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| ntroduction

L'huile de soja est I'une des huiles végétales les plus abondantes dans e monde. Sa
teneur relativement élevée en acides gras insaturés, sa stabilité au cours de diverses
applications culinaires et des prix bas en font un élément précieux de la chaine aimentaire et
de l'aimentation humaine (Prior, 2003). Elle est constituée de triglycérides, vitamines
phospholipides, stérols, tocophérols, acides gras libres, traces de métaux indésirables qui

affectent sa qualité ( go(t, odeur et I'apparence) et aptitude ala conservation (Sadeghi, 2010).

L’élimination de ces impuretés et I’obtention d’une huile comestible nécessite le
passage obligatoire par le traitement de raffinage qui comprend une série de traitements
comprenant la déemucilagination, la neutralisation, le lavage, le séchage, la décoloration, la
filtration et la désodorisation (Woall, 2010)

La premiere étape de raffinage qui est appelée dégommage, consiste a éliminer les
phospholipides et les gommes. Elle s’effectue par [I’utilisation de I’eau ou d’acide
phosphorique. Une nouvelle méthode moins polluante, récemment employée dans le
raffinage, utilise la phospholipase A;. Elle est produite par Aspergillus oryzae provenant de
la fusion des genes de la lipase de Thermomyces lanuginosa et genes de la phospholipase de

Fusarium oxysporum (Sadeghi, 2010).

L’instabilité des enzymes contre les variations de la température et de pH du milieu, ainsi
gue leur colt de production, a incité plusieurs auteurs a tester la technique d’immobilisation sur

différents supports organiques ou inorganiques. Cette mise en ceuvre permet aussi laréutilisation

des enzymes dansles procédés industriels (Ramachandra et al, 2002)

Parmi les méthodes d’immobilisation on a choisi, pour des raisons techniques et de
disponihilités, I’'immobilisation par adsorption sur le charbon actif qui posséde des propriétés

absorbantes gréce a sa grande surface specifique.

Notre travail a pour objectif d’immobiliser la Lecitase ®Ultra utilisée au niveau de
complexe Cevital sur le charbon actif et de comparer ses caractéristiques a celle d’une
enzyme libre c'est-a-dire non immobilisée. Elle sera notée au cours de notre é&ude PLA; libre

ou PLA1 immobilisée.
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Pour évaluer les performances de notre enzyme immobilisée et élaborer notre éude, un
plan est choisi et qui se résume en une optimisation des parameétres physicochimiques les plus

influents sur I’activité lipasique et phospholipasique de I’enzyme libre et immobilisée sur le

charbon actif.
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|-1- Le soja

Le soja, glycine max (L) Merrill est une plante grimpante de la famille des fabacées,
du genre glycine, proche du haricot, largement cultivée pour ses graines oléagineuses qui
fournissent la principal e huile alimentaire consommeée dans le monde. (Rasolohery, 2007).

Les graines de soja constituent une excellente source de protéines de haute valeur
nutritive. De plus le soja contient presque 20% en masse de lipides (phospholipides comme

composants les plus importants) dans I’huile. (Jacques, 2010).
| -2-Deéfinition de I’huile de soja

L'huile de soja est un fluide de couleur jaune foncé, fraiche. Elle a une saveur assez
prononcée d’haricot, c’est le contenu de la substance dure ligneuse des graines (Cossut et al.,
2002). Elle est polyinsaturée et trés pauvre en acides gras saturés, constituée de

phospholipides (2 %), tocophérols, stérals, colorants (pigments de chlorophylle et carotene),

ions métalliques (Cuivre , Fer , Calcium) ,Vitamines( A, D, E et K). (Rohani, 2006)

|-3- Leraffinage des huiles

Les huiles brutes renferment un certains nombre dimpuretés indésirables,
responsables du gout désagréable et de leurs mauvaises conservations.

Le raffinage a pour but d'éliminer les acides gras libres, les produits d'oxydation, les
arémes désagréables, les colorants, les produits et métaux toxiques présents a l'état de traces
et les phospholipides. (Cossut et al., 2002)
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Lafigure ci-dessous représente les étapes de raffinage de I’huile brute

La phospholipase
Copsrtituanty elimine
les phospholipides
Eau
Acidephosphorique
»PO,
acides gras libres
* transforormés en savons

Soudecaustique
NaOH

traces de savonset de metaux

Eau —_— Lavage _"‘,}

U pigments colorés
OV S e (caroteines,chlorohylles...)

Terve décoloran te I o Décoloration Jr

Filation 15 cOmposés volatiles

Vapeur sech
Susrv-uc = Désodorisation ﬁ

Figure1: Schema de raffinage de I’huile brute (Xavier, 2012)
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|-4- Dégommage de I’huile brute

Ce processus est généralement considéré comme la premiére étape du raffinage de
I’huile brute, appelée auss démucilagination. L’objectif de cette étape est de réduire la
solubilité pour éiminer les phospholipides ou gommes, par utilisation d’eau, d’enzymes ou

d’acides (acide phosphorique ou citrique) (Dijkstra, 2011).

