vitesse on obtient :
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Cette écriture de I’éguation de MichaglisMenten est appelée représentation de

Lineweaver-Burk. La représentation graphique 1/V = f (1/[S]) est une droite de pente Km

max

Cette méthode sera utilisée pour le calcul de Vmax et Km de la PLAL libre et immobilisée
(Chang et al., 2005).

5. Immobilisation des enzymes

Leterme "enzymes immobilisées" se rapporte a des "enzymes physiquement confinées
ou localisées dans une certaine région définie de I'espace avec la conservation de leurs
activités catalytiques, et qui peut étre employé a plusieurs reprises et sans interruption (Datta
et al., 2012). Les avantages des systémes d'enzymes immobilisés comparés aux systemes
libres incluent la réutilisabilité, I'arrét rapide des réactions, la résistance a I’ environnement
réactionnelle hostile, le colt abaissé, la formation contrélée du produit et la facilité de la

seéparation de |I'enzyme des réactifs et des produits (Akoh et Min,2002).

5.1. Technique d’'immobilisation

Les enzymes peuvent étre immobilisées soit par rétention physique, soit par liaison
chimique, comme on peut aussi combiner les deux méthodes pour assurer une meilleure
fixation de I'enzyme. La rétention physique exploite la grande différence de talle entre
I'enzyme et le substrat, d'ou I'idée de créer une barriere semi-perméable pour retenir I'enzyme
Elle peut étre un réseau, une capsule ou une membrane. L'enzyme peut étre fixée sur un
support soit par de simple interaction ionique (adsorption) (Jesionowski et al., 2014). Soit par
lacréation d'une vraie liaison covalente (Miletice et al., 2009).

5.2. Principe d’adsor ption

L’immobilisation par adsorption demeure la méthode la plus simple et la moins colteuse.
Cest une méthode dans laquelle, I'enzyme est liée a la surface d'un support par des
interactions non specifique de type hydrophobe, de Van der Waals ou ioniques. Un support
est gjouté a la solution enzymatique et apres quel ques heures d'agitation, |e systeme enzyme-
support est prét a étre utilisé. Un des grands avantages de cette technique est qu'il ne cause
aucune modification chimique a I'enzyme ou au support. Cependant, I'enzyme peut se
détacher (par désorption) (Jesionouski et al., 2014) du support en raison de la nature
réversible des liaisons, des conditions physiques (lessivage) et autres facteurstels que le pH

la nature du solvant et latempérature. (Secundo et al 2008).
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6. Support d'immobilisation

Diverses méthodes ont été développées quant a I'immobilisation des enzymes. Les
types de support peuvent étre classifiés selon leur composition chimique, telle que les

supports organigues ou inorganigues comme la montre le tableau | (annexe 4).
6.1. Définition de la bentonite

La bentonite est une argile issue de I’ altération et la transformation hydrothermale des
tufs volcaniques, elle fait partie principalement du groupe des smectites. Son hom provient de
fort Benten a I’'USA. En plus de la montmorillonite le composant principal de la bentonite,
elle peut contenir également le feldspath, la bictite, la kaolinite, l'illite, la cristobalite, le
pyroxene, le zircon, et le quartz cristallin. (Bergaya, 2006).

La structure cristalline des smectites est constituée d'une couche octagdrique
d'aumine intercal ée entre deux couches tétragdriques de silice. Ces trois-couche sont empilés
une au-dessus de I’ autre, liées entre elles aux sommets des couches par des atomes communs
d oxygenes, formant ainsi un feuillet. Entre les feuillets réside un espace appel € espace inter-
foliaire ou sont logeés des cations de sodium ou de calcium qui sont venus équilibrer le déficit
de charge du feuillet. Ceci produit un lien faible, permettant a I'eau et a d'autres molécules
polaires de pénétrer entre les feuillets, en entourant les cations compensateur ils induisent une
dilatation de la structure minéral e appel ée gonflement (L ukham, 1999).

6.2. La bentonite modifiée

La structure de la bentonite est composée de I'oxyde d'auminium dans la coordination
octaédrique et de SiO2 dans la coordination tétraédrique, I’auminium (trivalent) peut étre
substitué par un cation divalent, le magnésium ou le fer créant ainsi un déficit de charge dans
la structure globale de I’argile. Le déficit de charge est compensé par des cations mobiles
appel é cations compensateurs qui viennent se loger dans |’ espace inter-foliaire en s entourant
de plusieurs molécules d’ eau. La nature des cations échangeables affecte la quantité de prise
d'eau et donc du gonflement. La perte d'eau de rétention entre les feuillets de silicate a lieu
aux températures relativement basses 100-200 °C. La perte de I'eau structurae (c.-a-d., les
hydroxyles) commence entre 450 et 500 °C et est compléte a 600-750 °C. (Besq et al., 2003).
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L'adsorption non ionique de matieres organiques sur la bentonite est relativement faible en
raison de I'attraction préférentielle des molécules d'eau polaires ala surface minérale polaire.

Le Cetyl Triméthyl Ammonium Bromide (CTAB) par un phénoméne d’ échange cationique
vient modifier les propriétés de la bentonite qui deviendrait organophile et pourrait attirer
dans son espace inter foliaire des molécules organique, le CTAB est un surfactant a double

polarité (polaire et apolaire) ou un coté se lie a la surface de I'argile et I'autre se lie a la

substance organique accompagnatrice tel que |’ enzyme. (Cai et al., 2014).

Figure 5. Schémade la modification de la bentonite par le CTMAB (Kiransan et al., 2014)
7. Effet del'immobilisation sur I'activité enzymatique

7.1. La Stabilité

Les auteurs qui ont menés des études sur I'immobilisation des enzymes confirment
I'amélioration de la stabilité de I'enzyme s I'immobilisation est correctement menée.
L'immobilisation de l'enzyme dans une structure poreuse protégerait I'enzyme contre
I'interaction avec dautres molécules enzymatiques. Les molécules d'enzymes peuvent
également étre protégées contre les bulles d'air qui proviennent d'une forte agitation qui

peuvent entrainer leurs inactivations.
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D'autre part, la stabilité est le résultat d'un compromis entre deux facteurs : la flexibilite,
pour la fonction catalytique de I'enzyme et la rigidité pour la stabilité conformationnelle.
L'enzyme immobilisée est plus rigide que I'enzyme libre. Cette rigidité la protege contre le
déploiement et préserve sa structure catalytiqgue active. Par conséquent, I'immobilisation
permet al'enzyme d'étre active d'une fagcon optimale dans des conditions de dénaturation ; par

exemple aux températures plus élevées (Scherer et al., 2011).
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Matériels

Remarque : tous les réactifs utilisés sont de qualités analytiques et sont représentés dans

(I’annexe 5).
1. Enzyme

L'enzyme utilisée dans cette étude est une phospholipase Al. Cette enzyme est produite
par modification génétique d'un micro-organisme et commercialisée sous le nom de
Lecitase®Ultra par Novozymes A/S (Danemark). Cette enzyme nous a éé donnée
gracieusement par la société CEVITAL SPA, Bejaia. Les propriétés de la Lecitase®Ultra,

comme mentionnées dans la fiche technique de CEVITAL, sont récapitulées dans le tableau I.

Tableau |. Propriétés dela Lecitase®Ultra (Novozymes A/S, 2007 (source entreprise)

Propriétés

Forme physique Liquide

Couleur Brune

Organisme producteur Aspergillus oryzae
Organisme donneur Thermomyces lanuginosus

Temperature de stockage 0-10°C

Activité déclarée 10KLU/g

2. Support pour I’'immobilisation

Le support dimmobilisation de la PLA1 est une bentonite activée a I’ acide sulfurique et
commercialisée par Tatko®Classic 1G (Malaysia). Elle est utilisée dans le raffinage des huiles
lors de I’ étape de la décoloration. Le support a été modifié au niveau du laboratoire par un

surfactant de Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)
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Tableau 1. Composition chimique de bentonite (source entreprise)

Composé Quantité (%)

SO2 72,2

Al203 11,2

FexOs 2,7

MgO 0,8

CaO 2,3

NazO 0,6

K20 0,6

Pérteau Feu 12.68

3. Produits et réactifs chimiques utilisés

Les solutions de substrats employées pour évaluer I'activité phospholipasique et
lipasique de I'enzyme (L ecitase Ultra) ont été préparées respectivement a partir de la lécithine
et de I'huile d'olive. L'alcool polyvinylique (PVA), a éé employé comme agent tensio-actif
dans |la préparation des solutions de substrats. Le tampon utilisé dans cette étude a été préparé
avec |’ acide citrique et I" hydrogénophosphate de sodium (Na:HPO4). Tous les autres produits
chimiques utilisés étaient de qualité analytique Recta Pur. Toutes les solutions ont été
préparées avec de |’ eau distillée.

M éthodes

1. Préparation du tampon

Les solutions tampons ont éé préparés selon les méthodes décrites dans Lange's
Handbook of Chemistry. La solution tampon d’ acide citrique a été préparée a partir de I’ acide
citrique et du NaoHPO4 suivant le protocol e contenu dans la littérature sus citée (Annexe 3).
2. Modification de la bentonite

La bentonite activée a été modifiée en sinspirant des travaux de Dong et al. (2013),

(2012) avec quelques aménagements et effectuée comme suite : 95g de bentonite sont goutés
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a 5g de CTAB dans 1000 ml d'eau distillé, la suspension est maintenue sous agitation
constante dans un bain marie 2 60 °C pendant 24 h. Ensuite le mélange a été centrifugé puis

lavé troisfois avec de |’ eau distillé et séché dans une éuve a 60 °C pendant 72 h. (annexeb).

3. Méthode utilisée pour I'immobilisation dela PLA1

La PLAL a été mélangée avec la solution tampon d'acide citrique a pH 7.5,selon un
rapport volumique 1:5. L'immobilisation sur la bentonite a été réalisée par adsorption en
ajoutant au support la solution enzymatique a un rapport volume (ml)/masse (g); 5: 0.5. La
suspension a été maintenue sous agitation constante a la température ambiante pendant une
nuit. Ensuite, la bentonite est séparée par filtration aprés lavage avec I’ eau distillé. Les eaux

de lavages sont récupérées et soumis aux analyses des protéines (Dong et al., 2012).

4. M éthodes analytique

4.1. Méthodes de car actérisation par la spectroscopie infrarouge

Dans le cadre de notre éude nous rappelons | es techniques de caractérisation de solide
(bentonite) par latechnique de la Spectroscopie Infrarouge (FTIR).

La spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier FTIR (Fourier Transformed
Infra Red spectroscopy) est basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériaul.

Lorsgue la longueur d'onde par-dela I'énergie apportée par le faisceau lumineux est
voisine de I'énergie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber |e rayonnement et
on enregistre alors une diminution de I'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge
est compris entre 4000 cm* et 400 cm™ (2.5 — 25 pum). 11 correspond aux domaines d'énergies
de vibrations et de rotation des molécules.

L’ absorption de I'énergie va dépendre aussi de la géométrie de la molécule et en
particulier de sa symétrie. La position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier
de ladifférence d'éectronégativité des atomes et de leur masse. Par conségquent, a un matériau
de composition chimique et de structure donnée, va correspondre un ensemble de bandes

d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le matériau.
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L'analyse seffectue a l'aide d'un spectrophotomeétre a infrarouge qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde ou nombre d onde
auxquelles le matériau absorbe.

Les groupements fonctionnels du surfactant et de la bentonite (& titre comparatif) ont
été identifiés sur des pastilles de 80mg KBr plus 2mg de I’ échantillon puis le mélange est
compressez a 90 pendant une minute, alors que I’ enzyme —liquide est directement introduite

dans |’ appareil par laméthode d’injection.

4.2. Dosage des protéines

La teneur en protéines de I'enzyme libre et dans les eaux de lavage a é&é déterminée
par la méthode de Bradford, (Bradford, 1976) utilisant la BSA comme étalon. Le dosage a
été effectué par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 595 nm et la teneur en protéines

a été déterminée al'aide de la courbe d'étalonnage (Annexe 1).