L’intérét de ce processus réside dans I’élimination des phospholipides présent dans
I”huile, car leurs présence entraine un certains nombre d’inconvénients :
¢+ Les composés phosphorés en présence d’eau, forment des précipités dits « Mucilages »
qu’il faut absolument éliminer avant de livrer I”huile au consommateur.
+ De nombreux essais ont montré qu’une huile raffinée mal débarrassée de ses phospholipides
s’acidifie, s’oxyde et prend rapidement un godt désagréable. (Xavier, 2012).

[-4-1-Application de la phospholipase dansle dégommage de I’huile

Parmi les différentes méthodes de dégommage, une nouvelle méhode récemment
employée, plus avantageuse permet de réduire le taux de phosphore a moins de 10 ppm par
utilisation de la phospholipase produite par Aspergillus oryzae capable d’hydrolyser les
phospholipides au niveau des liaisons ester. 1l existe quatre types de phospholipase classées
selon leurs site d’action sur la molécule de phospholipide : la PLAT1, la PLA2, la PLC et la
PLD (Dijkstra, 2011).

.
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La figure suivante repréesente les différents sites d’action de la phospholipase.

A1 Q, CH;
B
C—R H H ®
\7 3 HO—C —C”°—N—CHjs
A2 H,C—O
N\ _o—cH - i (S
\ N o / choline
11
RSy H,C—O———P—O0——X H, H>
o / | HO—C —C " —NH,
S
o
ethanolamine
X = choline (phosphatidyl choline or PC) OH  oH
X = ethanolamine (phosphatidyl ethanolamine, PE) 0»
X = inositol (phosphatidyl inositol or PI) o OH
5 T

hydrogen (phosphatidic acid or PA)

inositol, link in 1-position

Figure 2 : Lesdifférents sitesd’action de la phospholipase. (Gregory et Terry, 2011)

|-4-2- La Phospholipase A; ou L écitase Ultra

La Lécitase Ultra est une Phospholipase microbienne qui a été développé par Novozyme.
Elle résulte de la combinaison des génes homologues des enzymes codant pour I’activité lipasique
de Thermomyces lanuginosis et de I’activité phospholipasique de Fusarium oxysporum, ces
modifications génétiques sont introduites dans le génome d’Aspergillus oryzae. L’enzyme est
obtenue par la suite par la fermentation submergeée. Elle enléve |’acide gras lié a la fonction alcool
primaire du glycérol. (Yang et al ., 2006 ;Dijkstra, 2011) .

Les huiles végétales contiennent une quantité importante de phospholipides hydratables
sont la phosphatidylcholine ( PC) et la phosphatidylé&hanolamine (PE) et non hydratables sont :
Les acides phosphatidiques et les phosphatidylinositols. Ces phospholipides provoquent des
atérations sur la qualité et le gout de I’huile .Donc il est indispensable de les éliminer par des
différents traitements.
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Les phospholipides hydratables sont aisément éliminés par la vapeur d’eau. ,par contre
les phospholipides non hydratables nécessitent des traitements complexes par I’utilisation de la
phospholipase A1 pour la conversion des phospholipides non hydratables en forme hydratables
(lyso- phospholipide + la libération d’un acide gras dans la phase huileuse ce qui rend la
molécule plus hydrophile facilement éliminée par centrifugation ou décantation dans la phase
aqueuse. (Sadeghi, 2010) .

|-4-3-L e mode d’action de la lecitase ultra (Novozyme, 2004)

Les phospholipides dans les huiles végétales se trouvent sous forme de micelles. La
présence d’une petite quantité d'eau avec une grande quantité dions métalliques rend les
micelles dures difficiles a éliminer

T
e

Figure 3: Laformede micelle

L assouplissement de la micelle est assuré par I’addition de I’acide citrique qui joue
un rdle d’un agent chélateur des ions métalliques. Donc I’enzyme est capable de pénétrer

dans la phase aqueuse.

|

Figure 4 : Pénétration de I’enzyme dans la micelle
L’enzyme transforme la molécule de phospholipide non hydratable en forme
lysophospholipide a I’interface, en libérant un acide gras dans la phase huileuse rendant
aussi lamolécule plus hydrophile facilement éiminée par centrifugation ou décantation dans

la phase aqueuse.

)
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Huile vvikt Huile
_U > ydro %se _”/ v

cau cau

Figure 5: Hydrolyse des phospholipides en lyso-phospholipides.

I- 5-Immobilisation des enzymes

Le terme "enzymes immobilisées' se rapporte a des "enzymes localisées dans une
certaine région définie de I'espace avec la conservation de leurs activités catal ytiques, et qui
peut étre employé a plusieurs reprises et sans interruption. Les avantages des systémes
d'enzymes immobilisés comparés aux systemes libres incluent la réutilisabilité, I'arrét rapide
des réactions, la resistance a I’environnement réactionnelle hostile, le colt abaissé, la
formation contrélée de produit, et la facilité de la séparation de I'enzyme des réactifs et des

produits. (Akoh et Min, 2002)
[-5-1- Techniques d’immobilisation
Il existe de nombreuses méthodes d’immobilisation telles que : (Stéphanie, 2006)

Immobilisation par adsorption.
Immobilisation par des liaisons ioniques.
Immoabilisation par inclusion.