4.3. Dosage de phosphore

La teneur en phosphore a éé déterminée selon la méthode recommandé dans le
manuel de la raffinerie Cevital méthode par ailleurs inspirée des travaux de la littérature
(Yanget al., 2006). Le protocole opératoire suivi est effectuée comme suite : 0.5 mg d’ oxyde
de zinc et 3 g de I'huile sont calcinés a 600 °C pendant 2 heures jusqu'a obtention de cendre
blanche. Le dosage du phosphore a été déterminé par spectrophotométrie a une longueur
d'onde de 650 nm selon la méthode AOCS Ca 12-55. (AOCS, 1997) La courbe d'étalonnage
(Annexe 2) a été utilisée pour déterminer la teneur en phosphore contenue dans I'huile brute

traitée par I’ enzyme libre et immobilisée.
5. Déermination del'activité phospholipasique et lipasique de |'enzyme
5.1. Activitélipasique

L’ activité lipasique a été déterminée par la méthode titrimétrique comme décrite par la
littérature (Yang et al., 2006). L’'huile d'olive et I'alcool polyvinylique a 4% sont
émulsionnés avec un rapport volumique 1 :4. Ensuite 5 ml de I’émulsion de I’ huile d’ olive et
5 ml de la solution tampon d’ acide citrique 0.05 M sont mélangés et la réaction est initiée par

I’gjout de I’enzyme (immobilisée ou sous sa forme libre) et incubée pendant 20 min a40°C.

Laréaction est stoppée par gjout de 15 ml d’ éthanol. Les acides gars libérés sont titrés par une

E
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solution de NaOH 0.05 M. Une unité lipasique est définie comme étant |a quantité d’ enzyme
qui libére 1 umole d'acides gras libres titrables par minute dans les conditions décrites ci-

dessus
5.2. Activité phospholipasique

L'activité phospholipasique a été déterminée en utilisant la Iécithine de soja a 10 %
comme substrat et I'alcool polyvinyliqgue. Le mélange est émulsionné avec un rapport
volumique de 1:4 dans un solvant organique. Les conditions d'analyse sont identiques a celles
de I'activité lipasique.

5.3. Optimisation dela durée

Pour déterminer la durée optimale, I'activité phospholipasique et lipasique de I'enzyme
libre et immobilisée a été effectuée pour une valeur de pH de 7 de la solution tampon d'acide
citrique et une température de 40 °C.

5.4. Optimisation du pH et de la température

Pour déterminer le pH optimal, I'activité phospholipasique et lipasique de I'enzyme
libre et immobilisée a été effectuée a différentes valeurs de pH de la solution tampon d'acide
citrique (pH 4 - 8). Latempérature optimale a é&é déterminée en variant latempérature de 30 a
80 °C.

5.5. Lastabilité thermique

La stabilité thermique de PLA1L libre et immobilisée a éé déterminée en incubant
I’enzyme libre et immobilisée dans la solution tampon (pH 7) a des températures de 50, 55,
60, 65 et 70°C pendant 1h. Apres 1h, les enzymes ont éé immédiatement refroidies a des
températures ambiantes et les activités ont été mesurées. L'activité relative a été définie

comme valeur proportionnelle al'activité initiale (100%).

6. Déter mination des parametres cinétiques

Pour déterminer les parametres cinétiques de Michaglis-Menten (km et Vmax) de
I'enzyme libre et immobilisée, la concentration du substrat (Iécithine) dans le systeme d'essal a
été variée sur une gamme d'intervalle de 20-140 mg/ml, dans les conditions optimales de pH,

de températures et de concentration d’ enzyme constante.
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7. Essai de dégommage enzymatique del'huile de soja

L'essai de dégommage de I'huile brute de soja a été réalisé en batch avec la PLA1
immobilisée en utilisant les conditions optimales recommande par Novozymes (Yang et al.,
2006).
7.1 .Dégommage en fonction de la masse de la PLA1 immaobilisée

150 g de I'huile de soja et un volume de 0.2 ml d'acide citrique (45 %) ont été placés

dans un ballon de 500 ml, ensuite le mélange huile/acide citrique est chauffé a 80 °C sous
agitation mécanique pendant une durée de 20 minutes. Au terme de cette durée, I'huile a été
refroidie a50-60 °C, puis le pH a été gjusté a 5.5-6.0 avec une solution de soude (NaOH 1N).
Un volume (ml) d'eau fixe (1.5) et variation de lamasse m (g) de PLA1 immobilisé (0.2,
0.4, 0.6, 0.8) représentant une dose de 200 U/kg de I'huile, ont éé goutés a I'huile. Le
mélange a été incubé (55°C) sous agitation mécanique (30 rpm) pendant une durée fixe (1.5
h). Les échantillons pour I'analyse de phosphore ont été prélevés a des intervales d'une
heure. Apres, le mélange a été centrifugé pour enlever la PLA1 immobilisé ainsi que les
gommes mucilagineuse.
7.2. DEgommage en fonction de la quantité d’ eau

150 g de I'huile de soja et un volume de 0.2 ml d'acide citrique (45 %) ont été placés
dans un ballon de 500 ml, ensuite le mélange huile/acide citrique est chauffé a 80 °C sous
agitation mécanique pendant une durée de 20 minutes. Au terme de cette durée, I'huile a été
refroidie a 50-60 °C, puis le pH a été gjusté a 5.5-6.0 avec une solution de soude (NaOH
IN).variation volume (ml) d'eau (1.5, 2.5, 3.5,4.5) et la masse m (g) de PLA1 immobilisé
fixe (0.6 g) représentant une dose de 200 U/kg de I'huile, ont été gjoutés al'huile. Le mélange
a été incubé (55°C) sous agitation mécanique (30 rpm) pendant une durée fixe (1.5 h). Les
échantillons pour I'analyse de phosphore ont été prélevés a des intervalles d'une heure. Apres,
le mélange a éé centrifugé pour enlever la PLA1 immobilisé ains que les gommes
mucilagineuse.
7.3. Dégommage en fonction du temps