Immobilisation par encapsulation.

I-5-2-Principe de I'immobilisation par adsorption

C'est la méthode la plus simple et rapide basée sur les forces hydrophobes entre
I’enzyme et la matiere de support organique (Polyméres phénoliques, résine échangeuse
d’ions) ou inorganique (charbon actif, argile, silice). L’avantage de cette méthode est

I’absence de changement chimique sur le support ou sur I’enzyme.

C'est une méthode dans laquelle la protéine enzymatique est liée a la surface d'un support par
des interactions de type hydrophobe, de Van der Waals. Un support est ajouté a la solution
enzymatique et apres agitation le systeme enzyme-support est prét aétre utilisee.
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|-5-3-Application de charbon actif comme support d’immobilisation des
enzymes
a. Le Charbon actif (CA)

Le charbon actif est matériau poreux couramment utilisé dans de nombreuses
applications domestiques et industrielles, dépollution des effluents domestiques, purification
ou decoloration de produits agroalimentaires. Il est produit a partir de précurseurs
hydrogénocarbonés comme par exemple le bois et la noix de coco .C’est un matériau

contenant un fort pourcentage de carbon (Ayral., 2009)

Le charbon actif subie une activation qui s’effectue par deux méthodes; chimique et

physique
M éthode chimique:

Elle consiste a mettre en contact la matiére broyée avec les agents activants tels

que

I’acide phosphorique (H3PO,), la potasse (KOH) et le chlorure de zinc (Zn Cl,). (Cagnon, 2002).

M éthode Physique :

Elle se déroule en deux étapes; la premiére est une carbonisation de la matiere
premiere a haute température, la deuxiéme est une oxydation de carboniséat par la vapeur

d’eau ou par le dioxyde de carbone (Ayral, 2009).
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Matériel et méthodes

1.1 Matériel
11.1.1 Enzyme

L’enzyme utilisée dans cette étude est une phospholipase A;. Cette enzyme est produite
par modification génétique d’un micro-organisme et commercialiseée sous le nom de L écitase
®Ultra par Novozymes A/S (Bagsvaerd, Danemark). Cette enzyme nous a été gracieusement
donnée par Cevita Spa, Béjaia. Les propriétés de la Lecitase®Ultra (PLA1) sont récapitul ées
dans letableau |.

Tableau | : Propriétés de |a Lecitase ®Ultra (source Novozymes A/S, 2007)

Forme physique Liquide

Couleur Brune
Microorganisme producteur Aspergillus oryzae
Microorganisme donneur Thermomyces Lanuginosus
Température de stockage 0-10°C

11.1.2 Support pour I'immobilisation
Le support utilisé dans cette étude pour I’immobilisation de la PLA; est le charbon
actif, commercialisé par Biochem Chemopharma. Le support a éé utilisé sans aucun

traitement préalable au laboratoire.

[1.1.3 Autres produits et réactifs chimiques utilisés

> Les solutions de substrats employées pour évaluer I’activité phospholipasique et
lipasique de I’enzyme (Lecitase® Ultra) ont été préparées respectivement a partir de la
Iécithine (Cevital spa) et I’huile d’olive pure.

» L’alcool polyvinyliqgue (PVA) de marque Biochem Chemopharma a été employé
comme agent tensioactif dans la préparation des solutions de substrats.

» Le Sérum Albumine Bovin (BSA) et I’acide phosphorique et la soude (NaOH) sont de
qualité Recta Pures (Cheminova).

» L’éthanol et le bleu de Coomassie G250 sont de marque Fluka.

> Le tampon utilisé dans cette étude a été preparé avec I’acide citrique et hydrogénat
phosphate di-sodique (NaxHPO,).
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[1.2M éthodes

[1.2.1 Méthodes analytiques

a- Dosage desprotéines

La teneur en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976)
en utilisant la BSA comme étalon et le bleu de Coomassie G250 comme réactif coloré. Le
dosage des protéines est déterminé par spectrophotométrie (UV mini-1240, SHIMADZU) a
une longueur d’onde de 595 nm et la teneur en protéines a été déterminée a I’aide de la courbe
d’étalonnage (Annexel).

b- Teneur en protéine dansla préparation enzymatique immobilisée
Lateneur en protéine dans le support Py a éé déterminée par larelation suivante :

Pa=Po- Pt (1)

Ou P; laquantité des protéines présente dans le surnageant et P, = la quantité de proténe de
I’enzyme libre égale a 17,4 mg/ml.

c- Calcul du rendement

Afin d’étudier les conditions optimales pour I’immobilisation de I’enzyme sur le
support de charbon, des expériences ont é&é menées pour déterminer le pH et la vitesse
d’agitation optimale de I’immobilisation de I’enzyme. A la fin de chaque expérience, le filtrat

est récupéré et est soumis au dosage des protéines.

Le rendement d’immobilisation est ensuite détermine par la formule (2), ou Pa est la
guantité de protéine enzymatique dans le support et Py est la teneur en protéine de I’enzyme

brute. Les résultats sont illustrés dans la figure 1 et la figure 2.
; PA
Rendement d immobilisation (%) = 56 .100 (2)
11.2.2 préparation des solutions tampons

L es solutions tampon d’acide citrique pH (4 - 8) ont été préparées a partir de I’acide citrique
(0.1 M) et NapHPO4 (0.2 M) suivant le Protocole recommandé par (Dean, 1999).
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[1.2.3 Immobilisation dela PLA ;: Protocole expérimental

La PLA; a été meélangée avec la solution tampon d’acide citriqgue a un rapport
volumique 1:5. L immobilisation par adsorption sur le charbon actif a été réalisée on goutant
au support la solution enzymatique selon un rapport volume (ml)/masse (g) de 5:0,5. La
suspension ainsi obtenue est maintenue sous agitation fixe a température ambiante pendant 30
min. A lafin de cette période, |e charbon actif a été récupéré par une ssimple filtration pour le
soumettre a I’analyse spectrophotomeétrique des protéines (Pr) dans le visible a la longueur

d’onde maximale de 595 nm.
11.2.4 Détermination de I’activité de I’enzyme libre

a- Activitélipasique
L activité lipasique a été déterminée par la méthode titrimétrique comme décrite par
Yang et al (2006). La solution substrat consiste en un mélange d’alcool polyvinylique a 4% et
de I’huile d’olive pure a un rapport 1:4. Laréaction enzymatique est initiée apres I’ajout de la
solution enzymatique. Aprés incubation, la réaction est arrétée par I’ajout de 10 ml d’éthanol.
Les acides gras libérés sont titrée par une solution de NaOH (0.05 N). L activité lipasique est
exprimée en unité lipasique et définie comme étant la quantité d’enzyme qui libére 1 umole
d’acides gras libres titrables par minute dans les conditions standards. Les valeurs de ’activité
sont rapportées en activité relative obtenue par la relation (3):
L' activité enzymatique

Activité relative = ———— _ _ .100 (3)
L'activité enzymatique maximal

b- Activité phospholipasique

L'activité phospholipasique a été déterminée selon la méthode de I’activité lipasique,
mais en utilisant une énulsion de |écithine comme solution substrat. Celle-ci a été préparée en
mélangeant a un rapport volumique 1 :4, une solution de Iécithine de sojaa 10 % et de |'a cool

polyvinylique 4 %. Le mélange a été agité a vitesse constante 2000 tr/min pendant 10 min.

[1.2.5 Détermination de I’activité de I’enzyme immobilisée
L activité lipasique et phospholipasique de la PLAL1 immobilisée a été déterminée
selon le méme protocole decrit précédemment pour I’enzyme libre. La seule différence est

gue 0.5 g de charbon actif contenant I’enzyme est gjouté au mélange réactionnel.

&
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[1.3. Caractérisation dela PLA1 libre et immobilisée

Les propriétés de la PLA 1 immobilisée produite en section 11.2.3 et de I’enzyme libre
sont étudiées pour déterminer les différences éventuelles entre I’enzyme dans son état libre et
immobilisée. Les propriétés étudiées comprennent le pH, la tempéature et la durée

d’incubation.

11.3.1 Effet de pH sur I’activité lipasique et phospholipasique de I’enzyme

Le pH aun effet considérable sur |'activité des enzymes par le fait que les substrats et
les sites actifs des enzymes portent souvent des groupes fonctionnels acides ou basiques dont
I’ionisation varie avec le pH, comme rapporté par les travaux de la littérature (Anh ,2002).
Afin de déterminer si I’immobilisation a un effet sur le pH optimum de I’enzyme, le profil de
pH de I’enzyme libre doit ére déterminé, de sorte qu'il puisse étre comparé a celui de
I’enzyme immobilisée. Toutes les différences entre les valeurs de pH de I’enzyme libre et

immobilisée peuvent indiquer quel sont les modifications apportées par I'immobilisation.

L'effet du pH sur I'activité lipasique et phospholipasique de laPAL1 libre a été mesuré dans|a
solution tampon d’acide citrique (0.05) M, adifférentes valeurs de pH (4- 8).

11.3.2. Effet delatempératuresur I’activite lipasique et phospholipasique de I’enzyme
Comme pour le cas du pH, I’effet de la température sur I’activité des enzymes a été

rapporté par les travaux de la littérature (Anh, 2002). Dans notre cas, I’étude de I’effet de la

température sur I’activité phospholipasique et lipasique de I’enzyme libre et immobilisée a été

déterminée dans un intervalle de température entre 30 et 80 °C.
11.3.3. Effet de la durée d’incubation

Pour eétudier I’effet de la durée d’incubation sur [Pactivité lipasique et
phospholipasique de I’enzyme libre et immobilisée, des durés d’incubations de 5, 10, 15, 20
et 25 minutes ont été utilisee.
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111.1. Déter mination de la teneur en protéine

[11.1.1 Lateneur en protéine dans I’enzyme libre

La teneur en protéine po présente dans 1ml d’enzyme libre a été déterminée par
I’utilisation de la courbe d’étalonnage illustrée dans I’annexe I. L analyse a donné une valeur
de Py de 17,4 mg/ml.