150 g de I'huile de soja et un volume de 0.2 ml d'acide citrique (45 %) ont été placés

dans un ballon de 500 ml, ensuite le mélange huile/acide citrique est chauffé a 80 °C sous
agitation mécanique pendant une durée de 20 minutes. Au terme de cette durée, I'huile a été
refroidie a50-60 °C, puis le pH a été gjusté a 5.5-6.0 avec une solution de soude (NaOH 1N).
Un volume (ml) deau fixe (3.5) et une masse m (g) de PLA1 immobilisé (0.6 Q)
représentant une dose de 200 U/kg de I'huile, ont été ajoutés al'huile. Le mélange a été incubé
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(55°C) sous agitation mécanique (30 rpm) pendant déférant durée (3, 4, 5, 6h). Les
échantillons pour I'analyse de phosphore ont été prélevés a des intervalles d'une heure. Apres,

le mélange a éé centrifugé pour enlever la PLA1 immobilisé ains que les gommes
mucilagineuse.
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1. Caractérisation par spectroscopie IRTF

Afin d'identifier les propriétés physico-chimiques, la bentonite a été caractérisée en
utilisant la méthode disponible au niveau de I’ université de Bejaia a savoir la spectrométrie
InfraRouge (IRTF).

Afin de mettre en évidence les groupements fonctionnels du CTAB et de I’enzyme
immobilisée présents dans la bentonite, nous avons fait appel a la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourrier, les résultats obtenus sont représentées dans lafigure 6.

L’ examen de spectre fait apparaitre des pics aux bandes d'absorption entre 400 et 4000
cmt et selon les travaux de la littérature en rapport avec notre éude, nous présentons les

observations comme ci-dessous :

— BA

— PLAL
— BAM

— BAWHPLAL

transmitance

35 . , . , . o . !
4000 3000 2000 1000 0

Figure 6. Spectre IRTF de la bentonite activée (BA), bentonite modifiée par le CTMAB
(BAM), delaPLA1 libre (PLA1) et delabentonite modifiée + enzyme (BAM+ PLA1).

Les spectres infrarouges de la bentonite modifiée avant et aprés adsorption de
I’enzyme montrent deux bandes particuliéres & 2932 et & 2854 cm™ (Kiransan et al., 2014).
Ces deux bandes sont relatives aux vibrations asymétriques et symétriques d’ éirement des

groupements C-H du CTMAB. L'absence de ces deux pics dans le spectre BA indique que
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I'incorporation de |’agent tensio-actif a bien eu lieu dans la structure feuilletée de BA

(intercalation dans |’ espaceinter-foliaire del’argile).

Les spectres de la figure 6 (spectre PLAL et spectre BAM+PLA) nous montrent la présence
du pic de I’amide | & 1650 cm™ de I’enzyme immobilisée qui est observé dans les deux
spectres (Dong et al., 2012). Ce qui nous confirme I’intercalation de I’enzyme PLA1 dans

I’ espace inter-foliaire du support de bentonite

Cependant, I’intensité du pic de la BAM+PLA & 1650 cm™ adiminué, il se pourrait qu'il est
perturbé par le pic de vibration des hydroxyles de la bentonite (spectre BA) (Dong et al.,
2012).

Le pic 22363 cm™ dans | es spectres de BAM correspondent ala vibration de laliaison
de dioxygene de carbone, (Liu et al., 2011).le gaze carbonique provient de l'aire

atmosphérique de la sale alieu la manipulation de la modification ou de |’ analyse.

2. Dosage des protéines

Le taux de protéine contenant dans la préparation commercial de lalecitase Utlra a
été déterminé en utilisant la méthode Bradford, |es résultats obtenus donne une concentration

de 11 mg/ml de protéine.

. Etudedel’activité enzymatique dela PLAL libre et immabilisée

Afin de déterminer |’ activité enzymatique de la PLA1L, on a utilisé la |écithine de soja
a 10 % comme substrat pour déterminer |’ activité phospholipasique et |’ huile d’olive pour
déterminer I’ activité lipasique. La méthode utilisée est inspirée de celle décrite par (Yang et
al., 2006). Les mesures de |'activité de la phospholipase ont é&é effectuées a différentes

valeurs de durée d’'incubation, du pH et de température.

(Cf—Ci) * D
t

activité enzymatique U/ml =
Telleque:
Cf : concentration des acides gras libérés dans le milieu réactionnel

Ci : concentration des acides gras dans le mélange témoin

D : lefacteur de dilution de I’ enzyme
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t : letemps d’incubation

. Les résultats exprimés en activité relative sont donneés par larelation suivante.

o ) Activité enzymatique
Activité relative = ———— - - x 100
L’activité enzymatique maximale

3.1. Effet dela duréed’incubation sur I’ activité phospholipasique

L’ effet de la durée d'incubation sur |’ activité phospholipasique de la PLAL libre et
immobilisée a été déterminé a une température de 40 °C et un pH de 7 de la solution tampon
citrate 0.05 N sur un intervalle de temps alant de 10 a 60 min. les résultats obtenus sont

représentés dans lafigure 7 ci-dessous.
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Figure 7. Effet deladurée d’incubation sur I’ activité phospholipasique

Le temps d’'incubation optimum est de 20 min. On a observé une activité relative de

100 % correspondant a une activité phospholipasique de 1227 U. Cette durée de 20 min est
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similaire a celle des travaux de la littérature sur I’ optimum du temps d’incubation (Yang et

al., 2006).

3.2. Effet du pH sur [|'activité phospholipasique

La variation du pH a un effet significatif sur |’ activité enzymatique et la plupart des
enzymes montrent une dépendance de leurs activités al’ égard de ce paramétre. L’ effet du pH
sur I'activité phospholipasique de la PLAL libre et immobilisée a été déterminé a une
température de 40°C, en variant le pH de la solution tampon citrate 0.05 N, de 4 a 8. Les

résultats obtenus sont représentés par e tracé de lafigure 8.

120

—o—PLA1 libre —#—PLA1 immobilisée
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Figure.8. Effet du pH sur I activité phospholipasique (enzyme libre et immobilisée)

Les résultats de la figure 8, montrent |'effet du pH sur I'activité phospholipasique
variant de 4 a8 a 40 °C pour I’enzyme libre et immobilisée. On observe que |I’enzyme libre et
immobilisée exhibe une activité maximale a pH 5.5.