[11.2. Immobilisation dela PLA1 sur le charbon actif

a- Influencedu pH

L’étude de I'influence du pH a éé choisie sur un intervalle de 4 a 8. Les mesures de quantités de
protéine dans le surnageant nous ont permis de déduire P, et de calculer les rendements en

appliquant I’éguation 1 (voir chapitre ). Les résultats obtenus sont regroupés dans la figure 6.
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Rendement d'immobilisation
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Figure 6 : Effet du pH sur le rendement d’immobilisation

Lafigure 6 reprend les résultats de I’effet du pH sur I’immobilisation de I’enzyme par
le support. La teneur en protéine de I’enzyme déterminée par la méthode de Bradford est de
17.4 mg/ml. Lesrésultats de lafigure 6 montrent que 80 % de rendement d’immobilisation est
atteint avec un pH de 4. Donc e milieu acide favorise I’adsorption de I’enzyme sur le support.
En revanche seulement 21 % apH 8 (basique).
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b-Influence de la vitesse d’agitation

L’étude de I’influence de la vitesse d’agitation a été choisie dans un intervalle de 200
a 1000 rpm . Les mesures de quantités de protéine dans le surnageant nous ont permis de
déduire Pa puis de calculer les rendements en appliquant I’équation 2 (voir Chapitre I1). Les

résultats obtenus sont regroupés dans lafigure 7.

13,50
13,00
12,50
12,00
11,50
11,00
10,50
10,00

Taux d'immobilisation (%)

200 400 600 800 1000
Vitesse d'agitation (rpm)

Figure 7 : Effet de la vitesse d’agitation sur le rendement d’immobilisation

Les résultats de la figure7 représentent le rendement d’immobilisation en fonction de
la vitesse d’agitation. Les essais ont été menés a pH 4 a la température ambiante. On observe
sur le tracé de ces graphiques une augmentation de la vitesse d’agitation qui atteint un
maximum a 800 rpm pour diminuer au-dela de cette vitesse d’agitation. En effet, le faible
rendement d’immobilisation est obtenu aux faibles (200 rpm) et grandes valeur de vitesses
d’agitation (1000 rpm). En outre, a I’intérieur de ces deux limites, c’est a dire a 400, a 600 et
4800 rpm,. A faible vitesse d’agitation, ont peut formuler qu’il y aurait probablement un
mauvais contact entre le support et I’enzyme. Ainsi d’ailleurs pour le cas de grande vitesse
d’agitation, les turbulences et les forces centrifuge rendent le phénomene d’adsorption de
I’enzyme sur le support antinomique. Ce qui favorise la désorption et pourrait éventuellement

expliguer le faible rendement enregistré a ces vitesses d’agitations.
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[11.3. Etude de I’activité enzymatique de I’enzyme (PLA,)
[11.3.1. Etude de I’activitélipasiquedela PLA; libre

L’effet de pH et de la température a été étudié et I’activité lipasique de I’enzyme a été
mesurée en utilisant la méthode décrite par Yang et al (2006). Avec I’huile d’olive pure
comme substrat.

a. Influence de pH

Lavariation de I’activité lipasique delaPLA; libre en fonction de pH est représentée
danslafigure 8.
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Figure 8: Effet de pH sur I’activité lipasique de la PLA1 libre. Conditions expérimentales :
Température : 50°C. ; Durée d’incubation= 15 min, 100% =185U.

Lesrésultats de la figure 8 montrent que le pH neutre a un effet prononcé sur I’activité
de la PLA1 libre. En effet, I’activité de I’enzyme est faible a valeurs du pH acide. En
revanche, I’enzyme a exprimée une activité la plus élevée a pH 7, ensuite elle perd de

nouveau son activité a pH alcalin.

Les travaux de Sheelu etcollaborateurs en 2008 ont observés que la PLA1 sous sa forme
libre montre un profil de grand activité a pH entre 6,5 et 8,5. D’autre auteurs (Mishra et al.,
2009) ont rapportés un pH-optimum de 8,5.
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b. Influence delatempérature

L’effet de la temperature sur I’activité lipasique de I’enzyme libre estillustré dansla

figure9.
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Figure 9: Effet de latempérature sur I’activité lipasique delaPLA1 libre. Conditions
expérimentales: pH : 7 ; durée d’incubation : 15 min ; 100% = 125U.