La phospholipase A1 est une lipase a caractére acide. Ce qui indiquerait que la PLA1
hydrolysait les phospholipides sous des conditions d acidité plus au moins éevé (Dianyu et
al., 2012). En outre, I'immobilisation n'a pas eu deffet significatif sur le pH de

I’ environnement réactionnel de |’ enzyme.
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Les résultats montrent aussi que I’'immobilisation a un effet de stabilisation de I’ activité
enzymatique. En effet, I’enzyme immobilisée maintient son activité relative a plus de 80%
pour des pH allant de 5.5 a 7, alors que |I’enzyme libre ne garde que 58 % a pH 7 et atteint
desvaeursinférieures a20 % apH 7.5. Des résultats similaires ont été observés par certains
auteurs (Dianyu et al., 2013) . Ces résultats suggerent que laPLA1 libre est plus sensible aux
variations du pH comparativement ala PLA1 immobilisée.

Cette diminution peut étre attribuée a la modification du degré d’ionisation de certains
groupements fonctionnels, dont la charge positive ou négative est indispensable a la
transformation du complexe enzyme-substrat ou au changement de la conformation de la

protéine, principalement au niveau du site actif. (Augere, 2001) .

3.3. Effet delatempérature sur I'activité phospholipasique

Etant donné que la stabilité de I'enzyme est de premiére importance dans I'industrie,
I'effet de latempérature sur I'activité phospholipasique de I'enzyme a été étudié.

Les résultats de I’ effet de la température sur |’ activité de laPLA1L libre et immobilisée
sont représentés dans lafigure 9.
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Figure 9. Effet delatempérature sur I’ activité phospholipasique.
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On observe que l'activité enzymatique est dépendante de la température, comme
illustré sur la Figure 9. Les résultats montrent que la température optimale pour la PLA1 libre
et immobilisée est de 40 et 50 °C, respectivement.

On observe que I’enzyme libre a atteint le maximum de son activité a 40 °C et

I”’enzyme immobilisée a50 °C.

En outre, les résultats obtenus montrent qu’'au-dela du point optimal, la PLA1 libre
conserve plus de 90 % de son activité initiale ala température de 50 °C. de pluslaPLA1 libre
garde des taux de 54 % et 18 % environ de son activité a T=60 °C a T=70°C. En effet,
I”augmentation de la température supérieure au point optimal (40 °C) a entrainé une baisse
des activités en raison de la dénaturation thermique de la proténe et de son instabilité vis-a

vis des augmentations de températures (Kharrat et al., 2011).

La PLA1 immobilisée a retenu plus de 85 % de son activité initiale sur une plage de
température alant de 50 °C a 60 °C. Elle conserve environ de 37 % a 70 °C. En effet, apres
son point optima (50 °C) et I'augmentation de la température jusqu'a 70 °C, I'activité de la
phospholipase diminue progressivement, car le procédé d'immobilisation aurait augmenté la
stabilité thermique de I’enzyme. Certain auteur préconise, a propos de la diminution de
I’ activité, aprés le point optimum, la formation du complexe enzyme-substrat qui peut géner
['accés du substrat au site actif (Zhan et al., 2013). Apres immobilisation, la stabilité de la
structure de la PLA1 peut étre produite qui améliore ainsi sa résistance a la température. En
effet, I'immobilisation de PLA1 pourrait protéger les sites actifs de PLA1 (Sheelu et al.,
2008), (Dianyu et al., 2012).

Ces résultats montrent que la PLAL immobilisée est plus stable a la variation de température.
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3.4. Effet de la durée d’incubation sur |’ activité lipasique de |I’enzyme libre

et immobilisée

L’ effet de la durée d’'incubation sur I’ activité lipasique de la PLA1 libre et immobilisée a
été déterminé a une température de 40 °C et un pH de 7 de la solution tampon citrate 20.05 N
sur un intervalle de temps allant de 10 & 60 min. les résultats obtenus sont repris dans lafigure

10 ci-dessous.
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Figure 10. Effet de ladurée sur I’ activité lipasique de laPLAL libre et immobilisée

Les résultats montrent que la durée d’'incubation influe sur I’ activité lipasique. On observe
gue I’ optimum d’ activité est atteint apres une durée d’ incubation de 20 minutes. C'est ladurée
d’incubation similaire que fixe la plupart des travaux relatifs a I’ activité lipasique (Yang et
al., 2006).

3.5. Effet du pH sur I'activitélipasique dela PLA libre et immobilisée

L es résultats obtenus sont présentés sur lafigure 11.
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Figure 11. Effet du pH sur I’ activité lipasique de laPLA1 libre et immobilisée

Les adlures montrent que I’activité lipasique de la PLAL libre et immobilisée est
proportionnelle aux variations du pH jusgu’a une valeur maximale égale a pH 5,5, puis elles

diminuent. Ce qui suggére que le pH optimum delaPLA1 est de 5,5.

3.6. Effet de la température sur I|'activité lipasique de la PLAL1 libre et
immobilisée
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Figure 12. Effet de latempérature sur I’ activité lipasique sur laPLA1 libre et immobilisée

Selon les résultats de la figure 12 ci-dessus, I'immobilisation déplace la température
optimale dela PLA1 de 40 °C a 50 °C pour |I’enzyme immobilisée. Ce déplacement de point
optimum aura une relation avec le mouvement devenu limité (formation d’interaction entre
I’enzyme et le support). Aussi, il pourrait étre provoque par une faible restriction vis a vis de
la diffusion du substrat aux températures élevées. Des observations similaires sont rapportés
par certains auteurs qui formulent que les enzymes immobilisées gardent une activité
catal ytique a des températures élevées (Dianyu et al., 2012).

4. Comparaison entrel’activité lipasique et phospholipasique del’enzyme

4.1. Evolution de I’ activité lipasique et phospholipasique en fonction de pH

4.1.1. L’enzymelibre
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Figure 13. Evolution de I’ activité phospholipasique et lipasiquede laPLA1 libre en fonction
du pH

Lafigure 13, représente une comparaison entre |’ activité phospholipasique et lipasique
de I’enzyme libre en fonction du pH. Il est bien évident que les deux courbes représentant
I'effet du pH ont la méme allure. Toutefois, a pH 5, la PLA1 exprime une activité
phospholipasique supérieur a I’ activité lipasique, des résultats similaires ont été obtenus par
(Dianyu et al., 2012) et (Yang et al., 2006). On peut dire que C'est pour cette raison que le
producteur (Novozymes) recommande I’ utilisation de I’enzyme a pH 5 et ceci pour éviter la
perte du rendement qui peut étre provoqué par |I’hydrolyse des TAG par I'enzyme s le
procedé est opéré au-dela de cette intervalle (I1lanes, 2008).

4.1.2. L’enzyme immobilisée
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Figure 14. Evolution de I’activité lipasique et de | activité phospholipasique de la PLA1
immobilisée en fonction du pH.

La figure 14 ci-dessus présente |’ évolution de I’ activité lipasique et phospholipasique de la
PLA1 immobilisée en fonction du pH. Les résultats montrent qu'il y a toujours une

prédominance de I’ activité phospholipasique, comme rapporté par les travaux de la littérature
(Yang et al., 2006).

Les tracés montrent aussi |’ effet de I'immobilisation sur la stabilité de I’ enzyme vis-a-vis les
variations du pH. (Dianyu et al., 2013).

4.2. Evolution de I’activité lipasique et phospolipasique en fonction de la
température

4.2.1. L’ enzymelibre
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Figure 15. Evolution de |’ activité phospholipasique et I’ activité lipasique de la PLA1 libre en
fonction de latempérature

En ce qui concerne la température, cette derniere nous fournis des informations
concernant les deux activités (phospholipasique et lipasiques). On observe que pour des
températures allant de 20 a 40 °C, I’ activité lipasique domine sur I’ activité phospholipasique
.mais a partir de 40 °C, I'activité phospholipasique reprend le dessus. Ces observations
seraient probablement dues a la nature de la lipase qui développe son affinité dans I’un ou
I"autre intervalle de température en utilisant doublement ses deux activités (activité lipasique
et phospholipasique) pour éiminer les acides gras et |es phosphatides contenus dans |’ huile

Par ailleurs, on peut auss stipuler que c’'est pour cette raison que le producteur
(Novozymes) recommande I’ utilisation de I’enzyme dans un intervalle de température entre
45-55 °C. Et ceci pour éviter la perte du rendement qui peut étre provoqué par |” hydrolyse des

TAG par I’enzyme si le procédé est opéré au-dela de cette intervalle (111anes, 2008).

4.2.2. L’enzyme immobilisée
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Figure 16. Evolution de I’activité lipasique et de I’ activité phospholipasique de I’enzyme
immobilisée en fonction de la température.

La figure 16 montre que I’ augmentation de la température laisse entrevoir une prédominance
de I'activité phospholipasique au dépend de I’ activité lipasique sur presque la totaité de
I’intervalle des températures considérés.

En outre, I'immobilisation a conféré al’ enzyme une meilleure stabilité thermique vis-avis de
ce paramétre. (Kharrat et al, 2013), (Dong et al, 2012).
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5. Détermination des paramétres cinétiquesle |’enzymelibre et immobilisée
La comparaison de la valeur de Km pour I'enzyme libre et immobilisée peut fournir

des informations concernant les interactions entre |’ enzyme et son support.
L'effet de la concentration en substrat (s) sur la vitesse de réaction initiale (v) catalysé
par la PLA1 libre et immobilisées a été étudié en utilisant lalécithine de soja comme substrat.

La constante de Michaelis (Km) et la vitesse maximale de réaction (Vmax) delaPLA1
libres et immobilisées ont é&é calculées a partir du modéle de Michaelis-Menten ,aprés

linéarisation ( voir courbe de Lineweaver-Burk figure 17)

3

y = 40,85x + 0,4983

25

®PLAlibre
®PLA immobilisée

y =31,988x + 0,4048

i

0,05 0,06

-0,03 -0,0

-0,5
s

Figurel?. Représentation de Lineweaver-Burk pour les PLA1 libres et immobilisées.

Les valeurs obtenues pour Vmax sont respectivement de 2,5 et de 2,0 mmole/min pour
PLA1 libre et immobilisée et la valeur de Km est de 79,01 mg/ml pour PLAL1 libres et 81,97

mg /ml pour I'immobilisée
La Comparaison de lavaleur du Km de I'enzyme libre et immobilisée nous fournis des

informations au sujet des interactions entre I'enzyme et son support. La valeur de Km pour la
PLA1 immobilisée est |égérement plus élevée que PLAL libre. Une augmentation en Km une
31
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fois qu'une enzyme est immobilisée, indique une diminution de I’ affinité de I’ enzyme pour

son substrat, qui selon certains auteurs (Zeng et al., 2009) pourrait étre provoqué par :

e Lephénomene stérique des sites actifs produit par le support.
e lapertedeflexibilité del'enzyme nécessaire pour lier le substrat.

e larésistance aladiffusion du substrat prés des particules du support.

Les résultats ont montrés que I’ affinité de la PLA1 immobilisée vis-avis de la
lécithine était plus petite par rapport a PLAL libre, c'est-a-dire que l'activité de la PLA1
immobilisée est plus basse que I’ activité de PLA1 libre.

Par ailleurs le changement des constantes cinétiques peut étre di aux changements
structurels dans I'enzyme par le procédé d'immobilisation ou a la difficulté d'accessibilité du

substrat aux sites actifs de I'enzyme immobilisée. (Kharrat et al., 2011)

6. Stabilité thermique

La stabilité thermique de la PLA1 libres et immobilisées est représentée dans la figure
18. La PLA1 immobilisée conserve 72 % de son activité catalytique apres 1h d’'incubation a
65°C et 60 % a 70°C aprés 1h d’'incubation, alors que la PLAL libre ne conserve que 46,81 %
de son activitéinitiale a 65 °C et 30 % de son activitéinitia a70 °C.