L allure de la figure 9 représentant I’activité de la PLAL en fonction de la température
est différente de celle de I’effet du pH. Par ailleurs cette allure adopte parfaitement une courbe
de type gaussienne. L’activité a une allure ascendante entre 30 et 40 °C jusqu’a atteindre sa
valeur la plus élevée a 60°C, ensuite, elle prenne une tendance descendante pour atteindre sa
valeur la plus faible a 80 °C. Des résultats similaires ont été reportés par (Yu et al., 2013) et
(Yu et al., 2012).
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c. Influence de la durée d’agitation

Lavariation de I’activité lipasique delaPLA1 en fonction de la durée d’agitation est

présentée dans lafigure 10 suivante:
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Figure 10. Effet de la durée d’agitation sur I’activité lipasique de laPLA libre.
Conditions expérimentales : pH: 7 ; température : 60°C ; 100% : 205 U.

La figure 10 montre que I’activité lipasique augmente avec I’augmentation de la
durée d’incubation, ou elle atteint le maximum apres 20 min d’incubation. Des résultats
similaires ont été rapportés par (Yang et al., 2006). Au dela de cette durée, elle aune
tendance a se stabiliser. Un prolongement de la durée d’agitation a pour réle une
homogeénéisation de la répartition des molécules de substrat dans la suspension afin d’assurer

un acces complet du substrat au site actif de I’enzyme.

=
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[11.3.2. Etude de I’activité phospholipasique de la PLA; libre
a. Effet de pH

L’effet de pH sur I’activité phospholipasique delaPLAL libreest illustré par la
figure 11.
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Figure 11 : Effet de pH sur I’activité phospholipasique de la PLA1 libre. Conditions
expérimentales : Température : 50°C ; durée d’agitation : 15min ; 100% = 40 U.

On observe dans lafigure 11 que I’activité phospholipasique de I’enzyme est faible a
valeurs de pH acide. En revanche, I’enzyme exprime une activité plus élevée apH 7 (neutre),
ensuite elle perd de nouveau son activité avaleurs de pH alcalin. Donc, on retient que la
valeur du pH optimal est de 7. Lestravaux de lalittérature rapportés par (Wang et al.,2008)
ont montré que lameilleur valeur du pH dansle casde I’hydrolyse de I’huile de soja par la

phospholipase A; est de 6,8. Cerésultat corrobore avec notre résultat.
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b-Effet delatempérature

L’influence de latempérature sur I’activité phospholipasique dela PLALlibre est

illustrée par lafigure 12.
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Figure 12: Effet de latempérature sur I’activité phospholipasique de la PLA1 libre
Conditions expérimentales: pH: 7 ; durée d’agitation: 15 min ; 100%= 105 U.

L’allure de la figure 12 qui reprend I’activité phospholipasique delaPLA1 libre en
fonction de latempérature est similaire a celle de I’activité lipasique, €lle adopte une courbe
de type gaussienne. L’activité montre une tendance ascendante entre 40 et 50 °C jusqu’a
atteindre une valeur maximale a60 °C, ensuite elle décroit au-dela de cette valeur a 70 et
80°C.
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c. Effet de la durée d’incubation

L’effet de la durée d’incubation sur I’activité phospholipasique delaPLA1 libre est
représenté par lafigure 13.
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Figure 13: Effet de la durée d’agitation sur I’activité phospholipasique de la PLA; libre.
Conditions expérimentales : pH : 7 ; température : 60°C ; 100% = 95 U.

La figure 13, qui représente I’effet de la durée d’agitation sur [I’activité
phospholipasique de I’enzyme libre, montre que I’activité augmente avec I’augmentation de
la durée d’agitation. Elle atteint un maximum de 95 U aprés 15 minutes d’incubation. Au dela
de cette valeur, elle diminue progressivement. On constate que I’effet de la durée d’incubation
n’a pas identique pour les deux activités. En effet, I’enzyme qui exprime une activité
phospholipasique la plus élevée a 15 min, lui fraudera 20 min pour exprimer son activité
lipasique la plus élevée. Ce résultat confirme que la PLALl a plus d’affinité aux

phospholipides comme substrat qu’aux triglycérides.
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111.3.3. Etude de I’activité lipasique de la PLAL1 immobilisée

a- Effet du pH
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Figure 14 : Effet de pH sur I’activité lipasique de la PLA1 immobilisée. Conditions
expérimentales : Température : 50 °C ; durée d’agitation : 15 min; 100%: 60 U .

L’influence du pH sur I’activité lipasique de la PLA 1 immobilisée sur le charbon actif
est représentée sur la figure 14. Dans la gamme du pH entre 4 et 6, aucune variation
significative n’est observée. Dans ce domaine I’enzyme exprime ces plus faible valeur en
terme d’activité. En revanche, I’activité de I’enzyme croit jusqu’a pH 7, qui est sa valeur la
plus élevée. Dans les régions de pH alcalin, I’enzyme perd son activité. Ces résultats indique
gue le pH optimal delaPLA; immobilisée est de 7.

Par ailleurs, le fournisseur de I’enzyme recommande d’utiliser la PLA; a pH acide,
valeur maintenue en vigueur dans le procédé de dégommage au niveau de la raffinerie
Cevital. Ceci trouve son explication ; que les opérateurs utilise I’acide citrique pendant le
dégommage des huiles vegétales afin de chélater les métaux d’un c6te, et de I’autre pour créer
un milieu acide favorable a I’enzyme. Paradoxalement a cela, cette technique exige
I’utilisation d’une grande quantité de soude afin d’ajuster le pH. La soude ajoutée en exces
peut réagir avec les TAG pour former des savons et ainsi diminuer le rendement de I’huile. Ce
gui nécessite aussi I’addition d’une étape de séparation des savons formés de I’huile et
augmente le codt de la purification de I’huile.

&
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b- Effet delatempérature

L’influence de la température sur I’activité lipasique de I’enzyme immobilisée est

représentée dan lafigure ci-dessous
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Figure 15 : Effet de latempérature sur I’activité lipasique de laPLA;immobilisée. Conditions

expérimentales : pH :7 ; durée d’agitation : 15 min; 100% : 70 U.

Comme pour I’enzyme dans son état libre, I’activité lipasique delaPLA; immobilisée
a une alure ascendante entre 30 et 50 °C jusqu'a atteindre sa valeur maximale a 60 °C,

ensuite, elle prenne une tendance descendante pour atteindre une valeur la plus faible a 80 °C.
c. Effet de la durée d’agitation

L’influence de la durée d’agitation sur I’activité lipasique de la PLA1 immobilisée est

illustrée dans lafigure 16.
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Figure 16: Effet de la durée d’agitation sur I’activité lipasique de I’enzyme PLA;

immobilisée. Conditions expérimentales : pH : 7 ; température : 60° C ; 100% :70 U.
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On observe sur les résultats de la figure 16 que I’activité lipasique de la PLA
iimmobilisée a une dlure ascendante entre 5 et 20 min d’incubation, au-dela elle diminue.
Nous constatons que la durée d’incubation ale méme effet sur I’activité lipasique de la PLA;

libre et immobilisee.
[11.3.4. Etude de I’activité phospholipasique de la PLA; immabilisée

a. Effet du pH
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Figure 17 :Effet du pH sur I’activité phospholipasique de la PLA immobilisée. Conditions
expérimentales : Température : 60°C ; durée d’agitation : 15min ; 100% : 30U.

L’activité phospholipasique augmente avec l’augmentation du pH et atteint un
maximum a pH 7. Cependant, elle diminue aux pH acalins. On peut stipuler que I’enzyme est
hautement active a pH neutre. De plus, cette observation dans le comportement de I’enzyme
(allure identique) traduit le méme phénoméne que pour I’activité lipasique de la lipase

immobilisée, vis-a-vis du pH.
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b. Effet delatempérature

L’influence de la température sur I’activité phospholipasique de la PLA1 immobilisée

est représentée dansla18.
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Figure 18 : Effet de latempérature sur I’activité phospholipasique de la PLA; immobilisée.

Conditions expérimentales : p H :7 ;durée d’agitation : 15min ; 100% : 40 U.

D’apres les résultats obtenus, I’activité phospholipasique de la PLA1 immobilisee a

une allure ascendante entre 30 et 50 °C et exprime sa valeur maximale a 60 °C. Ensuite elle

prenne une tendance descendante pour atteindre une valeur la plus basse a 80 °C. On pourrait

dire que I’enzyme est hautement active a 60°C. Des résultats similaires sont rapportés par

certains auteurs (Dianyu, 2012)
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c. Effet dela durée d’agitation

La variation de I’activité phospholipasique de PLA; immobilisée en fonction de la

durée d’agitation est représentée dans lafigure 19
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Figure 19: Effet de la durée d’agitation sur I’activité phospholipasique de la PLAl

immobilisée. Conditions expérimentales: pH : 7 ; température : 60°C; 100% : 50 U.

La figure 19 montre que la croissance de I’activité phospholipasique de I’enzyme
immobilisée est proportionnelle a I’augmentation de temps d’incubation. Elle atteint un
maximum aprés 15 minutes, puis elle diminue. De plus, la durée d’incubation a le méme effet

sur I’activité phospholipasique exprimée par laPLA libre et immobilisée.
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11 .4. Etude comparative de I’activité lipasique et phospholipasique de la

PLA1 dans son état libre et immobilisée.

[11.4.1. Effet du pH.
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Figure20 : Effet depH sur I’activité lipasique de la PLA1 libre et immobilisée.
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Figure 20 : Effet de pH sur I’activité phospholipasique de la PLAL libre et immobilisée.

Il est connu que L'activité enzymatique dépend strictement de sa structure moléculaire

et compte sur I'existence d'une structure appropriée de son site actif (Whitehurst, 2010). Par

consequent, les conditions défavorables de température, du pH... etc provoquent | a perte de

lafonction del’enzyme.
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Le facteur du pH peut d’une part, régir la distribution des charges autour du site actif
et dans la molécule de proténe toute entiere, d’autre part , le pH influe sur I'état d'ionisation
des résidus avec les groupes acides et basiques des chaines latérales (Tuan Mai.2002).