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20 -

—e—PLAlLibre

—=—PLA1limmobilisée

Activitérelative (%)

50 55 60 65 70 75
Temperature (°C)

Figure 18. Stabilité thermique de PLA1 libre et immobilisée sur la bentonite.
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Dans cette étude, la PLA1 a éé immobilisée par adsorption sur la bentonite.
L’ augmentation de la stabilité thermique est due a leur attachement au support qui compense
partiellement la perte d'activité enregistrée par I'enzyme libre (Ulbrich-Hofmann, 2000),
L'augmentation de la stabilité thermique implique une réduction de la réaction de

dénaturation.

7. Essai de dégommage de I’ huile de soja par PLA1 libre et immobilisée sur

la bentonite

La teneur initial en phosphore dans I'huile brute de soja est de 195 mg/kg. La
température et la valeur du pH ont é&é maintenues dans I'intervalle 50-55 °C et 5.5
respectivement. Ceci permettrait de réduire au minimum la désactivation thermique des
enzymes, et la conservation de la vitesse maximale de réaction

7.1. Influence de la masse d’enzyme immobilisée sur le dégommage de

I"huile de soja

L’ effet de lamasse de laPLA1 immobilisée sur le déggommage de I’ huile sojaa été déterminé
a une température de 55°C et un pH de 5.5 sur un intervalle de masse allant de 0.2 2 0.8 g

d’une durée 1,5h. Les résultats obtenus sont repris dans la figure 19

250 ~
200

150 -
phosphore

(ppm) =¢—phosphore (ppm)
1

00 -

50 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
masse d'enzyme(Q)

Figurel9. Variation du taux de phosphore dans I’ huile en fonction de la masse

enzyme immobilisée
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Les résultats montrent que lamasse influe sur le taux de phosphore éliminée. On observe
une diminition de phosphore de 195 mg/kg pour Og de PLA limmobilisée a 44.70 mg/kg pour

0.6g de PLAlimmobilisée qui ce stabilise au dela de cette masse.

Pour la suite de mon travaille on utilise une masse fixe de 0.6 et fait varier les parametres de

guantité d’ eau.
7.2. L’influence la quantité d’eau sur le dégommage del’ huile de soja

L' effet de la quantité d’ eau sur le dégommage de |'huile de soja a été déterminé a une
température de 55°C, un pH 5.5 et une masse de 0.6 g, pour un volume d’ eau compris entre
1.5 ml et 4.5 ml pendant 1,5h d’'incubation. Les résultats obtenus sont représentés dans la
figure20 ;

250 -

200

€
[oX
2 150 -
g == phosphore (ppm)
<
& 100 -
o
<
o
50 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

volum d'eau(ml)

Figure 20. Variation du taux de phosphore dans |” huile en fonction de la quantité d’ eau.

On observe une diminution de la teneur de phosphore de 195 ppm a 33.02 ppm pour 3.5 ml.
Au dela de cette valeur de teneur en phosphore, on observe que la vitesse de diminution de
phosphore est constante.

Pour la suite de mon travail j’a fixée le volume d'eau a 3.5 ml aprés avoir fixée dans le

paragraphe précédant la quantité d’ enzyme immobilisée 2 0.6 g.

7.3. Influence dela duréed’incubation sur ledégommagedel huile de soja
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La température et la valeur du pH ont éé maintenues a 55 °C et 55
respectivement, la masse de PLA1 immobilisée est de 0.6 g pour une quantité d'eau de 3.5
ml. Les résultats représentant les taux de phosphore en fonction du temps sont représentés
danslafigure2l.

250 -
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150 -
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Figure 21. . Variation du taux de phosphore dans |’ huile en fonction de temps.

Les résultats indiquent que la teneur en phosphore résiduelle a été réduite par la PLAL
immobilisée de 195 ppm a 15,13 ppm apres 5 heures d'incubation. Il faudrait 6 heures
d’incubation a I’enzyme immobilisée pour diminuer la teneur en phosphore a 9,93 ppm
(valeur en dessous de la norme de 10 ppm).

Selon les travaux de la littératures, certain auteurs ayant travaillé sur le dégommage de
I"huile par la phospholipase PLA1 (Dianyu et al., 2012 et 2013), les résultats obtenus
montrent des temps d’'incubations 7 h (pour I’enzyme immobilisée). Yang et al., 2006 a
employé la phospholipase A1 microbienne de Thermomyces lanuginosus/ Fusarium
oxysporum dans le dégommage de I'huile de soja. Pour atteindre un taux de phosphore a
moins de 10 mg/kg le temps d’incubation serait de 6.3 h pour un pH comprise entre 4.8 et
5,1.

Dans le meme domaine d’interet Gofferjé et al., 2014, ont pu atteindre des taux de 4
mg/kg aprés 3 h de réaction a une température de 50 °C et un pH de 5.

Daniela et al., 2014 a obtenu un taux de phosphore de 3 mg/kg dans le dégommage

d’une huile de tournesol par une phospholipase A1l.




Conclusion

Conclusion

Les résultats obtenus au cours de I’élaboration de ce travail ont montré que
I’immobilisation de la PLA1 posséde un potentiel prometteur pour une éventuelle application
a I’échelle industriel, vu qu’elle conserve a 65 °C et aprés 1 h dincubation, 72 % de son

activité cataytique, alors que laPLA libre ne conserve que 46,81 % ala méme température.

. Nous avons observé que I’'immobilisation avait un effet significatif sur I’ efficacité de

la PLAL, En effet, méme s I'immobilisation n’avait pas d effet sur le pH optimum de

I’enzyme, estimé a 5.5, I’optimum de la température s'est déplacé de 40 a 50 °c pour
I"activité phospholipasique. La PLA1 présente une forte activité phospholipasique et
lipasique, qu'elle soit libre ou immobilisée. La teneur en phosphore contenue dans | huile
brute a été réduite apres son traitement de dégommage enzymatique de 195 ppm a une valeur
de 9.93 ppm aprés 6 h d’incubation, pour une quantité d'eau de 3.5 ml et une masse de
PLA1 immobilisée de 0,6 g.
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Annexe

Annexe 1l

La courbe d’ étalonnage est réalisée par une solution de BSA a différentes concentrations
comme le montre |e tableau suivant

Tube 0 1 2 3 4 5 6 7 8/ 9 1

BSA 1 mg/ml (volume de 0 10 20 130 |40 |50 60 |70 |80 |90 | 100
100pl

Eau digtillé 100 | 90 80 |70 |60 |50 |40 30 20 |10 0

5ml du Réactif de Bradford pour touslestubes

> Préparation du réactif de Bradford

Le réactif de Bradford est préparé en mélangeant le bleu de Coomassie G250 (10 mg)
dans I’é&hanol (5 ml, 95°) et I’acide phosphorique (HsPO4) (10 ml, 85%). Le méange est
complété avec |’ eau distillé jusgu’a 100 ml. Le réactif est stocké a4 °C. Il est stable pendant
plusieurs semaines.

> Courbe d’ étalonnage
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0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

Absorbance (a 595 nm)

0,1

0,05

Annexe 2

y = 0,4476x
R2 =0,9931

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
Concentration en protéine (mg/ml)

> Courbe d' étalonnage des phosphores

Absorbance a 650 nm

1 - y =223,04x - 0,0271

R?=0,984

¢ Abs
——Linéaire (Abs)

0 T T T T 1
ﬁ 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

phosphore (ppm)

Annexe 3

>

Préparation des solutions tampon citrate a différentesvaleursde pH
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4 38.55 61.45
5 51.50 48.50
5.5 56.88 43.13
6 63.15 36.85
7 82.35 17.65
8 97.25 2.75
Annexe4

Classification des supports d’ immobilisation des enzymes

Support pour Enzyme

Soluble Insoluble
Dextrine Inorganique Organique
Alcool polyvinylique Silice, terre Naturel Synthétique

(bentonite), verre Chitine,  Polyacrylamide,
poreux, gel de Amidon, Polystyréne,
silice. Alginate, Silicone,
Résine échangeuse
Cellulose, dion.
Agar.

Annexeb5

> Matériels et réactifsutilisés
« Lavererie utilisée : des fioles, éprouvette, béchers, pipettes (1 a 10 ml), burette,
Erlen Mayer, tubes a , ballons. Barreau magnétique
% Matérielsutilisés
> Spectrophotométre (marque).
> Plaque chauffante et agitatrice (VENP SCIENTIFICA).
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YV V. V V V V V

centrifugeuse (HETTICH ZENTRIFUGEN) et (sigma).

Four pasteur

Bain marie

Papier wattman

Thermometre

pH metre

spectrophotometre infrarouge (IRAFFINITY -1 SHIMADZU)

% Réactifs et produits utilisés

>
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Annexe 6

PVA (BIOCHEM) (CH2CHOH) »
HCL (PANREAC)

Sulfate d’ hydrazine (BIOCHEM)
Huile d’ olive (TAKRIETZ)

L écithine de soja (CEVITAL)
NaOH (BIOCHEM)

NaCl (BIOCHEM)

Bleu de Coomasie (BIOCHEM)
Acide sulfurique (BIOCHEM)
Ethanol (BIOCHEM)

eau distillé

acide phosphorique (HzPO4) (BIOCHEM)
phénolphtaléine (BIOCHEM)

BSA (BIOCHEM)

Oxyde de zinc (BIOCHEM)
Molybdate de sodium (BIOCHEM)
KBr Bromure de potassium

> Préparation du support pour I’'immobilisation
95 g de bentonite + 5 g de Cethyl Trimethyl Ammonium Bromid CTAB dans 1000 ml

d eau distille.
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Résumé

L’'objectif de cette présente étude est concerne I'immobilisation d une
phospholipase A1 microbienne (lecitase Ultra) dérivée d'une culture d Aspergillus oryzae
génétiquement modifi€, sur une bentonite modifiée par le CTMAB et son application dans le
dégommage d’'une huile alimentaire. L’enzyme libre et immobilisée sur le support de
bentonite a éé d’'abord caractérisé par la méthode IRTF disponible a I université de Bejaia.
L'étude est accompagnée par la détermination des paramétres optimums de pH, de
température et de durée d’incubation qui seront suivi par la mesure des activités lipasiques et
phospholipasiques. Les résultats obtenus ont montrés que les paramétres optimums sont :
pH= 5.5, invariable pour |I’enzyme libre et immobilisée, la température 40°C pour |’ enzyme
libre et 50°C pour I'immobilisée. La cinétique enzymatique appliquée aux résultats a montré
gue les valeurs de Vmax sont respectivement de 2,5 et de 2,0 mmole/min pour la PLAL libre et
immobilisée et la valeur de Km est de 79,01 mg/ml pour la PLAL libres et 81,97 mg /ml pour
I’immobilisée. Une application de dégommage de I’ huile brute par I’enzyme immobilisée, a
réduit la teneur en phosphore del95 ppma 9,93 mg/kg apres 6 h d’incubation.

Mots clés: PLA1L, bentonite modifiée, CTMAB, immobilisation, dégommage.

The aim of the present study concerns the immobilization of a microbial phospholipase Al
(Lecitase Ultra) derived from a culture of Aspergillus oryzae genetically modified, on a
bentonite modified by CTMAB and its application in a degumming edible oil. The free and
immobilized enzyme was in the first ,characterized by FTIR method existed at the Beaia
University. The study is accompanied by the determination of the optimum parameters of pH,
temperature and incubation period that will be followed by the measurement of lipasic and
phospholipasic activities The results have shown that the optimum parameters are: pH = 5.5,
invariable for free and immobilized enzyme, temperature 40 ° C for the free enzyme and 50 °
C for immobilized. Enzyme kinetics applied to the results showed that the Vmax values are
respectively 2.5 and 2.0 mmol / min for free and immobilized PLA1 and the Km value is 79.01
mg / ml for the free PLA1 and 81.97 mg / ml immobilized. A degumming application of the
crude oil by the immobilized enzyme, reduced phosphorus content de195 ppmto 9.93 mg / kg
after 6 h of incubation.

Key word: PLA1, modified bentonite, CTMAB, immobilization, enzymatic degumming
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