A partir des résultats obtenu concernant I’activité lipasique et phospholipasique de la
PLA1libre et immobilisée, on constate que I’immobilisation n’a pas un effet significatif sur
le pH optima de I’enzyme. On peut supposer que cela est di aux faibles liaisons entre
I’enzyme et le support. En termes d’activité lipasique, I’enzyme dans son état libre montre
une activité de 185U a pH 7. Dans les mémes conditions, elle manifeste une activité de 60U

dans le casimmobilisée sur le support.

Concernant I’activité phospholipasique de la phospholipase Al, le prend une valeur
de 40U a I’etat libre et de 30U a I’état immobilisee dans les mémes conditions de pH 7.

Donc, il est évident que laPLAL exprime une activité plus élevée a I’état libre.

[11.4.2. Effet delatempérature
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Figure 21 : Effet de latempérature sur I’activité lipasique de la PLA1 libre et immobilisée.
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Figure 22 : Effet de la température sur I’activité phospholipasique de la PLAL libre et
immobilisée.

Comme pour le pH, la température peut affecter I’activité enzymatique. En effet la
vitesse de la réaction chimique augmente avec la température en raison de I’énergie cinétique
fournie au molécules qui favorise le nombre de collisions efficacement en conduisant aux
produits de réaction .Mais I’activation par la température d’une réaction enzymatique
s’accompagne toujours du phénomeéne de dénaturation des liaisons intra et intermoléculaire
au dela de latempérature optimal (Fabiano, 2002) .

A partir des résultats obtenu concernant I’activité lipasique et phospholipasique de la
PLAllibre et immobilisée, on constate que I’immobilisation n’a pas un effet significatif sur
la température optimal de I’enzyme pour assurer sa stabilité. En termes d’activité lipasique,
I’enzyme dans son état libre montre une activité de 125 U apH 7. Dans les mémes conditions,

elle manifeste une activité de 70U dans le casimmobilisée sur le support.

Concernant I’activité phospholipasique de la phospholipase A1, elle prend une valeur
de 105U a I’état libre et de 40U & I’état immobilisée dans les mémes conditions de pH 7.
Donc, il est évident que la PLAL exprime une activité plus élevée a I’état libre. Aing,

I’activité lipasique domine I’ activité phospholipasique.
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Conclusion

Au cours de I’élaboration de ce mémoire, on a étudié le phénomene d’immobilisation
d’une phospholipase A1l sur le charbon actif par la détermination de I’activité
phospholipasique et lipasique de I’enzyme. L’objectif principal est ladétermination des

parameétres optimums de I’enzyme libre et immobilisée.

Les résultats de I’étude de I’'immobilisation de I’enzyme sur le charbon actif ont
montré que le taux d’immobilisation est meilleur apH 4 et a une vitesse d’agitation de 800

rpm.

L’etude des parametres physico-chimiques (pH et température) de I’enzyme libre et
immobilisée nous a montré que I’immobilisation méme si I’activité lipasique et
phospholipasique diminuent par rapport a I’enzyme libre, n’a pas d’effet sur le pH optimum

de I’enzyme qui est de 7 et sur la température optimal de I’enzyme qui est de 60°C.

Un résultat important pour nous a été mis en évidence. En effet, I’activité lipasique de

laPLA1 prédomine toujours sur I’activité phospholipasique.

En perspectives, notre étude reste préliminaire et le théme reste ouvert pour de prochaines

études, nous suggerons :

v’ Effet de la température sur I’immobilisation.

v Influence de la durée d’agitation sur I’'immobilisation.

v' Application de la phospholipase A;immobilisee dans le dégommage de I’huile de soja.
v Influence de la concentration de la solution enzymatique sur I’activité lipasique et

phospholipasique de laphospholipaseA ; .
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Annexel: La courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.
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Résumé:

Le présent travail a fait I’objet de I’immobilisation d’une enzyme libre la
phospholipase A1 (Lecitase Ultra) dérivée de I’ Aspergillus oryzae, sur un support organique
de charbon actif commercial. L’étude porte sur la détermination des parameétres optimums de

pH et de température.

Les résultats obtenus ont montré que le pH et la température optimums sont
respectivement de 7 et 60°C qui demeurent invariable aprés une immobilisation de I’enzyme.
En outre, laPLA1 présente une meilleure activité lipasique en présence d’huile d’olive que

phospholipasique en présence de lalécithine de soja comme substrat.

Motsclés: PLAL, activité lipasique, activité phospholipasique, immobilisation, charbon

actif.
Summary

The present work has been the capital of afree enzyme phospholipase A1 (Lecitase
Ultra) derived from Aspergillus oryzae, on an organic support commercia activated carbon.
The study focuses on determining the optimum parameters of pH and temperature.

The results obtained showed that the optimum pH and the temperature are respectively
7and 60 ° C that remains invariable after immobilization of the enzyme. Furthermore, the
present improved PLA1 lipase activity in the presence of olive oil as the phospholipase in the
presence of soy lecithin as substrate.

Keywords. PLAL, lipase activity, phospholipase activity, immobilization, active carbon
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